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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)における小胞体ストレス応答(UPR)の重要性を明らかにする
為、UPRのセンサーATF6αを欠損したATF6(-/-)マウスとALSマウスを交配し、表現型の変化を観察した。その結
果、ATF6(-/-)×ALSマウスではALSマウスに比べてALS発症時期が有意に早まったが、生存期間については両者で
差は認められなかった。更に、前者では後者に比べてより早期から運動神経線維に変異蛋白質の集積を認める一
方、ATF6欠損によりミクログリアを介した脳内炎症は減弱することが明らかになった。以上より、時期、細胞特
異的なATF6の発現調節がALSの病態制御に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To dissect the role of the unfolded protein response (UPR) in the pathology 
of amyotrophic lateral sclerosis (ALS), we crossed ALS (SOD G93A Tg) mice with Atf6α-/- mice, the 
latter of which lack ATF6a, a major sensor in the UPR. Analysis using ALS and ALS/Atf6α-/- mice 
revealed the onset time of ALS was significantly earlier in ALS/Atf6α-/- mice, but the life span 
was not significantly different between two genotypes. Consistent with these results, higher levels 
of SOD aggregation was observed in ALS/Atf6α-/- mice before the onset, while lower levels of 
activation was observed in Atf6α-/- mouse-derived microglia, compared with wild-type mouse-derived 
microglia. These results suggest the time- and cell type-specific regulation of ATF6 may play the 
important role in the pathology of ALS.

研究分野：神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）筋萎縮性側索硬化症(ALS)は数か月か
ら数年で運動神経が麻痺し、全身の筋肉が
動かなくなる難病である。ALSの原因は不
明であるが、その病態形成に細胞内小器官
の一つ小胞体の障害、すなわち小胞体スト
レスが関与している可能性が示唆されて
いる。 

 
（２）小胞体は分泌系蛋白質及び脂質の生合
成、Ca 恒常性の維持に関わる細胞内小器
官であるが、異常（変異）蛋白質の蓄積、
エネルギー枯渇、急激な Ca 濃度変化など
は小胞体ストレスを引き起こす。申請者ら
はこれまで、脳虚血やグルタミン酸毒性、
パーキンソン病などの多くの病態に小胞
体ストレスが関与する事、小胞体ストレス
応答(UPR)を強化することが神経保護につ
ながることを報告した。更に、ALSのモデ
ルマウス（低コピー型 G93A SOD1 Tgマ
ウス）を用いた検討により、ALS発症以前
から UPR の下流遺伝子 GRP78 の発現が
増強していることが明らかになった。 

 
 
２．研究の目的 
 
（１）ALSの病態における ATF6の重要性： 

ALS の病態における小胞体ストレスの
関与を in vivoで明らかにする為、UPRの
マスター転写因子ATF6のノックアウトマ
ウスと ALSマウス（G93A SOD1 Tgマウ
ス）を交配し、得られた ATF6 (-/-)×ALS
マウスの in vivoでの表現型解析を推進す
る。 

 
（２）中枢神経細胞生存及びグリア細胞活性
化における ATF6の機能： 

ALS の病態形成に神経細胞のみならず、
グリア細胞による non-cell autonomousな
影響が報告されてきている。培養神経細胞
及びグリア細胞を用いて、ATF6 欠損が中
枢神経細胞の生存及びグリア細胞の活性
あ化に与える影響を検討する。 

 
（３） 化合物による小胞体ストレス制御：
ケミカルシャペロン 4-フェニル酪酸
（4-PBA）などにより小胞体ストレスを制
御した場合、上記（１）（２）で認められ
る表現型がどのようになるか検討する。 

 
 
３．研究の方法 
（１）ALSマウス、ATF6 (-/-)×ALSマウ
スの表現型について、以下の方法で解析を
進めた。つまり、①体重変化を指標にした
ALS発症時期の同定、②生存時間の算出を
行った。更に、発症前（生後 5 か月）、発
症後（生後 8か月）の各段階でマウスを還

流固定、又は蛋白質・RNA 通出を行い、
③免疫組織化学、④ウエスタンブロット・
RT-qPCR にて、変異型 SOD, Ub, GFAP
（アストロサイトのマーカー蛋白質）、
Iba1（ミクログリアのマーカー蛋白質）、
MBP（髄鞘のマーカー蛋白質）、SMI32（神
経線維のマーカー蛋白質）等の検出を行っ
た。 

 
（２）野生型(WT)又は ATF6 (-/-)胎児由来
初代神経細胞、或いは生直マウス由来初代
ミクログリア、初代アストロサイトの培養
を行う。これらの細胞におけるストレス抵
抗性、炎症刺激に対する応答性、グリア細
胞活性化能などを、免疫細胞化学、
RT-qPCR、ウエスタンブロットなどを用い
て検討する。また、小胞体ストレス誘導剤
であるツニカマイシン及びタプシガルギ
ン、小胞体ストレス制御制御作用のあるケ
ミカルシャペロン 4-PBA 処理による効果
を明らかにし、ATF6 欠損の影響が直接的
なものか、小胞体ストレス増強を介した間
接的なものかを判断する。 
 

 
４．研究成果 

（１）ATF6 (-/-)×ALSマウスマウスにおい

ては、ALS マウスに比し早期から ALS を

発症する一方、生存期間については両マウ

スで有意な差は認めなかった（図 1）。その

原因を明らかにする為、発症前（生後 5か

月）及び発症後（生後 8か月）における変
異型 SOD の発現を比較した。発症前の各
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スタンプロットの結果から、ALSマウスに

比し ATF6 (-/-)×ALS マウスマウスでは多

くの SOD 多量体（凝集体）が認められる

ことが明らかになった（図 2A）。更に、免

疫組織化学によりそれら SOD の沈着は運
動神経軸索で強く認められることが判明し

た。一方、発症後においてはこのような差

は認められなかった。 

 
（２）ALS の発症時期は ALS マウスと

ATF6 (-/-)×ALS マウスで有意に異なって

いた一方、生存期間については両マウスで

有意な差は認めなかった。GRP78 の発現

は ALS発症に先んじて運動神経で上昇し、

その後、活性化したグリア細胞でも認めら

れたことから、我々は、この理由として、

ALS病態後期でATF6欠損により脳内炎症

が抑制されているのではないかという考え

に至った。これの仮説に基づき、我々はま

ず、野生型及び ATF6 (-/-)マウス由来の培養

グリアを用いてその活性化、炎症応答につ

いて検討した。その結果、いずれについて

も ATF6 (-/-)マウス由来のミクログリアで

減弱していることが明らかになった（図 3）。

更に細胞内炎症シグナルである NF-kB の

活性化が、マウス由来のグリア細胞で低下

していることが確認された。以上の事から、

ATF6はALSの病態形成に急性期と慢性期

で異なった役割を有し、時期特異的、細胞

特異的な ATF6 の発現調節が ALS の病態

制御に重要である可能性が示唆された。 
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