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研究成果の概要（和文）：1) 家族性ALSに関与する2つの異なる分子UBQLN2、OPTNが共に蛋白分解に関わる
endosomal vesicleに関与しており、endosomeとautopahgyをつなぐ機能を持ち、late-endosomeとは独立した
endosomeの新規の蛋白品質管理機構を形成していることを確認した. 2) GGGGCC異常伸長反復配列からのnon ATG
翻訳によるDRP (dipeptidere peat protein)の中で塩基性の強いpoly-PRをHela細胞に導入するとgemini of 
coiled bodyが有意に減少させ、ALSの病態を反映しているものと考えられた.

研究成果の概要（英文）：1) Two different molecules involved in familial ALS, UBQLN 2 and OPTN are 
both involved in endosomal vesicles involved in proteolysis, have the function of connecting 
enodosome and autopahgy, and formed a novel protein quality control mechanism in endosome. 2) In DRP
 (dipeptidere peat protein) by non-AUG (RAN) translation from abnormal elongation GGGGCC repetitive 
sequence, expression of poly-PR, which is strongly basic, significantly reduces gemini of coiled 
bodies and Cajal bodies into Hela cells and suggested that it reflects the pathology of ALS.

研究分野：神経内科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

筋萎縮性側策硬化症（Amyotrophic lateral 

sclerosis: ALS）は進行性に上位、下位の運動

ニューロンが障害を受け、数年のうちに呼吸

不全に陥る難治性疾患である. しかしその疾

患概念の確立から 140年間を経た現在まで根

本治療は確立していない. 一方、近年原因遺

伝子が次々と同定されたことにより、ALSと

前頭側頭葉変性症 [fronto- temporal lobar 

degeneration (FTLD)]が共通の分子生物学的基

盤をもつ疾患スペクトラムであることが示

されつつある. その中で、病理学的アプロー

チから蓄積蛋白として同定された TDP-43 と

染色体16番に連鎖するALS6の原因遺伝子と

して同定された FUS/TLS は、いずれも RNA

結合蛋白でALS以外にもFTLDでも封入体を

形成することから共通の病態メカニズムの

存在が想定されていた. 我々は、TDP-43では

開始コドンのシフトにより核移行シグナル

のない新規のアイソフォーム（p35iso）が存

在することを見出した（Nishimoto et al. JBC, 

2010）. この p35 isoは培養細胞に発現させる

ことにより、RNAの代謝や品質管理に関与す

るストレス顆粒(stress granule: SG)が誘導され

ることを示した. 一方、FUSにおいても ALS

関連変異は核移行シグナルに集積し、核輸送

が著明に障害されており、変異型 FUSの発現

により TDP-43 の p35iso と同様に高率に SG

を形成することを明らかにした (Ito et al. 

Ann Neurol. 2011). さらに、ALSの遺伝子リス

クである ataxin2 も、TDP-43、FUS の局在異

常を増強しやはり SG の形成に関与すること

をしめした(Nihei et al. JBC, 2012). このこと

から TDP-43、FUSと ataxin2 は RNA結合蛋

白という共通性だけでなく、3つの ALS関連

分子が共同して細胞質への RNA 結合蛋白の

異常局在、SG 形成を介し変性カスケードの

トリガーとなり、RNA品質管理機構の破たん、

そして神経変性を引き起こすとの説を提唱

している（Ito et al. Neurology, 2011）. 一方、

近年新たな原因遺伝子 optineurin (OPNL)、

ubiquilin (UBQLN)2、C9orf72非翻訳領域 6塩

基反復配列の異常伸長が次々と同定された

が、その分子メカニズムは不明である. 本研

究では、新規 ALS/FTLD原因遺伝子による神

経変性分子機構の解明と新規の治療ターゲ

ットの同定を目的とする. 

２．研究の目的 

本研究では、近年同定された原因遺伝子

optineurin、ubiquilin2、C9orf72 6 塩基反復配

列変異に注目し、発現細胞系を用い蛋白質品

質と RNA 品質管理機構のクロストークを中

心に分子病態を解析する. さらに、C9orf72

反復配列異常より翻訳される dipeptide-repeat 

protein (DRP)はトランスジェニック(Tg)マウ

ス作製により in vivoレベルに解析を展開し、

ALS/FTLDモデルマウスの樹立と新規治療タ

ーゲットの確立を目的とする. 

３．研究の方法 

(1) OPNL+/UBQLN2+ vesicle の細胞生物学

的意義を見出すため、培養細胞系を用いて解

析する. 特に、endosomeにおける新規の蛋白

品質管理機構の存在を明らかにするととも

に ALS/FTLD の分子病態との関連を見出す. 

さらに、我々がすでに提唱しているもう一つ

の ALS/FTLD病態メカニズムである RNA品

質管理機構の障害とのクロストークを明ら

かにするため、TDP-43と FUS との相互作用

を培養細胞にて検討する.  

(2)  2011 年に報告された C9orf72 遺伝子非

翻訳領域 6塩基反復配列異常伸長は、C9orf72

タンパクの生理機能が未知でありながら

ALS/FTLDの最も頻度の高い遺伝子変異であ

ることが示され、その分子病態は大きな注目

を集めている(c9ALS/FTD). この遺伝子変異

による運動ニューロン障害には 3つの病態メ

カニズムが想定されている. 即ち① 異常伸

長 に よ る C9orf72 の 発 現 低 下 (haplo 

insufficiency）、② 異常伸長反復配列 RNA へ

の核内 RNA結合蛋白異常集積（RNA toxicity）、 



③ 異常伸長反復配列からの non ATG翻訳に

よ る DRP (dipeptidere peat protein)(poly 

glycine-alanine (GA), poly glycine-proline (GP), 

poly glycine-arginine (GR) お よ び poly 

proline-alanine( PA), poly proline-arginine(PR))

の合成・蓄積による細胞毒性があげられる. 

C9orf72 6 塩基反復配列異常伸長の分子病態

を明らかにするため、GGGGCC の繰り返し

配列をさけて対応コドンから DRP (poly-GA、

GP、GR) cDNAを合成し、DRPの生化学的、

細胞生物学的特徴を培養細胞で解析する. こ

の cDNA は、繰り返し配列がないため RNA 

toxicity を無視でき、DRP 自体の毒性を抽出

できる.さらに、in vivoへと解析を展開させる

ため Thy-1 プロモーターによる DRP-tg マウ

スを作製しモデル動物の確立を目指す. 

４．研究成果 

(1) 我々は家族性ALSに関与する 2つの異な

る分子 UBQLN2、OPTNが共に蛋白分解に関

わる endosomal vesicle に関与しており、

endosome と autophagy をつなぐ機能を持ち、

late-endosome とは独立した endosome の新規

の蛋白品質管理機構を形成していることを

確認した. UBQLN2、OPTNそれぞれの変異が、

同一の endosomal vesicleの形成に障害をおよ

ぼすことは、ALSの病態分子カスケードへの

関与の可能性を示すとともに、OPTN と

UBQLN2 が ALS の新規病態スペクトルをな

していることを示唆している.  

(2)  我々は、DRP の中で塩基性の強い

poly-PR に注目して細胞毒性を詳細に検討し

た. ALS 患者剖検脳では、Gemini of coiled 

bodyやCajal bodyが減少していることが病理

所見より報告されている. poly-PR を Hela 細

胞に導入すると有意に Gemini of coiled body

や Cajal bodyが減少しており、ALSの病態を

反映しているものと考えられた. さらに、

poly-PR により遺伝子発現の網羅的解析を行

うため、poly-PR-GFP を Hela 細胞に導入し

FACS にて回し、RNA-sequence T ( Illumina 

HiSeq 2500 platform)を行い変動する遺伝子を

解 析 し た . DAVID bioinformatics 

(https://david.ncifcrf.gov/)による Gene ontology 

解析では、nucleosome に関連する遺伝子群、

Heat shockに関する遺伝子群のそれぞれ上昇

と低下が認められた. 今後は、神経変性に関

連する遺伝子の絞り込みを行い、治療ターゲ

ットに繋がる遺伝子の同定をすすめたい.  

(3) Thy1 プロモーター下で塩基性の強い

poly-GR トランスジェニック(Tg)マウス作製

一ラインの樹立を達成した. 現在 BL/6 との 

backcrossを行っている. 15週齢の時点では体

重減少、行動異常、運動障害、歩行障害など

の表現型は認められていない.  

(4) ALS原因 RNA結合蛋白には、以下の共

通性を持つ. すなわち①RNA 結合ドメイン

をもつ.② プリオン様ドメインを持ち凝集性

が高い . このドメインのアミノ酸配列は

glycine/serine-tyrosine glycine/serine

（G/S-Y-G/S）の繰り返し配列と glutamine（Q)

が富むことが特徴である ③ ストレス顆粒

(Stress granule: SG)の構成分子である. ④ 死

後脳で細胞質への局在異常を起こし封入体

を形成する. 新たな研究マテリアルを求め

て、上記細胞生物学的特徴を持つ ALS病態誘

導人工 cDNAを合成し、哺乳類発現ベクター

にサブクローニングした. すなわち cDNA

作製に当たり以下の条件によりアミノ酸配

列を設計した. ① G/S-Y-G/S の 67 リピート

をコードする cDNA（SYG-NES-GFP）を塩基

の繰り返し配列を極力避けた . また、

G/S-Y-G/S のリピートに加えもう一つの特徴

で あ る glutamine (Q) に 富 む  cDNA

（SYGQ-NES-GFP）(50リピート)も合成した. 

② RNA結合部位は、特異的な RNA結合を

極力減らすため、植物 Citrus sinensis cultivar 

Pera poly(A)-binding protein 1 由来 RNA 

recognition motif をもちいた. ③ Nuclear exit 

signal を配置し、細胞質への局在を誘導した. 

④ タグとしてGFPをC末端に配置した. 本



ALS 病態誘導人工遺伝子を培養細胞に導入

してその細胞学的特徴を解析し以下の研究

結果を得た. 

① ALS 病態誘導人工遺伝子は細胞質封入体

を形成する.  

② ALS 病態誘導人工遺伝子はストレス顆粒

の構成分子となる.  

③ ALS 病態誘導人工遺伝子による神経系細

胞 Neuro2a細胞の突起伸展作用の抑制と細胞

死誘導 

④ ALS病態誘導人工遺伝子の凝集性 

⑤ プリオン様ドメインを含む人工RNA結合

タンパク質の発現後による GEMの減少 

人工遺伝子を培養細胞に導入することによ

って、細胞質に封入体形成、ストレス顆粒へ

の移行、細胞毒性、凝集、GEM 減少を備え

ており ALS関連分子の生化学的、細胞学的特

性を再現できたと考えられる. 今後は、ALS

病態誘導人工遺伝子モデル動物の確立を目

指す. 
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