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筋萎縮性側索硬化症（ALS）とパーキンソン病はそれぞ
れ運動ニューロンと中脳黒質ニューロンが選択的に変性・
死滅することによって重篤な運動機能障害が引き起こされ
る神経変性疾患である。ALSもパーキンソン病も大多数は
孤発性であるが，両疾患とも一部に遺伝性のタイプがある。
我々はまず遺伝性の ALSおよびパーキンソン病責任遺伝子
の変異や欠損が系特異的に神経変性を誘発するメカニズム
を明らかにする。さらにその成果を突破口として，全く謎
に包まれている孤発性ALSおよびパーキンソン病の病因解
明を目指す。
一方最近の研究により，細胞の自爆装置によって引き起

こされるアポトーシスと呼ばれる細胞死が神経変性過程に
関与していることが示唆されており，神経変性疾患に対す
る抗アポトーシス治療への期待が持たれている。そこで我々
はアポトーシス阻害因子（IAP）を用いた神経変性疾患の
遺伝子治療の基礎研究を疾患モデル動物を使って推進する。
さらに IAP の作用メカニズムの解明を通じて，神経変性
疾患の治療薬となるアポトーシス阻害剤開発への道を開き
たい。

1. 家族性ALSの責任遺伝子，変異 SOD1による運動
ニューロン変性メカニズムの解明（舘野，井上，漆谷，

山崎，杉本，宇佐美，月田；糸原（行動遺伝学技術研究開
発チーム））

ALSの 5～10%は家族性に発症し，そのうちの約 20%の
常染色体優性遺伝の家系が Cu，Zn-superoxide dismutase

（SOD1）の変異を原因とする。SOD1は非神経組織を含め，
ubiquitousに発現しているが，疾患において変性するのは
運動ニューロン系を中心とした一部の神経系のみである。
これまで同定された 60 種類以上の変異がほとんど点変異
であり，タンパクを欠損する例はない。さらに酵素活性が
ほぼ正常な変異ヒト SOD1のトランスジェニックマウスで
ALS類似の症状と病理所見を呈することから，変異によっ
て酵素の機能低下でなく SOD1に新たに細胞毒性が付与さ
れる（gain of toxic function）ことが運動ニューロン変性の
原因になると考えられている。しかしその毒性のメカニズ
ムは，病因遺伝子の発見から 8年以上を経た現在も全くの
謎である。
（1）変異 SOD1の選択的運動ニューロン毒性の分子細胞
生物学的解析
これまで変異 SOD1特異的に毒性を示す培養細胞系の報
告はいくつかあるが分子生物学的，生化学的に変異 SOD1

の機能解析が行いうる系はまだ確立されていない。我々は
変異 SOD1を発現し，はっきりした毒性を示す培養細胞系
の確立をめざす。本年度はマウスで脊髄運動ニューロンが
約 5～10%にエンリッチされ，4週間以上生存する初代培養

系を確立した。
一方野性型および変異 SOD1を発現するアデノウイルス

ベクターのコンストラクトを作製したので，アデノウイル
スで変異 SOD1を培養脊髄運動ニューロンに発現させ，毒
性を発揮するかどうか観察する。
一方，我々はヒト剖検脳材料より，SOD1の alternative

transcriptを発見した。SOD1は 5つの exonによってコー
ドされる遺伝子であるが，我々は exon 2および exon 2 + 3

を skipする alternative trasncriptを見いだした。これらの
mRNAの組織分布は野生型と同様，ubiquitousであった。
（「Neuroreport」，2000）またこれらの mRNAは C末端を
欠損する異常な SOD1タンパクをコードしているが，実際
にタンパクが生体内で発現しているかどうか，特異的抗体
を作製し，検討中である。
（2）運動ニューロン特異的遺伝子発現・ノックアウトマ
ウス系の確立

SOD1の毒性メカニズムを解析する上で現在最も信頼で
きる実験系は変異 SOD1のトランスジェニックマウス（Tg

マウス）である。変異 SOD1Tgマウスはヒトと類似の運動
ニューロン疾患を発症して死亡する。我々は運動ニューロン
の選択的脆弱性や細胞死に関与する遺伝子を過剰発現，あ
るいは欠損するマウスを発生工学的に作製する。次にこれ
らのマウスを変異 SOD1 Tgマウスと掛け合わせることに
よって運動ニューロン変性への影響を観察する。この実験に
よって SOD1の毒性のメカニズムに迫れるとともに治療へ
のヒントも得られものと期待される。昨年度は運動ニュー
ロンを代表とするコリン作動性ニューロンに特異的に発現
するコリンアセチル転移酵素（ChAT）のプロモーター領域
を用いた transgene用のコンストラクトを作製した。本年
度は運動ニューロン特異的遺伝子ノックアウトシステム確
立のため，ChATプロモータの下流で P1バクテリオファー
ジの Creリコンビナーゼを発現するマウス（ChAT-Creマ
ウス）を作製した。このマウスと遺伝子組換えが起こると
lacZを発現するレポーターマウス（CAG-CAT-Zマウス）
を掛け合わせたところ，脊髄運動ニューロン，脳幹の神経
核，前脳基底部などのコリン作動性ニューロンで Creによ
る遺伝子組換えが起こる一方，大脳皮質や小脳ではほとん
ど組換えがみられなかった。現在，詳細な組換え部位の分
布について検討しているが，ほぼコリン作動性ニューロン
特異的に遺伝子組換えの起こるマウスを作製できたと考え
ている。（東京都神経研の三澤日出巳博士との共同研究）
（3）変異 SOD1Tgマウスの Genechipによる解析
変異 SOD1の毒性メカニズムを探る上で，運動ニューロ

ン変性にともなう遺伝子発現の変化を網羅的に調べること
は大変有用な情報を提供してくれると期待される。そこで，
変異 SOD1Tgマウスおよび同胞のマウスの脊髄からmRNA
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を抽出し，Genechipを用いて遺伝子発現の変化を比較する。
本年度は High-copyおよび Low-copyの変異 SOD1Tgマウ
スで共通して変化する遺伝子を数十個同定した。

2. 常染色体劣性若年性パーキンソニズム（AR-JP）の
責任遺伝子，Parkinの機能解析（今居，祖田，程，植木）
常染色体劣性若年性パーキンソニズム（autosomal reces-

sive juvenile parkinsonism: AR-JP）は DOPA 反応性の
パーキンソニズム，症状の日内変動，下肢のジストニアな
どの臨床症状を呈し，病理学的には黒質・青斑核の選択的
変性，レビー小体の非形成を特徴とする。1998年，順天堂
大学・水野美邦教授，慶応大学・清水信義教授らの共同研
究グループにより，AP-JPの責任遺伝子 Parkinがクロー
ニングされた。Parkinは N末端にユビキチン様のモチー
フ，C末端に RING-IBR-RINGモチーフを有する特徴的な
構造のタンパク質であり，SOD1と同様 ubiquitousに発現
している。
（1）Parkinの生理機能の解析
近年 RING-fingerモチーフを持つ多くのタンパク質がユ

ビキチン・プロテアソームタンパク分解経路に関わるユビキ
チンリガーゼ（E3）という酵素であることが判明した。ユ
ビキチンリガーゼの機能は RING-fingerモチーフで特異的
にユビキチン結合酵素（E2）と結合し，それ以外の部位で特
異的に基質タンパク質と相互作用して，基質タンパク質のユ
ビキチン化を促進することである。本年度，我々は Parkin

がユビキチン結合酵素である UbcH7および UbcH8と結合
し，神経細胞内の未同定の基質をユビキチン化する E3ユビ
キチンリガーゼであることを明らかにした。一方，小胞体
でのタンパク質のフォールディングの阻害により，unfolded

protein stressという細胞へのストレスがかかり，一群の遺
伝子の転写が亢進する（unfolded protein response）ことが
知られるが，Parkinは unfolded protein stressによって転
写が亢進し，タンパク量も増加することが分かった。さらに
Parkinを神経系の細胞で過剰発現すると，unfolded protein

stressによる細胞死を防ぐことも判明した。面白いことに
この細胞死抑制効果は E3活性に依存していた。おそらく
Parkinは小胞体で生じたフォールディング異常を起こした
タンパクを E3活性によって分解し，細胞死を防ぐのでは
ないかと考えられる。我々は以上の実験データに基づき，
Parkinの機能が失われることによって，unfolded protein

stressに対して黒質細胞が脆弱になり細胞死に陥り，AR-JP

を発症するとの仮説を提唱している。（「J. Biol. Chem.」，
2000）
（2）Parkin結合タンパクのクローニングとその解析
Parkinが特異的にユビキチン化し，分解する基質を同定

するため，Yeast two-hybrid screeningによる結合タンパ
クのクローニングを行った。その結果，Parkinによって in

vitroでも in vivoでもユビキチン化される基質の有力な候
補となる膜タンパクを同定した。現在，順天堂大学・水野
美邦教授との共同研究で，AR-JP患者脳でこの膜タンパク
の分解が阻害され，蓄積されるかどうか検討中である。
（3）Parkinノックアウトマウスの作製・解析
AR-JPの動物モデルは本疾患の病態解析，治療法開発を

行う上で必須であるため，Parkinノックアウトマウスを作
製する計画である。

3. アポトーシス阻害タンパク（IAP）の作用メカニズ
ム・生理的役割の解明（鈴木，中林，新家，瀧尾（生

体分子解析室））
アポトーシス阻害タンパクは昆虫からヒトまでよくその
構造と機能が保存されている分子である。IAP分子は N末
端に IAPを特徴づける約 70アミノ酸からなるBaculovirus

IAP repeat（BIR）モチーフを 1～3 個，C 末端に RING-

fingerモチーフを有する。（RING-fingerは持たないものも
ある）また多くの IAP分子は培養細胞で強制発現させると
さまざまな刺激によるアポトーシスを抑制する。現在ヒト
では 7種類の IAP分子が知られているが，そのうち，NAIP

は脊髄性筋萎縮症（SMA）の責任遺伝子 SMNの近傍にマッ
プされ，SMNと同時に NAIPが欠損すると，症状が重症
化することが知られる。この事実は IAPが運動ニューロン
の生存維持に重要な役割を果たしていることを示唆し，興
味深い。我々は既知のヒト IAP分子の中で最も強い抗アポ
トーシス効果を有する XIAPがアポトーシスの実行分子，
カスペースの阻害因子であることを明らかにした。XIAP

の更なる機能解析をすすめ，その生理的役割および疾患治
療への応用の可能性を探るため，下記を計画する。
（1）XIAPのアポトーシス阻害メカニズムの解明
我々はすでに XIAPの BIR2と呼ばれる領域にカスペー
ス 3，7を阻害する活性があることを見いだした。その詳
細なカスペース阻害活性を明らかにし，新規のカスペース
阻害剤開発への道を開きたい。本年度は BIR2領域がカス
ペース 3に対しては拮抗的阻害因子，カスペース 7に対し
ては拮抗・非拮抗の混合型阻害因子として働くことを見い
だし，拮抗，非拮抗的阻害に関わる BIR2領域内の部位の
同定に成功した。
一方，XIAPも前述のParkinと同様，RING-fingerモチー

フを有する。我々は XIAPが in vitroで，カスペース 3，7，
9すべてをユビキチン化する E3ユビキチンリガーゼ活性を
有するが，in vivoではカスペース 3を主としてユビキチン
化，分解することを明らかにした。さらにカスペース 3を
分解する E3活性が XIAPのアポトーシス阻害効果を高め
ることを見いだした。
（2）XIAP結合タンパクのクローニングとその解析
XIAPは強力なカスペース阻害因子であり，BIR領域が

その機能を担っていることが明らかになったが，他の IAP

分子ではカスペース阻害あるいはアポトーシス阻害以外の
重要な生物学的役割があることが示されている。また IAP

の機能を増強したり，阻害したりする修飾因子の存在の可
能性も示唆されている。XIAPの新たな機能や修飾因子を
探索するため，哺乳類培養細胞で過剰発現した XIAPに結
合する約 30 kDaのタンパクを二次元電気泳動で分離した。
このタンパク質の同定をエドマン分解によるアミノ酸シー
クエンス，および質量分析により，行っている。このタン
パク質がカスペースをはじめとする既知の XIAP結合タン
パクでないことは確認できた段階である。
（3）神経系に発現する新規 IAP分子のクローニング
ヒトの IAP分子中，XIAP以上に強力なカスペース阻害
作用を有する分子はない。しかし XIAPのノックアウトマ
ウスは無症状であったと報告されている。一方ハエのXIAP

に相当するDIAP1を欠損すると神経系をふくめ全身で発生
過程のアポトーシスが過剰となり死亡する。このことより，
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ヒトにおいて XIAPの欠損を補うような未知のカスペース
阻害因子が存在していると考えられる。この因子のクロー
ニングを yeast two-hybrid法を用い，活性化型カスペース
7との結合を指標として行った。これまで IAPのホモログ
は同定できていないが，in vitro，in vivo でカスペース 3

および 7の新たな基質となるタンパク質のクローニングに
成功した。
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