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序論 

神経変性疾患は中枢神経の特定のニューロン (神経細胞) 群が進行性に変性・

脱落する結果、様々な神経・精神症状を呈する一群の疾患である。神経変性疾患

には、筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis; ALS) や脊髄性筋萎縮症 

(spinal muscular atrophy; SMA)、球脊髄性筋萎縮症 (spinal-bulbar muscular atrophy; 

SBMA) など筋力が低下する疾患、パーキンソン病や多系統萎縮症、進行性核上

性麻痺、脊髄小脳変性症、ハンチントン病など体のバランスがとりづらくなった

りスムーズな運動ができなくなったりする疾患、アルツハイマー病や前頭側頭

葉変性症 (frontotemporal lobar degeneration; FTLD) など認知機能が障害される疾

患などが含まれる (1-3)。 

ALS は 1986 年にフランスの脳神経内科医のシャルコー (Jean Martin Charcot, 

1825-1893) によって初めて報告された疾患であり、ヨーロッパではシャルコー

病と呼ばれることもある (4, 5)。また、アメリカ合衆国のメジャーリーグ (major 

league baseball; MLB) のプロ野球選手であり、1939 年に当時史上最年少で殿堂

入りも果たしたルー・ゲーリック (Lou Gehrig, 1903-1941) が本疾患に罹患した

ことから広く一般にも知れ渡ることになり、主にアメリカ合衆国ではルー・ゲー

リック病とも呼ばれる (6)。 

ALS は運動ニューロンが選択的かつ進行性に変性・脱落し、筋肉の萎縮や筋

力低下、脱力を呈する進行性の神経変性疾患である (3)。運動神経系は、大脳皮

質運動野から皮質脊髄路 (錐体路) を経由して脊髄前角の運動ニューロンへ運

動の指令を伝える上位運動ニューロンと、運動ニューロンから筋肉の神経筋接

合部 (neuromuscular junction; NMJ) を介して筋肉に信号を伝える下位運動ニュ

ーロンによって制御されている。ALS では上位運動ニューロンと下位運動ニュ

ーロンの両者が障害されることにより、痙縮、深部反射亢進、病的反射の出現な
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どの上位運動ニューロン徴候 (錐体路徴候) や筋線維束性収縮、筋萎縮、筋力低

下などの下位運動ニューロン徴候 (前角細胞徴候) が生じる (3)。一方、ALS に

は、感覚機能障害、眼球運動障害、膀胱直腸障害、褥瘡が認められないという特

徴があり、四大陰性徴候と呼ばれている。ALS 患者は全身の筋肉の萎縮・脱力

のため本人の意思による動作および意思表示ができなくなる反面、脳の高次機

能や感覚神経などは障害されないため、知覚や痛覚といった感覚は保たれる。意

識が鮮明なまま運動機能が衰えていくため精神的苦痛が大きく、非常に悲惨か

つ残酷な疾患と言える。症状が進行すると、コミュニケーションには文字盤の使

用やセンサーによって体や眼球のわずかな動きを察知する方法が余儀なくされ

る。最終的には意識や聴覚、思考力はあるにもかかわらず、目も開けられず、暗

闇の中で完全に閉じ込められた状態になる。これは「完全な閉じ込め状態」 

(totally locked-in state; TLS) と呼ばれており、生活の質 (quality of life; QOL) が極

度に低下した状態になる。ALS 患者は最終的には呼吸筋の麻痺により自発呼吸

もできず、人工呼吸による 24 時間態勢の介護が必要になるため、介護に当たる

家族の負担も大きい。ALS 患者の約半数は、発症後 3-5 年以内に死亡または人

工呼吸器が必要な状態になるとされ、厚生労働省が指定する特定疾患 (難病) に

該当する。本疾患は神経変性疾患の中では最も患者数が多く、有病率は 10 万人

あたり 2-7 人であり (3)、現在、全世界で 15-50 万人、日本では約 9,200 人の ALS

患者がいると推定されている (平成 25 年度厚生労働省特定疾患医療受給者証交

付件数調べ)。幅広い年齢で発症がみられるが、特に 50-75 歳での発症が多く、

高齢化の進行とともに患者数が増加していると考えられる。患者数は男性が女

性の 1.2-1.5 倍であり、ALS の病態にホルモンが関与しているとの説がある (7, 

8)。また、近年その傾向は減少しているものの、日本の紀伊半島南部、アメリカ

合衆国のグアム島、インドネシアの西ニューギニアにおいて ALS の有病率が著

しく高いことが知られている (9, 10)。したがって、ALS の発症に環境要因や食
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生活などが関与している可能性も指摘されている。 

現在 ALS の確定診断法は存在せず、厚生労働省特定疾患神経変性疾患調査研

究班の ALS 診断基準や世界神経学会の改訂 El Escorial ALS 基準に基づいた他

の疾患との鑑別による除外診断が主流となっている (11)。生化学的診断マーカ

ーの候補化合物がいくつか報告され (12-14)、岐阜薬科大学薬効解析学研究室 

(以下、薬効解析学研究室) でも glutathione peroxidase 3 (Gpx3) や inter-alpha-

trypsin inhibitor heavy chain H4 (ITIH4)、glycoprotein transmembrane non metastatic 

melanoma B (GPNMB) などを報告している (15-17)。しかしながら現時点で、臨

床応用されている診断マーカーは存在せず、電気生理学的検査や神経画像など

の補助検査所見と臨床所見を総合して診断されるため、診断が難しい。それ故、

治療介入が遅れるだけではなく、患者や家族の精神的、経済的負担が大きい。 

ALS 患者の約 90%が原因不明で発症する孤発性 ALS (sporadic ALS) であり、

残りの約 10%が特定の遺伝子変異が背景となって発症する家族性 ALS (familial 

ALS) である (18) (Fig. 1)。家族性 ALS の約 20%、孤発性 ALS の約 3%を占める

とされているのが、1993 年に同定された Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) 遺伝

子の変異である (19)。SOD1 は、スーパーオキシドラジカルを解毒化する 153 

アミノ酸からなる抗酸化酵素である。活性型 SOD1 はホモ 2 量体として主に細

胞質に存在し、各サブユニットに

は活性中心である銅イオンおよび

構造の安定性に寄与する亜鉛イオ

ンをそれぞれ有している  (20, 

21)。1994 年には、この SOD1 遺伝

子の第 93 アミノ酸であるグリシ

ンをアラニンに変異させた

SOD1G93A 遺伝子を過剰発現させ

Figure 1  The rate of sporadic and familial ALS. 

Approximately 10% of ALS cases are genetically 

inherited (familial ALS), whereas the remaining 90% 

have no clear genetic cause (sporadic ALS). 
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たトランスジェニックマウス (SOD1G93A マウス) が作製された (22)。本マウス

は、脊髄前角の運動ニューロンが選択的に変性することにより筋麻痺を生じる

ため、ALS の臨床像を非常によく再現しており、ALS のモデル動物として世界

中で汎用されている。遺伝性 ALS を惹起する SOD1 変異には、SOD1G93A以外に

も SOD1G37R (第 37 アミノ酸のグリシンがアルギニンに変異)、SOD1H46R (第 46 ア

ミノ酸のヒスチジンがアルギニンに変異)、SOD1A4V (第 4 アミノ酸のアラニンが

バリンに変異) など、150 以上の異なる点変異や C 末端の欠失変異が同定され

ているが、SOD1 活性自体は低下しない場合が多い (23)。さらに SOD1 ノック

アウトマウスでは運動ニューロン症状を呈さないことから (24)、変異によって

酵素の機能低下が生じる (loss of function) というよりは、新たに細胞毒性が付与

されること (gain of toxic function) が運動ニューロン変性の原因になると考えら

れている。 

孤発性 ALS の原因は不明であるが、いくつかの説がある。小胞体 (endoplasmic 

reticulum; ER) ストレスは、小胞体内に折りたたみ不全タンパク質 (unfolded 

protein) などの異常タンパク質が蓄積した状態のことである (25-27)。神経変性

疾患を初め、多くの疾患に関与することが知られており、薬効解析学研究室では

ALS の他、パーキンソン病や緑内障、加齢黄斑変性症など、様々な疾患との関

連を報告している (28-33)。ALS 患者やモデルマウスで小胞体ストレスが亢進し

ていることや、小胞体ストレスを抑えることで生存期間が延長することなども

報告されている (28, 34-36)。酸化ストレスは、過酸化物やフリーラジカルなどの

活性酸素によって細胞内器官が障害されることである。ALS との関連も多く指

摘されており、ALS 患者やモデルマウスで酸化ストレスが亢進していることな

どが報告されている (37)。その他、グルタミン酸興奮毒性や受容体異常、軸索輸

送の異常、ユビキチン・プロテアソーム系の異常、オートファジーの異常、神経

栄養因子の欠乏、グリア細胞の異常、TDP-43 [transactive response (TAR)-DNA-
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binding protein 43] や FUS/TLS (fused in sarcoma / translated in liposarcoma) の変異

や細胞質における異常な蓄積など、孤発性 ALS の原因は諸説あるが (3)、未だ

十分に解明されていない。 

TDP-43 は 414 のアミノ酸からなる 43 kDa の核タンパク質であり、1995 年に

ヒト免疫不全ウイルス-1 (human immunodeficiency virus-1; HIV-1) 遺伝子の末端

反復配列内の TAR 領域に結合し、転写を抑制する因子として同定された (38)。

多くの組織、細胞で恒常的に発現する RNA 結合タンパク質であり、核内移行シ

グナル (nuclear localization signal; NLS) と核外移行シグナル (predicted nuclear 

export signal; NES) を持ち、核と細胞質を行き来する。また、RNA結合領域 (RNA-

recognition motif; RRM) やグリシンリッチ領域をもつ (39, 40) (Fig. 2)。TDP-43 は

不均一核内リボ核酸タンパク質 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein; hnRNP) 

の一種であり、他の hnRNP 分子などと複合体を形成し、スプライシング調節や

翻訳制御などを行う (41)。2006 年に ALS や FTLD で認められるユビキチン陽性

の細胞質内封入体の構成タンパク質が TDP-43 であることが報告され (42)、2008 

Figure 2  The structure of TDP-43, and the mutation of TDP-43 in the ALS patients. 

TDP-43 has nuclear localization signal (NLS) and predicted nuclear export signal (NES). There are 

two RNA-recognition motif (RRM1, RRM2) and glycine-rich domein. Many types of mutation are 

found in the ALS patients. 
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年には ALS の発症や進行に TDP-43 が関与していることが報告された (43-45)。

また、TDP-43 の変異や細胞質における異常な凝集体、異常なリン酸化、断片化

などが家族性 ALS と孤発性 ALS のいずれにおいても認められることが報告さ

れた (39, 46, 47)。ALS 患者で認められる TDP-43 の変異は、C 末端のグリシン

リッチ領域 (274-414 アミノ酸) に集中しており、TDP-43A315T (第 315 アミノ酸

のアラニンがスレオニンに変異)、TDP-43M337V (第 337 アミノ酸のメチオニンが

バリンに変異)、TDP-43G298S (第 298 アミノ酸のグリシンがセリンに変異) などは

比較的患者数が多い (39, 40)。 

ALS に対する根本的な治療法はなく、対症療法が基本である。ALS の進行抑

制薬として、グルタミン酸遊離阻害薬のリルゾール (リルテック®) がある。ALS

における運動ニューロン障害の原因の一つとして神経伝達物質であるグルタミ

ン酸の過剰産生があり、リルゾールは神経終末におけるグルタミン酸の遊離阻

害作用を示し、運動ニューロン保護作用を示すと考えられている。しかしながら

治療満足度は低く、生存期間を約3ケ月延長するのみである (3, 48, 49)。2015年、

2 種類目の ALS 進行抑制薬として日本でエダラボン (ラジカット®) が承認され、

2016 年には米国においても承認申請された。エダラボンは 2001 年に、発症後 24

時間以内の急性期脳梗塞患者を対象に承認されたフリーラジカル消去剤である。

重症度スケールを用いた評価で、ALS の進行がある程度抑制されることが示さ

れたが、生存期間を延長するのかなどについては明らかにされていない (50-52)。

したがって、どちらの薬剤も患者にとっては効果の実感がほとんどないのが現

状である。 

日本ではメコバラミンの大量筋注療法の臨床試験が実施され、ALS の発症が

遅延し ALS 機能評価スコアの低下が抑制されることが示され、2015 年に承認申

請された。しかしながら、これは ALS 発症後 12 カ月以内に治療を開始した場合

に限られ、生存期間についても明らかになっていない (53, 54)。また、肝細胞栄
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養因子 (hepatocyte growth factor; HGF) の髄腔内投与による臨床試験も行われて

いる (55)。その他、セフトリアキソン (56)、ミノサイクリン (57)、メマンチン 

(58)、サリドマイド (59)、コエンザイム Q10 (60)、セレコキシブ (61)、ロフェコ

キシブ (61)、プラミペキソール (62) などが ALS モデル動物に対して生存期間

を延長することが報告され、一部は臨床試験まで実施されたが ALS 病態に対す

る有効性は明らかになっていない。 

GPNMB (SWISS-PROT accession number; Q14956) は、560 または 572 アミノ酸

からなる細胞膜 1 回貫通型糖タンパク質であり (63, 64) 骨格筋や網膜など幅広

い組織や臓器に発現している。GPNMB は 1995 年に悪性黒色腫細胞から発見さ

れ、オステオアクチビン (Osteoactivin)、dendritic cell-associated heparin sulfate 

proteoglycan-dependent integrin ligand (DC-HIL) 、 hematopoietic growth factor 

inducible neurokinin-1 (HGFIN) とも呼ばれている (64)。骨吸収 (65, 66) および骨

形成 (67, 68) を制御していることや、T 細胞活性化を制御していること (69, 70)、

肝細胞癌、膠芽腫、悪性黒色腫、乳癌など、種々の癌や肉腫に関与することが報

告されている (71-76)。薬効解析学研究室では、乳癌のヒト上皮成長因子受容体

2 (human epidermal growth factor receptor-2; HER-2) 陽性のサブタイプにおいて

GPNMB の発現が有意に高いことを報告しており、HER-2 シグナル経路とのク

ロストークが考えられる (77)。 

GPNMB は糖鎖修飾を受け、glycosylated GPNMB となり、様々な作用を示すこ

とが知られている (78)。細胞膜上の GPNMBは、ディスインテグリンや ADAM10 

(a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10)、ADAM12 などの

マトリックスメタロプロテアーゼ (matrix metalloproteinase; MMP) によってエク

トドメインシェディング (ectodomain shedding) と呼ばれる切断を受ける (79-

81)。シェディングによって形成された C 末端断片は、プレ mRNA スプライシン

グの調節などに関与する (82)。細胞外フラグメントは、fibroblast growth factors 
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Figure 3  Relationships among glycosylated GPNMB, non-glycosylated GPNMB, and the C-

terminal fragment of GPNMB. 

Non-glycosylated GPNMB is glycosilated and transport to the cell membrane. Glycosylated GPNMB 

is mature isoform, and cleaved by some kinds of matrix metalloproteinase (MMP). Cleaved N-terminal 

fragment is known to activate ERK1/2 and Akt pathway.  

 

(FGF) 受容体などを介して extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2) 経

路や v-akt murine thymoma viral oncogene/protein kinase B (Akt/PKB) 経路を活性化

する (83, 84)。また、薬効解析学研究室では Na+/K+-ATP アーゼに作用すること

を報告している (85) (Fig. 3)。 

薬効解析学研究室では GPNMB が中枢神経系の疾患に対しても保護作用を示

すことを報告した。例えば、モリス水迷路試験や新規物質探索試験などにより、

GPNMB の 脳 室 内 投 与 は 、 海 馬 の alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid (AMPA) 受容体サブユニットである glutamate receptor 1 

(GluR1) の発現を増加させ、記憶や学習能力を改善させた (84)。したがって、

GPNMB は高次脳機能研究の標的になると考えられる。また、栓子による中大脳

動脈閉塞 (middle cerebral artery occlusion) の後に栓子を除去する方法で惹起され
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た脳虚血再灌流障害において、GPNMB の発現が増加することが明らかになった 

(86)。さらに、GPNMB の過剰発現は、ERK1/2 経路や Akt 経路の活性化を介して

脳神経細胞死を抑制し、脳虚血再灌流障害による梗塞体積を減少させることを

明らかにした (86)。 

薬効解析学研究室で、野生型マウスと ALS モデルである SOD1G93A マウス脊

髄の DNA マイクロアレイを行ったところ、SOD1G93A マウスでは GPNMB の発

現が最も増加していることが明らかになった (87)。また、神経変性疾患でない

患者やアルツハイマー病、パーキンソン病患者と比較して、ALS 患者の血清や

脳脊髄液で、GPNMB の発現が増加することを報告しており、GPNMB が ALS 病

態と何らかの関係があることが示唆された (16)。さらに、GPNMB の過剰発現に

よって SOD1G93Aマウスの生存期間が延長することやローターロッド試験におけ

る運動機能が改善すること、GPNMB が ALS の in vitro モデルである SOD1G93A

誘発運動ニューロン死を抑制することも報告した (16)。したがって、GPNMB に

は ALS の発症や進行を抑制する作用があるのではないかと推察される。また、

薬効解析学研究室では、ALS 患者の腰髄灰白質で GPNMB の異常な凝集体が認

められることを明らかにした (16)。しかしながら GPNMB 凝集体がどこに局在

するか、どのような物質と結合しているかなどは明らかになっていない。また、

GPNMB と TDP-43 の関連についても、これまで検討されていない。 

ALS などの神経変性疾患は、脊髄における運動ニューロンの変性・脱落によ

って筋肉の萎縮が生じると考えられており、これまで脊髄運動ニューロンに対

する保護作用の研究が主流であった。しかしながら近年、筋肉の障害が脊髄にお

ける運動ニューロン障害より前に生じることが報告された (88)。筋肉の障害を

改善することは患者の QOL を改善するばかりでなく、疾患の発症や進行の抑制

につながると考えられることから、脊髄だけでなく神経筋接合部や筋肉など末

梢を標的にした研究を行うことは、有益だと考えられる。 
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本研究では、病態解明と治療薬の開発を目的として、第 1 章で ALS 患者脊髄

における GPNMB 凝集体が、腰髄、胸髄、頸髄のどこに認められるか検討した。

また、ニューロンやアストロサイトなど、どの細胞に局在しているのかを検討し

た。さらに、GPNMB 凝集体が TDP-43 と関連があるか検討するため、GPNMB

と TDP-43 の二重免疫染色を行った。第 2 章では、変異 TDP-43 誘発運動ニュー

ロン死に対する GPNMB の作用の検討を行った。また、ウエスタンブロット法

などを用いて GPNMB の作用機序の解明を行った。第 3 章では、SOD1G93Aマウ

スと GPNMB 過剰発現マウスのダブルトランスジェニックマウスを作製し、

SOD1G93Aマウスの骨格筋萎縮に対する GPNMB の作用の検討を行った。また、

GPNMB プラスミド DNA を骨格筋に投与する方法を用い、GPNMB が骨格筋に

直接作用するか否か検討した。 
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第 1 章 ALS 患者脊髄における GPNMB 凝集体の局在 

第 1 節  諸言 

TDP-43 は、ALS や FTLD などの疾患との関連が指摘されているタンパク質で

ある。TDP-43 は正常なニューロンでは主に核に存在しているが、ALS などの疾

患では細胞質中に凝集・蓄積し、核から消失することが知られており、ALS の

発症や病態の進行と密接な関係があると考えられている (39, 42, 46, 47, 89)。 

現在、ALS のモデルとしては、変異 SOD1 や変異 TDP-43 を運動ニューロンに

遺伝子導入した in vitro モデルや、ラットやマウスなどのげっ歯類に遺伝子導入

した in vivo モデルが汎用されている (16, 17, 31, 87, 90)。また、遺伝子導入が容

易であるなどの利点から、ゼブラフィッシュに変異 SOD1 や変異 TDP-43 を遺伝

子導入した in vivo モデルも使用されている (91)。変性性脊髄症 (degenerative 

myelopathy; DM) は、1973 年に報告されたイヌの疾患で、脊髄の変性により後肢

の麻痺が生じ、最終的には呼吸困難や嚥下困難に至る進行性の疾患である (92)。

ALSの症状との類似性が多い他、2009年にはDMを発症したイヌの多くに SOD1

変異がみられることが報告され、ALS のモデルとして有用である可能性が指摘

されている (93, 94)。また、2012 年にはカニクイザルに変異 TDP-43 を遺伝子導

入した in vivo モデルが報告された (95)。本モデルでは、従来の in vivo モデルで

は確認されていなかった、ニューロンにおける TDP-43 の異常な凝集体が認めら

れた。このように、ALS 病態により近いモデルが模索されてきたが、ヒトの ALS

病態を完全に再現することは難しく、未だ病因の解明や治療薬の開発には至っ

ていない。したがって患者サンプルを用いた研究を行う必要がある。 

序論で述べたように、薬効解析学研究室では GPNMB が ALS 患者の脊髄や血

清、脳脊髄液で発現上昇すること、GPNMB の過剰発現によって SOD1G93A マウ

スの生存期間が延長することなどを報告した (16)。また、ALS 患者の脊髄 (腰
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髄灰白質) で、GPNMB の異常な凝集体が見られることを明らかにした (16)。し

かしながら GPNMB 凝集体がどこに局在するか、どのような物質と結合してい

るかなどは明らかにされていない。 

そこで本章では、ALS 患者脊髄のサンプルを使用して、GPNMB 凝集体が腰

髄、胸髄、頸髄、また灰白質、白質のどこに多く生じるかを検討した。また、ALS

患者脊髄において GPNMB 凝集体がどのような細胞に局在しているかを明らか

にするために、GPNMB が GFAP (glial fibrillary acidic protein) 陽性アストロサイ

ト、Iba1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1) 陽性ミクログリア、MAP-2 

(microtubule-associated protein-2) 陽性ニューロン、SMI-32 (Neurofilament H non-

phosphorylated) 陽性ニューロンに局在するか検討した。さらに GPNMB が ALS

病態において TDP-43 と関連があるかを明らかにするために、GPNMB が TDP-

43 と共局在するかを検討した。 

 

第 2 節  実験材料および方法 

2-1 実験材料 

エタノール (ethanol)、クエン酸 (citric acid)、クエン酸ナトリウム (sodium 

citrate)、 rabbit anti-ionized calcium binding adaptor molecule-1 (Iba1) polyclonal 

antibody (#019-19741, Lot: JNK4031, RRID AB_839504) は Wako (Osaka, Japan)、キ

シレン (xylene)、塩化カリウム (potassium chloride; KCl)、塩化ナトリウム (sodium 

chloride; NaCl) は Kishida Chemical (Osaka, Japan)、リン酸二水素カリウム 

(potassium dihydrogenphosphate; KH2PO4)、リン酸水素二ナトリウム・十二水 

(sodium hydrogenphosphate 12-water; Na2HPO4・12H2O) は Nacalai Tesque (Kyoto, 

Japan)、Horse serum (#S-2000, Lot: ZA0414) は Vector Laboratories (Burlingame, CA, 

USA)、goat anti-human GPNMB polyclonal antibody (#AF2550, Lot: UYK0211021, 

RRID AB_416615) は R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA)、Alexa Fluor 546-
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conjugated donkey anti-goat IgG antibody (#A11056, Lot: 1495803, RRID AB_2534103)、

Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse IgG antibody (#A21204, Lot: 1366500, 

RRID AB_1500750)、Alexa Fluor 488-conjugated chicken anti-rabbit IgG antibody 

(#A21441, Lot: 1512053, RRID AB_2535859)、Hoechst 33342 (#H3570, Lot: 35598A) 

は Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)、mouse anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

monoclonal antibody (#MAB360, Lot: LV1718394, RRID AB_2109815)、mouse anti-

neurofilament H non-phosphorylated monoclonal antibody (SMI-32) (#NE1023, Lot: 

D00168792, RRID AB_2043449) は Millipore Corporation (Bedford, MA, USA)、

mouse anti-microtubule-associated protein 2 (MAP-2) monoclonal antibody (#ab11267; 

Lot: GR47700-9, RRID AB_297885) は Abcam (Cambridge, UK)、rabbit anti-TDP-43 

polyclonal antibody (#10782-2-AP, Lot: 5, RRID AB_615042) は Proteintech 

(Rosemont, IL, USA)、DAPI (#40043, Lot: 10D1005-69115) は Biotium (Hayward, CA, 

USA)、フルオロマウント (fluoromount) は Diagnostic BioSystems (Pleasanton, CA, 

USA) よりそれぞれ購入した。 

PBS (phosphate buffered saline) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O を

超純水 (MiliQ) に溶解し、調製した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 生命倫理 

本試験はヘルシンキ宣言 (http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/)

を遵守して実施した。本研究は新潟大学脳研究所で「病理解剖ならびに病理検

体保存とその使用に関する承諾」が得られている症例を用い、新潟大学医学部

倫理委員会の承認 (承認番号: 2428) および岐阜薬科大学生命倫理委員会の承

認 (承認番号: 岐阜市薬会第 353-1 号) を得た上で行った。患者に本試験の目的

を説明し、書面による同意 (インフォームドコンセント) を得た。患者自身が
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同意することができない場合は家族または親族からの同意を得た。本検討で使

用したのは、すべて剖検サンプルである。脊髄組織を摘出および切片の作製は

新潟大学脳研究所において行った。 

 

2-2-2  ALS 患者および対照患者の脊髄パラフィン組織切片作製 

改訂版 El Escorial 診断基準 (11) を満たした孤発性 ALS 患者 10 名 (年齢：

71.0 ± 2.4 歳) および対照非神経変性疾患患者 10 名 (年齢：69.8 ± 4.1 歳) につい

て検討を行った (Table 1)。死後 6 時間以内に脊髄を摘出し、約 4 週間、20%緩衝

ホルマリンに浸した。腰髄、胸髄、頸髄に切断した上でパラフィン包埋処理を行

い、切片作成までの間、新潟大学脳研究所において保管した。新潟大学脳研究所

で、厚さ 4 μm の冠状断面切片を作製し、MAS コーティング (親水性剥離防止

コーティング) されたスライドグラス (Matsunami Glass Ind. Ltd., Osaka, Japan) 

に載せた。作製した切片は、新潟大学脳研究所から岐阜薬科大学薬効解析学研究

室に輸送した後、免疫染色を行った。 

 

Table 1  Background of the patients with sporadic ALS and other diseases. 

Characteristic Control Sporadic ALS 

Patients (n) 10 10 

Male patients (n) 7 9 

Female patients (n) 3 1 

Age (years) 69.8 ± 4.1 71.0 ± 2.4 

Age data are presented as mean ± S.E.M. 

Spinal cord samples were acquired from 10 patients with sporadic ALS and 10 patients with other 

diseases. 
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2-2-3 患者脊髄の免疫染色 

 パラフィン切片をキシレン (15 分、3 回)、無水エタノール (10 秒、2 回)、99% 

エタノール (10 秒、2 回)、90% エタノール (10 秒、1 回)、70% エタノール (10

秒、1 回)、蒸留水 (10 秒) に浸すことで、脱パラフィンを行った。切片を pH 6.2

のクエン酸緩衝液 (クエン酸およびクエン酸ナトリウムを超純水に溶かして作

製) に浸して、120°C で 15 分オートクレーブを行うことで賦活化した。室温に

戻し、PBS で洗浄 (5 分、2 回) した。反応液の流出を防ぐために Super PAP pen 

(Daido sangyo, Saitama, Japan) にて切片の周囲を囲んだ。PBS で洗浄 (5 分、1 回) 

した後、10% Horse serum (室温、1 時間) を反応させることにより、ブロッキン

グを行った。PBS で洗浄 (5 分、2 回) した後、一次抗体として goat anti-human 

GPNMB polyclonal antibody (1/20、4°C、一晩) を反応させた。PBS で洗浄 (5 分、

2 回) した後、二次抗体として Alexa Fluor 546-conjugated donkey anti-goat IgG 

antibody (1/1,000、室温、1 時間) を反応させた。PBS で洗浄 (5 分、3 回) した

後、一次抗体として mouse anti-GFAP monoclonal antibody (1/1,000、室温、1 時間) 

または rabbit anti-Iba1 polyclonal antibody (1/500、室温、1 時間) または anti-MAP-

2 monoclonal antibody (1/500、室温、1 時間) または mouse anti-SMI-32 monoclonal 

antibody (1/1,000、室温、1 時間) または rabbit anti-TDP-43 polyclonal antibody (1/100、

室温、1 時間) を反応させた。PBS で洗浄 (5 分、2 回) した後、二次抗体として

Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse IgG antibody (1/1,000、室温、1 時間) 

または Alexa Fluor 488-conjugated chicken anti-rabbit IgG antibody (1/1,000、室温、

1 時間) を反応させた。PBS で洗浄 (5 分、3 回) した後、DAPI (1/1,000、室温、

30 分) または Hoechst33342 (1/5,000、室温、30 分) 反応させることで核を染色し

た。PBS で洗浄 (5 分、3 回) した後、フルオロマウントで封入した。すべての

手順を遮光条件下にて行った。撮影は主に IX50 倒立顕微鏡 (Olympus, Tokyo, 

Japan) と高感度冷却 charge coupled device (CCD) カメラ (DP30BW, Olympus) を
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用いて行った。Iba1 の検討では BZ-X700 fluorescence microscope (Keyence, Osaka, 

Japan) を用いて撮影した。脊髄前角および後角それぞれにおいて、腰髄、胸髄、

頸髄の灰白質と白質を撮影した。 

 

2-2-4 GPNMB 凝集体数の定量 

 ALS 患者および対照疾患患者の腰髄、胸髄、頸髄それぞれにおいて、Fig. 4 の

赤い四角で示した部位 (前角および後角の灰白質と白質) を IX50 倒立顕微鏡 

(Olympus) および高感度冷却カメラ (DP30BW, Olympus) を用いて 200 倍の倍率

で撮影した。解析ソフト Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/) を用いて、盲検下で

GPNMB凝集体数を数えた。ニューロンの細胞体に存在するもの (Fig. 5の矢印)、

ニューロンの細胞体外に存在するもの (Fig. 5 の矢じり)、それらの合計について

定量を行った。各患者について 2 枚の画像を定量し、それらの平均を算出した。 

 

Figure 4  Illustration of the position we evaluated in this study. 

Left is an illustration of the spinal cord. We evaluated the lumbar, thoracic, and cervical spinal cord. 

Right is a sectional view, and red squares show the analyzed regions. Anterior horn of the gray matter 

and the white matter were mainly evaluated. 

 

2-2-5 GPNMB 凝集体数が MAP-2 と共局在した割合の定量 

 MAP-2抗体で染色されたニューロン (緑色) とGPNMB凝集体 (赤色) とがマ

ージした (黄色) 割合を、解析ソフト Image J を用いて盲検下で定量した。各患

者について 2 枚の画像を定量し、それらの平均を算出した。 
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2-2-6 統計学的解析 

実験成績は平均値±標準誤差 (S.E.M.) で示した。統計学的な比較は、Student’s 

t-test (JSTAT for windows; Vector, Tokyo, Japan) により行った。危険率が 5%未満の

場合を有意差有りとした。 

 

第 3 節  実験成績 

3-1 ALS 患者脊髄における GPNMB 凝集体の局在の検討 

 ALS患者脊髄においてGPNMB凝集体が増加するか否か、また増加する場合、

脊髄のどの部位においてGPNMB凝集体が増加するのかを明らかにするために、

腰髄、胸髄、頸髄それぞれの前角および後角の灰白質と白質において、GPNMB

抗体を用いて免疫染色を行った。ニューロンの細胞体内に存在する比較的大き

な GPNMB 凝集体 (矢印) は、対照患者と比較して ALS 患者の腰髄、胸髄、頸

髄の前角の灰白質において有意に増加していた (n = 10; ALS lumbar p = 0.023, 

ALS thoracic p = 0.049, ALS cervical p = 0.007, versus control)。ALS 患者の腰髄、頸

髄前角の灰白質において、ニューロンの細胞体外に存在する比較的小さな

GPNMB 凝集体 (矢じり) が有意に増加していた (n = 10; ALS lumbar p = 0.009, 

ALS thoracic p = 0.051, ALS cervical p = 0.009, versus control)。全 GPNMB 凝集体

は、ALS 患者の腰髄、胸髄、頸髄の前角の灰白質において有意に増加していた 

(n = 10; ALS lumbar p = 0.006, ALS thoracic p = 0.045, ALS cervical p = 0.005, versus 

control) (Fig. 5)。GPNMB 凝集体数は、腰髄、胸髄、頸髄それぞれにおいて、後

角の灰白質 (n = 10; ALS lumbar p = 0.001, ALS thoracic p < 0.001, ALS cervical p < 

0.001, versus control)、前角の灰白質 (n = 10; ALS lumbar p = 0.045, ALS thoracic p 

= 0.013, ALS cervical p = 0.136, versus control)、後角の白質 (n = 10; ALS lumbar p = 

0.044, ALS thoracic p = 0.002, ALS cervical p = 0.019, versus control) で有意に増加

していた (Fig. 6)。GPNMB 凝集体数は白質と比較して灰白質で多かった。 
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Figure 5  GPNMB aggregates in anterior horn of the gray matter of the spinal cord of ALS 

patients. 

(A) Representative images of immunostaining using anti-human GPNMB antibody. The upper images 

represent the results of control patients and the lower images represent the results of sporadic ALS 

patients in the gray matter of anterior horn in the lumbar, thoracic, and cervical spinal cord. Arrows 

show the GPNMB aggregates in the neuronal cell body, and arrowheads show the GPNMB aggregates 

outside of the neuronal cell body. Scale bar = 50 μm. (B) Quantitative data of the number of GPNMB 

aggregates in anterior horn of the gray matter of the spinal cord. From the left, quantitative data of the 

number of GPNMB aggregates in the neuronal cell body, outside of the neuronal cell body, and total. 

Values represent the mean ± S.E.M. (n = 10). *p < 0.05, **p < 0.01 versus control patients group 

(Student’s t-test). 



19 

 

 

Figure 6  GPNMB aggregates in the spinal cord of ALS patients. 

(A-C) Left shows the representative images of immunostaining of GPNMB in the lumbar, thoracic, 

and cervical spinal cord. Right shows the quantitative data of the number of GPNMB aggregates. 

Arrowheads show the GPNMB aggregates. The number of GPNMB aggregates in posterior horn of 

the gray matter (A), anterior horn of the white matter (B), and posterior horn of the white matter (C) 

were evaluated. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 10). *p < 0.05, **p < 0.01 versus control 

patients group (Student’s t-test). 
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3-2  ALS 患者脊髄における GPNMB と GFAP の共局在の検討 

 GFAP はアストロサイトにおいて高発現するタンパク質であり、ALS の脊髄で

は増加することが知られている (96-98)。本検討でも対照患者脊髄と比較して

ALS 患者で GFAP 陽性アストロサイトの増加が確認された (Fig. 7, 8)。ALS 患者

脊髄で増加した GPNMB 凝集体が GFAP 陽性アストロサイトに局在しているか

を検討するために、二重免疫染色を行った。GPNMB 凝集体は灰白質 (Fig. 7) と

白質 (Fig. 8) のいずれにおいても GFAP 陽性アストロサイトには局在していな

かった。 
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Figure 7  Double-immunostaining of GPNMB and GFAP in gray matter of the spinal cord of 

ALS patients. 

(A-C) Representative images of double-immunostaining using anti-human GPNMB antibody (red), 

anti-GFAP antibody (green), and Hoechst 33342 (blue) in the gray matter of the spinal cord. (A) The 

lumbar cord, (B) thoracic cord, and (C) the cervical cord were evaluated, respectively. Right images 

are magnified images of each square of the ALS patients. Arrowheads represent GPNMB aggregates. 

Scale bar = 50 μm. 
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Figure 8  Double-immunostaining of GPNMB and GFAP in white matter of the spinal cord of 

ALS patients. 

(A-C) Representative images of double-immunostaining using anti-human GPNMB antibody (red), 

anti-GFAP antibody (green), and Hoechst 33342 (blue) in the white matter of the spinal cord. (A) The 

lumbar cord, (B) thoracic cord, and (C) cervical cord were evaluated, respectively. Right images are 

magnified images of each square of the ALS patients. Arrowheads represent GPNMB aggregates. 

Scale bar = 50 μm. 
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3-3  ALS 患者脊髄における GPNMB と Iba1 の共局在の検討 

 Iba1 抗体はミクログリアやマクロファージに対して反応性を示す。腰髄、胸

髄、頸髄において、Iba1 抗体と GPNMB 抗体を用いた二重免疫染色を行った。

GPNMB 凝集体は灰白質 (Fig. 9A)、白質 (Fig. 9B) のいずれにおいても Iba1 陽

性ミクログリアには局在していなかった。 
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Figure 9  Double-immunostaining of GPNMB and Iba1 in the spinal cord of ALS patients. 

(A-C) Representative images of double-immunostaining using anti-human GPNMB antibody (red), 

anti-Iba1 antibody (green), and Hoechst 33342 (blue), in the gray matter (A) and the white matter (B) 

of the spinal cord. Arrowheads represent GPNMB aggregates. Scale bar = 50 μm. 
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3-4  ALS 患者脊髄における GPNMB と MAP-2 および SMI-32 の共局在の検討 

 GPNMB がニューロンに局在するかを検討するために、ニューロンのマーカー

である MAP-2 および SMI-32 と GPNMB の二重免疫染色を行った。MAP-2 はニ

ューロンの細胞体や樹状突起に発現する。大部分の GPNMB 凝集体は腰髄、胸

髄、頸髄の灰白質において MAP-2 と共局在していた (Fig. 10A-D)。SMI-32 はニ

ューロンの細胞体や樹状突起、また一部の軸索に発現する。大部分の GPNMB 凝

集体は腰髄、胸髄、頸髄の灰白質において SMI-32 と共局在していた (Fig. 11A)。

GPNMB 凝集体は細胞体だけでなく、SMI-32 陽性ニューロンの軸索 (矢印) にお

いても局在していた (Fig. 11A)。形態やその大きさからして、GPNMB 凝集体は

運動ニューロンを含むニューロンに局在していた。MAP-2 や SMI-32 は脊髄白質

では検出されなかった (Fig. 10E, 11B)。 
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Figure 10  Double-immunostaining of GPNMB and MAP-2 in the spinal cord of ALS patients. 

(A-C) Representative images of double-immunostaining using anti-human GPNMB antibody (red), 

anti-MAP-2 antibody (green), and Hoechst 33342 (blue) in the gray matter of the spinal cord. (A) Gray 

matter of the lumbar cord, (B) thoracic cord, and (C) cervical cord were evaluated, respectively. (D) 

Quantitative data of the percentage of GPNMB aggregates which were co-localized with MAP-2. (E) 

Representative images of double-immunostaining in the white matter of the spinal cord. Scale bar = 

50 μm. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 10). 
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Figure 11  Double-immunostaining of GPNMB and SMI-32 in the spinal cord of ALS patients. 

(A) Representative images of double-immunostaining using anti-human GPNMB antibody (red), anti-

SMI-32 antibody (green), and DAPI (blue) in the gray matter, and (B) in the white matter of the spinal 

cord, respectively. The arrow represents GPNMB aggregates observed in axon of motor neuron in 

ALS patients. Scale bar = 50 μm. 
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3-5  ALS 患者脊髄における GPNMB と TDP-43 の共局在の検討 

 TDP-43 は正常なニューロンでは主に核に局在しているが、ALS や FTLD など

の疾患で変性したニューロンでは TDP-43 が細胞質において凝集体を形成し、核

から消失することが知られている。GPNMB 凝集体がニューロンに局在していた

ことから (Fig. 10, 11)、GPNMB 凝集体は TDP-43 との関連性を検討するために、

GPNMBと TDP-43の二重免疫染色を行った。細胞の形態や大きさから判断して、

TDP-43 は運動ニューロンに局在していた (Fig. 12)。対照疾患患者の腰髄灰白質

で TDP-43 はニューロンの核に局在していたが、ALS 患者では核から消失し、細

胞質において凝集体を形成していた。また、TDP-43 陽性凝集体は、GPNMB と

共局在していた (Fig. 12)。ALS の病理組織的な特徴として、ブニナ小体 (好酸性

の小さな細胞質内封入体)、ユビキチン陽性封入体、スケイン様封入体 (線維状

の細胞質内封入体) などがある。矢印で示すように、GPNMB が高発現した運動

ニューロンにおいて、スケイン様封入体が観察された (Fig. 12)。 
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Figure 12  Double-immunostaining of GPNMB and TDP-43 in the spinal cord of ALS patients. 

Representative images of double-immunostaining using anti-human GPNMB antibody (red), and anti-

TDP-43 antibody (green) in anterior horn of the gray matter of the lumbar spinal cord. The upper 

image represents results of control patient, and the middle and lower images represent results of 

sporadic ALS patients. The arrow represents skein-like inclusion observed in ALS patients. Scale bar 

= 50 μm. 

 

第 4 節 考察 

 対照患者と比較して、ALS 患者の腰髄、胸髄および頸髄において GPNMB 凝

集体が増加していた。また GPNMB 凝集体の増加は前角、後角のいずれにおい
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ても、また灰白質、白質のいずれにおいても認められた (Fig. 5, 6)。したがって、

GPNMB 凝集体は、ALS 患者脊髄の全体で広範に増加していることが示された。 

 薬効解析学研究室では、SOD1G93A マウスの脊髄において増加した GPNMB は

Neu-N 陽性ニューロンや GFAP 陽性アストロサイトに局在しているが、Iba1 陽

性ミクログリアには局在しないことを明らかにしている (16)。ALS 患者脊髄に

おける GPNMB 凝集体は GFAP 陽性アストロサイトや Iba1 陽性ミクログリアに

は局在していなかった (Fig. 7-9)。GPNMB 凝集体は MAP-2 陽性ニューロンに局

在していた (Fig. 10)。SMI-32 は脊髄の切片や培養した脊髄ニューロンにおいて

運動ニューロンを染めるとの報告がある (99, 100)。GPNMB 凝集体は SMI-32 陽

性運動ニューロンに局在していた。また、GPNMB 凝集体は SMI-32 陽性ニュー

ロンの細胞体だけではなく軸索にも局在していた (Fig. 11)。したがって、ALS 患

者脊髄における GPNMB 凝集体は、アストロサイトやミクログリアには局在せ

ず、運動ニューロンをはじめとしたニューロンの細胞体や軸索に局在している

ことが示された。 

 GPNMB 凝集体は灰白質だけではなく白質でも増加していた (Fig. 6)。灰白質

同様、GFAP 陽性アストロサイトや Iba1 陽性ミクログリアとは共局在していな

かった (Fig. 7-9)。GPNMB は一回膜貫通型糖タンパク質であるが、ADAM10 や

ADAM12 などによってシェディングを受けることが知られている (79-81)。薬効

解析学研究室では ALS 患者の血清や脳脊髄液中においても GPNMB の発現が増

加することを報告している (16)。したがって切断を受け、分泌された GPNMB の

断片が凝集体を形成している可能性もある。いずれにせよ、白質における

GPNMB の局在については本検討では明らかになっていない。 

 GPNMB は SOD1G93Aマウス脊髄では GFAP と共局在していたが (16)、ALS 患

者脊髄では共局在していなかった (Fig. 7, 8)。GPNMB の発現様式も孤発性 ALS

患者と SOD1G93A マウスでは異なっており、ALS 患者脊髄で認められたような
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GPNMB の凝集体は SOD1G93Aマウスでは認められていない (16)。その理由とし

て、まずヒトとマウス間の種差が考えられる。2 つ目の理由としては、家族性 ALS

と孤発性 ALS の違いが考えられる。SOD1G93Aマウスではニューロンの進行性の

変性や脱落が認められ、ALS の病態をよく再現していることから家族性 ALS の

in vivo モデルとして汎用されている (16)。孤発性 ALS では TDP-43 の異常が関

与する可能性が指摘されているが (43-45)、SOD1 関連家族性 ALS 患者の脊髄で

は TDP-43 の異常が認められないことが報告されている (101)。変異 SOD1 過剰

発現マウスで TDP-43 の異常が認められたとする報告もあるが (102)、SOD1G93A

マウスや SOD1G37Rマウス、SOD1G85Rマウスの脊髄では TDP-43 の異常が認めら

れないとの報告もあり (103)、見解が分かれている。 

 GPNMB はタンパク質との結合サイトがあることが知られている (104-106)。

シェディングによって生じたGPNMBのC末端断片は、RNA結合蛋白質 hnRNP1

に結合することが報告されている (82)。また、hnRNP1 は本来核に局在し、その

一部は TDP-43 と結合しているが、ALS では細胞質に移行して蓄積することが

知られている (107, 108)。TDP-43 は ALS や FTLD などの変性したニューロンで

は核から消失し、細胞質や軸索において凝集体を形成することが知られている 

(39, 47, 89, 109)。GPNMB 凝集体が ALS 患者脊髄のニューロンの細胞体や軸索

に局在していたことから (Fig. 10, 11)、GPNMB は TDP-43 と関連があるのでは

ないか仮説を立てた。二重疫染色を行ったところ、ALS 患者腰髄において

GPNMB は TDP-43 と共局在していた (Fig. 12)。ALS の病理組織的な特徴とし

て、ブニナ小体、ユビキチン陽性封入体、スケイン様封入体などがある (3, 110)。

ALS 患者腰髄における GPNMB が高発現した運動ニューロンで、スケイン様封

入体が認められた (Fig. 12)。したがって、GPNMB と TDP-43 との間には何らか

の関連があることが示唆された。 

薬効解析学研究室では GPNMB が SOD1G93A マウスの生存期間を延長し、
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SOD1G93A誘発運動ニューロン死を抑制することを明らかにしている (16)。した

がって、GPNMB は TDP-43 による細胞毒性を抑制するために、TDP-43 陽性の

細胞質内封入体と結合した可能性がある (Fig. 13)。 

 

Figure 13  Illustration of the phenomenon in the neurons of ALS patients. 

Green dots represent TDP-43 and red dots represent GPNMB. TDP-43 is mainly located in the nucleus 

in normal neurons. In degenerated neurons in ALS, TDP-43 aggregates are observed in the cytosol 

and axon, and is no longer apparent in the nucleus. TDP-43 aggregates in cytosol are co-localized with 

GPNMB. 

 

以上、本章では ALS 患者の腰髄、胸髄、頸髄において GPNMB 凝集体が増加

することが明らかになった。また、GPNMB 凝集体は GFAP 陽性アストロサイト

や Iba1 陽性ミクログリアには局在せず、MAP-2 陽性ニューロンや SMI-32 陽性

ニューロンに局在することが明らかになった。さらに、ALS 患者における

GPNMB 凝集体は TDP-43 と関連があることが示唆された。 
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第 2 章 変異 TDP-43 誘発運動ニューロン死に対する GPNMB の 

作用 

第 1 節  諸言 

 前述のように、TDP-43 は ALS 患者において変異が見られることが知られて

おり、核から消失して細胞質に凝集体を形成することが知られている (39, 47)。

第 1 章において、ALS 患者脊髄において、GPNMB が TDP-43 と共局在すること

を明らかにし、ALS 病態において GPNMB と TDP-43 には関連があることが示

唆された。また、薬効解析学研究室では、GPNMB が変異 SOD1 過剰発現マウス

や in vitro モデルにおいて、保護作用を示すことを報告しており (16)、GPNMB

は変異 TDP-43 誘発の運動ニューロン障害に対しても保護作用を示すのではな

いかと仮説を立てた。 

変異 SOD1 を過剰発現させた細胞やげっ歯類は、ALS 病態と類似した症状を

示すため、ALS のモデルとして広く用いられているが (16, 17, 31, 87, 90)、ALS

患者で認められる TDP-43 陽性封入体やブニナ小体が認められないなど、その病

態は孤発性 ALS と必ずしも一致しない。また、孤発性 ALS 患者や変異 SOD1 を

伴わない家族性 ALS 患者では TDP-43 陽性封入体が認められた反面、変異 SOD1

を有する家族性 ALS 患者では TDP-43 陽性封入体が認められなかったとする報

告もあり (101)、SOD1 遺伝子の変異がすべての ALS 病態を反映しているとは言

い切れない。また、SOD1 遺伝子の変異が起こるのは、家族性 ALS 患者のおよ

そ 20% (ALS 患者全体の 2-3%) にすぎない。したがって、変異 TDP-43 誘発 ALS

モデルに対しても、GPNMB の保護作用を示すことが明らかになれば、家族性

ALS だけでなく孤発性 ALS に対しても有効であることが示され、ALS 治療に対

する GPNMB の有用性の幅が広がると考えられる。 

In vitro における ALS 病態モデルとして、最も広く使われているものに ALS モ



34 

 

デルマウス脊髄由来初代培養運動ニューロン細胞がある。生体内における細胞

の機能を多く保持しているため、細胞機能を再現できる実験系である。しかし、

運動ニューロンに分化するまでに数日間かかる点や、連続的に継代を行うこと

ができないという欠点がある。これらの問題を解決するために作製されたのが、

マウス胎児脊髄運動ニューロンと神経芽細胞腫のハイブリッド細胞である

neuroblastoma-spinal cord-34 (NSC-34) 細胞である (Fig. 14)。この細胞はコリンア

セチルトランスフェラーゼ (choline acetyltransferase) を発現している点やアセ

チルコリン (acetylcholine) を合成、貯蔵でき

るなど運動ニューロンとしての特徴を持っ

ており、現在 ALS 研究において広く用いら

れている (111, 112)。 

NSC-34 細胞における TDP-43 の人為的な

過剰発現が 2010 年に初めて報告され、その

後も何報か報告された (113-117)。TDP-43 を

過剰発現させた NSC-34 細胞では、細胞質に

おける TDP-43 の異常な凝集体が認められる 

(113, 118)。NSC-34 細胞では、マウス由来ニューロンである Neuro2a 細胞やヒト

線維芽細胞である HEK293T 細胞などと比較して、変異 TDP-43 を過剰発現させ

た場合のアポトーシス細胞死が有意に多いことが報告されている (116)。 

そこで本章では、NSC-34 細胞に変異 TDP-43 を遺伝子導入し、変異 TDP-43 誘

発運動ニューロン死に対する GPNMB の作用を検討した。また、ウエスタンブ

ロット法を用いて作用機序の検討を行った。 

 

第 2 節  実験材料および方法 

2-1 実験材料 

20 µm 

Figure 14  NSC-34 cells. 

Bright field image of NSC-34 cells taken 

by IX70 fluorescence microscope. 
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コンピテントセル (ECOS™ Competent E. coli DH5α) は Nippon Gene (Tokyo, 

Japan)、Pure YieldTM Plasmid Midiprep System は Promega (Madison, WI, USA)、ア

ンピシリン (Ampicillin)、Lysogeny broth (LB) 培地、2-プロパノール (2-propanol)、

エタノール (ethanol)、塩酸 (hydrogen chloride; HCl)、デオキシコール酸ナトリウ

ム (Sodium deoxycholate)、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル 

[sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel]、ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)、

2-メルカプトエタノール含有 4×sample buffer solution、ImmunoStar® LD、メタノ

ール  (methanol)、 6-アミノヘキサン酸  (6-aminohexanoic acid) は Wako、

Lipofectamine 2000 Reagent、Opti-MEM I Reduced-Serum Medium (Opti-MEM)、

propidium iodide (PI; #P3566, Lot: 1126449)、Hoechst 33342 (#H3570, Lot: 35598A) 

は Invitrogen、ウシ胎仔血清 (fetal bovine serum:  FBS) は Valeant (Costa Mesa, CA, 

USA)、ペニシリン (penicillin)、ストレプトマイシン (streptomycin) は Meiji Seika 

(Tokyo, Japan)、Dulbeco’s modified Eagles’s medium (DMEM) high glucose、トリプ

シン (trypsin)、Tris-HCl (pH 8.0)、Igepal CA-630、protease inhibitor cocktail (#P8340)、

phosphatase inhibitor cocktail II (#P2850)、phosphatase inhibitor cocktail III (#P5726)、

は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)、Cellmatrix Type III は Nitta Gelatin (Osaka, 

Japan)、リン酸二水素カリウム (potassium dihydrogenphosphate; KH2PO4)、リン酸

水素二ナトリウム・十二水 (sodium hydrogenphosphate 12-water; Na2HPO4・12H2O) 

は Nacalai Tesque、塩化カリウム  (potassium chloride; KCl)、塩化ナトリウム 

(sodium chloride; NaCl) は Kishida Chemical、Blocking One-P、グリシン (glycine)、

Can Get Signal 1、Can Get Signal 2 は Toyobo (Osaka, Japan)、Tween 20 Solution 

(Tween)、トリス (Tris) 、Precision Plus ProteinTM Standards は Bio-Rad Laboratories 

(Hercules, CA, USA)、goat anti-mouse GPNMB polyclonal antibody (#AF2330, Lot 

ULH0211101, RRID AB_2112934) は R&D Systems Inc. 、 rabbit anti-GAPDH 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) monoclonal antibody (#2118S, Lot 8, 
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RRID AB_10698756)、rabbit anti-extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2) 

polyclonal antibody (#9102S, Lot 23, RRID AB_10695746), rabbit anti-p-ERK1/2 

monoclonal antibody (#4377S, Lot 10, RRID AB_331775), rabbit anti-protein kinase B 

(Akt) polyclonal antibody (#9272S, Lot 24, RRID AB_10699016), rabbit anti-p-Akt 

(S473) monoclonal antibody (#4058S, Lot 30, RRID AB_331168) は Cell Signaling 

Technology (Danvers, MA, USA)、 rabbit anti-goat IgGs conjugated to horseradish 

peroxidase (HRP) antibody (Cat# 31402, Lot IK1099845, RRID AB_228395)、goat anti-

rabbit IgGs conjugated to HRP antibody (Cat# 32460, Lot OB183336, RRID 

AB_1185567) は Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)、マウス脊髄ニュー

ロン由来細胞株 (NSC-34 細胞) は Cellutions (Tront, ON, Canada) よりそれぞれ

購入した。 

PBS (phosphate buffered saline) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O を

超純水 (MiliQ) に溶解し、調製した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 TDP-43 発現プラスミド DNA 

空ベクター (Mock)、マウス TDP-43WTプラスミド、マウス TDP-43M337Vプラス

ミド、マウス TDP-43A315Tプラスミドは、元 名古屋大学大学院医学系研究科 神

経内科学 祖父江元 教授 (現 名古屋大学大学院医学系研究科 神経変性・認知症

制御研究部 特任教授) より恵与されたものを使用した。TDP-43 cDNA を PCR

法にて増幅し、 Gateway LR Clonase II enzyme mix (Invitrogen) を用いて

pcDNA6.2/N-EmGFP-DESTベクターに組み込んでおり、Enhanced green fluorescent 

protein (GFP) を発現する (113)。各プラスミドを用いた大腸菌 DH5α 株の形質転

換や培養、NSC-34 細胞への遺伝子導入などは、岐阜薬科大学生命倫理・バイオ

セーフティー委員会に遺伝子組み換え実験申請を行い、承認 (承認番号: 平 24-
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3) を得た上で行った。 

 

2-2-1 TDP-43 プラスミド DNA の増幅 

コンピテントセル (ECOS™ Competent E. coli DH5α) へのプラスミド DNA の

導入には、高効率迅速形質転換法を用いた。氷上でコンピテントセルを融解した

後、直ちにプラスミド DNA を添加し、1 秒間ボルテックスで撹拌した。氷上で

5 分間インキュベートした後、アルミニウムブロックバスを用いて、42°C で 45

秒間インキュベートし、直ちにボルテックスで 1 秒間撹拌した。その後、全量を

アンピシリン 100 mg/mL を含む LB 培地 (寒天培地) に均一に塗布した。37°C で

12-16時間インキュベートした後、形成されたコロニーの 1つをピックアップし、

15 mL チューブに入れた 5 mL の液体 LB 培地 (アンピシリン 100 mg/mL 含有) 

に入れ、37°C で一晩振とう培養した。これを 1 mL とり、三角フラスコに入れた

40 mL の液体 LB 培地 (アンピシリン含有) に添加して、37°C で一晩振とう培養

し、十分に増殖させた。 

 

2-2-2 TDP-43 プラスミド DNA の抽出 

プラスミド DNA 抽出キット (Pure YieldTM Plasmid Midiprep System) を用いて

抽出を行った。2-2-1 の方法で作製した大腸菌の培養液を 10,000 × g、10 分間遠

心し、菌体を沈殿させた。上清を捨てた後、Cell Resuspension Solution を 3 mL 添

加し、大腸菌を懸濁した。その後、Cell Lysis Solution を 3 mL添加し、転倒混和

後、室温で 3 分間インキュベートした。Neutralization Solution を 5 mL添加し、

室温で 3 分間インキュベートした。これを、Pure YieldTM Clearing Column を挿入

した 50 mLチューブに注ぎ、2 分間インキュベートした後、1,500 × g、5 分間遠

心した。ろ液を Pure YieldTM Binding Column を挿入した 50 mLチューブに注ぎ、

1,500 × g、3 分間遠心した。2-プロパノールを添加した Endotoxin Removal Wash
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を 5 mL 注ぎ、1,500 × g、3 分間遠心した。さらに、エタノールを添加した Column 

Wash Solution を 20 mL 注ぎ、1,500 × g、5 分間遠心した。Pure YieldTM Binding 

Column を新しい 50 mLチューブに付け替え、600 μL の Nuclease-Free Water を加

え、1,500 × g、5 分間遠心した。溶出したプラスミド DNA の濃度は、NanoVue 

Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) で分光測定し求めた。PBS

で適切な濃度に希釈し使用した。 

 

2-2-3 NSC-34 細胞の培養 

NSC-34 細胞は、10% FBS、100 U/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL ストレプト

マイシンを添加した DMEM high glucose を用いて、37ºC、5% CO2中にて培養し

た。また、3-4 日ごとにトリプシン処理による継代を行った。 

 

2-2-4 NSC-34 細胞への変異 TDP-43 遺伝子導入 

Cellmatrix Type III に 10 倍量の pH 3 の塩酸溶液を加えて調製した液を、96 well

プレートでは 100 µL/well、12 well プレートでは 1 mL/well ずつ添加した後に吸

い出し、30 分程度乾燥させた後、PBS で洗浄することで、プレートのコラーゲ

ンコーティングを行った。NSC-34 細胞は、96 well プレートでは 7,000 細胞/well 

(100 µL)、12 well プレートでは 70,000 細胞/well (1 mL) になるように、抗生物質

不含有の 10% FBS 含有 DMEM high glucose を用いて播種し、37ºC、5% CO2の

条件下で 24 時間培養した。96 well プレートでは、各 well 0.2 µg の Mock、TDP-

43WT、TDP-43A315T、または TDP-43M337V ベクターを Opti-MEM に溶かしたもの

と、各 well 0.5 µLの Lipofectamine 2000 Reagent を Opti-MEM に溶かしたものを

混合して各 well 50 µLになるように調製し、添加した。12 well プレートでは、

各 well 1.6 µg のベクターを Opti-MEM に溶かしたものと、各 well 4 µL の

Lipofectamine 2000 Reagent を Opti-MEM に溶かしたものを混合して各 well 200 
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µLになるように調製し、添加した。遺伝子導入の 6 時間後に抗生物質含有培地

に交換し、42 時間後 (遺伝子導入の 48 時間後) に各試験に用いた。 

 

2-2-5 遺伝子導入の確認 

 2-2-4 に記載した手順で、12 well プレートに播種した NSC-34 細胞に、EGFP

標識された Mock、TDP-43WT、TDP-43A315T、TDP-43M337Vを遺伝子導入した 48 時

間後に、BZ-9000 HS オールインワン蛍光顕微鏡 (Keyence) を用いて EGFP の蛍

光を観察することで、遺伝子導入されていることを確認した (Fig. 15)。遺伝子導

入を行わなかった細胞を Negative control とした。 

 

2-2-6 ウエスタンブロット解析 

2-2-6-1 タンパク質抽出 

2-2-4 に記載した手順で、12 well プレートに播種した NSC-34 細胞に遺伝子導

入した 48 時間後に、PBS で 1 回洗浄した。その直後、または 48 時間後に、RIPA 

buffer (50 mM tris-HCl、150 mM NaCl、0.5% Sodium deoxycholate、0.1% SDS、1% 

Igepal CA-630) に protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail II および

III をそれぞれ 100:1 の割合で混合した液を、各 well 50 µL 添加し、細胞をピペ

ットの先端でかきとって 1.5 mL チューブに入れ、ボルテックス (Scientific 

Industries, Bohemia, NY, USA) にて撹拌した。 

 

2-2-6-2 タンパク質定量 

タンパク質定量は BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて行っ

た。標準曲線の作製のためのサンプルとして、0、25、125、250、500、750、

1,000、1,500 および 2,000 g/mL の濃度に調製した牛血清アルブミン (bovine 

serum albumin; BSA) を用いた。それぞれのタンパク質抽出液は、RIPA buffer
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で 10 倍希釈して、96 well プレートに 10 μL ずつ入れた。Thermo Pierce BCA 

protein Assay Reagent A液とB液を 50:1で混合して作製したWorking reagent

を各 well 200 μL ずつ添加し、37°C に温めたアルミニウムブロックバス (Scinics 

Co. Ltd., Tokyo, Japan) 上で 30 分間反応させた。その後、マルチスペクトロマ

イクロプレートリーダ (Varioskan Flash; Thermo Fisher Scientific) を用いて

測定波長 570 nm (参照波長 660 nm) の吸光度を測定した。タンパク質濃度は、

protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail II および III をそ

れぞれ 100:1 の割合で混合した RIPA buffer および 20% 2-メルカプトエタノール

含有 4×sample buffer solution を用いて 5 μg/10 μL とした。調製後のサンプルは、

電気泳動まで-80°C に保存した。 

 

2-2-6-3 電気泳動および転写 

サンプルを-80°C から取り出し、室温に戻した。100°C の熱湯で 5 分間煮沸し

た後、室温にて 16,000 × g、3 分間遠心した。SDS polyacrylamide gel (Super Sep 5-

20%) を泳動装置にセットし、容器に running buffer (25 mM tris、192 mM glycine、

0.1% SDS) を入れ、ゲルを取り付けた泳動装置を浸した。泳動装置の中にも

running buffer を入れた。サンプルは各 well 10 µLずつアプライした。分子量マー

カー (Precision Plus ProteinTM Standards) は、サンプルの両端に 4 µLまたは 2 μL

アプライした。その後、ゲル 1 枚当たり 20 mA で 120 分間泳動した。泳動後、

ゲルを cathode buffer (25 mM tris、40 mM 6-aminohexanoic acid、20% methanol) に

10 分間浸した。転写膜 (Immobilon P, Millipore, Billerica, MA, USA) は、メタノー

ルに 30 秒間浸し、milliQ に 15 分間浸した。その後、anode buffer 2 (25 mM tris、

20% methanol) に 15 分間以上浸した。陽極側から、anode buffer 1 (0.3 M tris、20% 

methanol) に浸したろ紙、anode buffer 2 に浸したろ紙、転写膜、ゲル、cathode buffer

に浸したろ紙 (2 枚) の順に組み、膜 1 枚当たり 100 mA で 45 分間転写した。 
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2-2-6-4 免疫反応 

転写後、0.05% Tween 20 含有 50 mM TBS (Tris buffered saline) (T-TBS; 10 

mM tris、40 mM tris -HCl、15 mM NaCl) で洗浄し、転写膜を Blocking One-

P で 20 分間ブロッキングした。その後 T-TBS で洗浄し、Can Get Signal 1 で希釈

した一次抗体 (goat anti-mouse GPNMB antibody、rabbit anti-GAPDH antibody、

rabbit anti Halo-Tag antibody、 rabbit anti-ERK1/2 antibody、rabbit anti-p-ERK1/2 

antibody、rabbit anti-Akt antibody、rabbit anti-p-Akt antibody) を、4 ºC で一晩反応

させた。T-TBS で洗浄後、Can Get Signal 2 で希釈した二次抗体 (rabbit anti-goat 

IgGs conjugates to HRP antibody、goat anti rabbit IgGs conjugates to HRP antibody) を

室温で 1 時間反応させた。T-TBS で洗浄した後、ImmunoStar® LD の A 液と B 液

を混合し、メンブランを 30 秒間浸した。その後、Luminescent image analyzer LAS-

4000 UV mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて検出した。 

 

2-2-6-5 タンパク質の発現解析 

タンパク質の発現は、Multi Gauge Ver 3.0 (Fujifilm) を用いて解析した。バンド

の強度を数値化し、GAPDH に対する比として個々の値を求めた。各群で平均値

を算出し、対照群の発現強度を 1 として発現量を比較した。 

 

2-2-7 GPNMB の発現量の定量 

 NSC-34 細胞を 70,000 cells/well になるようにコラーゲンコーティングした 12 

well プレートに播種し、各プラスミド DNA を遺伝子導入した。遺伝子導入 2 日

後、ウエスタンブロット解析を行った (Fig. 15)。Glycosylated GPNMB が修飾型

のアイソフォームであり (78)、glycosylated GPNMB には 90 kDa と 100 kDa の 2

つのアイソフォームが知られている (79, 81)。本検討では両者を合わせた全



42 

 

glycosylated GPNMB の発現量を定量した。 

 

2-2-8 死細胞率の評価 

 2-2-4 に記載した手順で、96 well プレートに播種した NSC-34 細胞に、EGFP

標識された Mock、TDP-43WTプラスミド、TDP-43M337Vプラスミド、TDP-43A315T

プラスミドを用いて遺伝子導入した 48 時間後に、Mock 添加群 (Control) は培地

を 1% FBS 含有 DMEM high glucose に交換し、他の群は培地を FBS 不含 DMEM 

high glucose に交換し、血清除去ストレスを与えた。続いてリコンビナント

GPNMB を各 well 終濃度 0.025、0.25、2.5 μg/mL となるように添加した。27 時間

後、Hoechst 33342 (終濃度 8 µM) および PI (終濃度 1.5 µM) を添加することで細

胞の核染色を行い、その 15分後に IX70蛍光顕微鏡 (Olympus)、高感度冷却 charge 

coupled device (CCD) カメラ (DP30BW, Olympus) を用いて撮影した (Fig. 15)。

盲検下で解析ソフト Image J を用いて PI 陽性細胞数 (死細胞) および Hoechst 

33342 陽性細胞数 (全細胞) を数えた。各 well について 2 枚の画像を解析し、平

均を算出した。PI 陽性細胞数 (死細胞) を Hoechst 33342 陽性細胞数 (生細胞+死

細胞) で除すことにより死細胞率を算出した。 

 

2-2-9 pERK1/2 および pAkt の発現量の定量 

NSC-34 細胞を 70,000 cells/well になるようにコラーゲンコーティングした 12 

well プレートに播種し、各プラスミド DNA を遺伝子導入した。遺伝子導入 2 日

後、血清を含まない培地に交換した。リコンビナント GPNMB を終濃度 2.5 μg/mL

となるように添加し、24 時間後にウエスタンブロット法を行った (Fig. 15)。

ERK1/2 は 44 kDa の ERK1 および 42 kDa の ERK2 から構成されるが、本検討で

は両者を合わせた ERK1/2 の発現量を定量した。リン酸化 ERK1/2 (pERK1/2) お

よびリン酸化 Akt (pAkt) の値を求め、それぞれ total ERK1/2 および totak Akt に
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対する比として個々の値を求めた。 

 

Figure 15  Experimental designs. 

(A) Experimental protocol of transfection to confirm transfections were carried out efficiently, and of 

western blotting to evaluate the level of GPNMB after TDP-43 was overexpressed. (B) Experimental 

protocol of cell death assay. (C) Experimental protocol of western blotting to evaluate the level of 

phosphorylated Akt (pAkt) and phosphorylated ERK1/2 (pERK1/2) after addition of human 

recombinant GPNMB. 

 

2-2-10 統計学的解析 

実験成績は平均値±標準誤差 (S.E.M.) で示した。統計学的な比較は、Student’s 

t-test または Dunnett’s test following a one-way analysis of variance (ANOVA) (JSTAT 

for windows) により行った。危険率が 5%未満の場合を有意差有りとした。 

 

第 3 節  実験成績 

3-1 遺伝子導入の確認 
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Mock、マウス TDP-43WTプラスミド、マウス TDP-43M337Vプラスミド、マウス

TDP-43A315Tプラスミドを NSC-34 細胞に遺伝子導入した。TDP-43 が過剰発現し

ていることを確認するために、遺伝子導入 48 時間後に BZ-9000 HS オールイン

ワン蛍光顕微鏡 (Keyence) を用いて EGFP の蛍光を観察した。上段が NSC-34 細

胞の明視野画像、下段は EGFP の画像である。EGFP で標識された TDP-43 は少

なくとも遺伝子導入 48 時間後までは過剰発現していることが確認された。EGFP

の蛍光が観察された細胞の割合は、群間で差がなかった。 (Fig. 16)。 

 

Figure 16  Pictures of NSC-34 cells 48 hours after transfections. 

Upper figures display bright field pictures of NSC-34 cells. Lower figures display fluorescence 

photography of EGFP to confirm transfections were carried out efficiently, at the same position as the 

bright field pictures. Scale bar = 100 μm. 

 

3-2 変異 TDP-43 過剰発現後の GPNMB 発現量の検討 

 遺伝子導入 48 時間後の NSC-34 細胞における GPNMB の発現量をウエスタン

ブロット法により定量した。GPNMB の発現量は TDP-43WTの過剰発現では増加

しなかった。一方、TDP-43M337Vおよび TDP-43A315Tの過剰発現で有意に増加した 

(n = 4; F = 19.84, p < 0.001) (Fig. 17)。変異 TDP-43 遺伝子導入により、C 末端断片

など GPNMB の他のフラグメントに関しても発現が増加した (data not shown)。 
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Figure 17  Expression levels of GPNMB after over expression of mutant TDP-43. 

(A) Result of western blot analysis 2 days after transfection of Mock, TDP-43WT (WT), TDP-43M337V 

(M337V), and TDP-43A315T (A315T). (B) GPNMB was quantified relative to the GAPDH level. 

Values represent the mean ± S.E.M. (n = 4). **p < 0.01 versus Mock transfected group (Dunnett's test 

following a one-way ANOVA). 

 

3-3 血清除去および変異 TDP-43 過剰発現誘発運動ニューロン死に対する

GPNMB の保護作用 

 Mock、TDP-43WTプラスミド、TDP-43M337Vプラスミド、TDP-43A315Tプラスミ

ドを NSC-34 細胞に遺伝子導入した。48 時間後に血清除去培地に交換し、その

直後に PBS または終濃度 0.025、0.25、2.5 μg/mL となるようにリコンビナント

GPNMB を添加した。変異 TDP-43 過剰発現および血清除去ストレスによって運

動ニューロン死が有意に増加した (n = 6; TDP-43WT p = 0.118, TDP-43M337V p < 
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0.001, and TDP-43A315T p < 0.001, versus Mock group)。一方、リコンビナント GPNMB

の添加によって死細胞率が濃度依存的に減少した (n = 6; GPNMB added TDP-

43M337V F = 5.28 p = 0.013, and GPNMB added TDP-43A315T F = 7.62 p = 0.003 versus 

vehicle group) (Fig. 18)。 

 

Figure 18  Effect of GPNMB against mutant TDP-43 and serum-free-induced motor neuron 

cell death. 

(A) Representative fluorescence microscopic images of Hoechst 33342 (blue) and propidium iodide 

(PI) (red) staining after 24-hour serum-deprivation in NSC-34 cells transfected with Mock, TDP-43WT, 

TDP-43M337V, and TDP-43A315T. Scale bar = 100 μm. (B) Quantitative analysis of PI positive dead 

cells per Hoechst 33342 positive total cells. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 6). ##p < 0.01 

versus Mock transfected group (Student’s t-test), *p < 0.05, **p < 0.05 versus mutant TDP-43 

transfected vehicle group (Dunnett's test following a one-way ANOVA). 
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3-4 変異 TDP-43 過剰発現後および GPNMB 添加後の pERK1/2 および pAkt の 

発現量 

 変異 SOD1 誘発運動ニューロン死に対する GPNMB の保護作用は ERK1/2 経

路や Akt 経路を介していることを薬効解析学研究室で報告している。したがっ

て変異 TDP-43 毒性に対する GPNMB の保護作用にも ERK1/2 経路や Akt 経路の

関与が示唆されたため、pERK1/2 および pAkt の発現量を検討した。TDP-43M337V

および TDP-43A315Tの過剰発現によって、pERK1/2 の発現量が有意に減少したが 

(n = 8; TDP-43M337V p < 0.001, and TDP-43A315T p = 0.043, versus Mock group)、リコ

ンビナント GPNMB の添加によって有意に改善した (n = 8; GPNMB added TDP-

43M337V p < 0.001, and GPNMB added TDP-43A315T p = 0.005, versus vehicle group)。

また、TDP-43M337V および TDP-43A315Tの過剰発現によって、pAkt の発現量が有

意に減少したが (n = 8; TDP-43M337V p < 0.001, and TDP-43A315T p = 0.025, versus 

Mock group)、リコンビナント GPNMB の添加によって有意に改善した (n = 8; 

GPNMB added TDP-43M337V p = 0.010, and GPNMB added TDP-43A315T p < 0.001, 

versus vehicle group) (Fig. 19)。 
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Figure 19  Phosphorylation levels of ERK1/2 and Akt. 

(A) Two days after Mock or TDP-43M337V was used to transfect NSC-34 cells, the medium was 

changed to serum-free DMEM and immediately recombinant human GPNMB (2.5 μg/mL) was added. 

Twenty-four hours later, expression levels of phosphorylated ERK1/2 (pERK1/2) / total ERK1/2 

(tERK1/2) were evaluated. (B) Mock or TDP-43A315T was transfected, and recombinant human 

GPNMB were added. Expression levels of pERK1/2 / tERK1/2 were evaluated. (C) Mock or TDP-

43M337V was transfected, and recombinant human GPNMB was added. Expression levels of 

phosphorylated Akt (pAkt) / total Akt (tAkt) were evaluated. (D) Mock or TDP-43A315T was transfected, 

and recombinant human GPNMB was added. Expression levels of pAkt / tAkt were evaluated. Values 

represent the mean ± S.E.M. (n = 8). #p < 0.05, ##p < 0.01 versus Mock transfected and not added 

GPNMB group. * p < 0.05, **p < 0.01 versus mutant TDP-43 transfected and not added GPNMB 

group (Student’s t-test). 

 

 

第 4 節  考察 

 EGFP タグが付いた Mock、TDP-43WT、TDP-43M337V、TDP-43A315T プラスミド

DNA を NSC-34 細胞に遺伝子導入したところ、EGFP の蛍光が観察され、その割

合は群間で差がなかった。少なくとも遺伝子導入 48 時間後には TDP-43 が過剰

発現していることが確認された (Fig. 16)。 

 GPNMB が変異 SOD1 誘発運動ニューロン死を抑制することや (16)、第 1 章

で ALS 患者脊髄において GPNMB と TDP-43 が共局在していたことから、

GPNMBは変異 TDP-43 誘発の運動ニューロン障害に対しても保護作用を示すこ

とが示唆された。TDP-43M337V や TDP-43A315T の過剰発現および血清除去によっ

て死細胞率が有意に増加したが、ヒトリコンビナントGPNMBの添加によって、

濃度依存的に死細胞率が減少した (Fig. 18)。したがって、GPNMB は変異 TDP-

43 による毒性も抑制することが示唆された。 

 pAkt は、ALS 動物モデルの脊髄運動ニューロンで減少することや (119, 120)、

ALS 患者の骨格筋で減少することが報告されている (121)。変異 SOD1 によって

誘導される運動ニューロン死はAkt経路の活性化によって抑制される (122, 123)。
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GPNMB は FGF (fibroblast growth factor) 受容体の活性化を介して ERK1/2 経路を

活性化する (79, 83)。薬効解析学研究室では、GPNMB が Na+/K+-ATPase を介し

て ERK1/2 経路や Akt 経路を活性化することを示した (85)。さらに、GPNMB は

変異 SOD1 毒性に対して、ERK1/2 経路や Akt 経路の活性化を介して保護作用を

示すことを報告している (16)。したがって、変異 TDP-43 による毒性に対する

GPNMB の保護作用にも、ERK1/2 経路や Akt 経路の関与が示唆された。pERK1/2

と pAkt の発現は、TDP-43M337Vや TDP-43A315Tの過剰発現によっていずれも減少

した。一方、ヒトリコンビナント GPNMB の添加によって、pERK1/2 と pAkt の

発現は、それぞれ有意に増加した (Fig. 19)。したがって、変異 TDP-43 毒性に対

する GPNMB の保護作用は、ERK1/2 経路や Akt 経路の活性化を介していること

が示唆された。 

 

Figure 20  Hypothesized mechanisms of GPNMB against mutant TDP-43 toxicity. 

Expression levels of pERK1/2 and pAkt are decreased by overexpression of mutant TDP-43, and 

motorneuronal cell death are induced. GPNMB prevent motorneuronal cell death by activating 

pERK1/2 and pAkt pathway. 

 

TDP-43WT を過剰発現させても GPNMB の発現量に変化がなかったが、変異

TDP-43 の過剰発現で GPNMB の発現量が増加した (Fig. 17)。GPNMB の発現が

増加した理由は不明ではあるが、リコンビナント GPNMB の添加によって運動

ニューロン死が抑制されたことから、TDP-43 によるストレスを抑制するために

GPNMB の発現が増加した可能性が考えられる。また、変異 TDP-43 の過剰発現
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で GPNMB の発現が誘導されたが、その発現量が障害を抑制するには十分では

なかった可能性も考えられる。修飾型の GPNMB (glycosylated GPNMB) だけで

はなく、GPNMB の C 末端断片 (25 kDa) など、シェディングによって断片化さ

れた GPNMB の発現も増加していた。したがって、運動ニューロンにおいて

GPNMB の発現自体は増加したものの、その機能が障害されていた可能性もある。 

 以上本章では、変異 TDP-43 の過剰発現で運動ニューロンにおける GPNMB の

発現量が増加することが明らかになった。また、変異 TDP-43 および血清除去誘

発運動ニューロン死に対して GPNMB が保護作用を示すことや、その保護作用

は ERK1/2 経路や Akt 経路の活性化を介していることが示唆された。 
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第 3 章 ALS モデルマウス骨格筋に対する GPNMB の作用 

第 1 節  諸言 

ALS などの神経変性疾患は、脊髄における運動ニューロンの変性・脱落によ

って筋肉の萎縮が生じると考えられており、これまで脊髄運動ニューロンに対

する保護作用の研究が主流であった。しかしながら近年、筋肉の障害が脊髄にお

ける運動ニューロン障害より前に生じることが報告された (88)。また、筋肉の

機能不全は、運動ニューロン変性だけではなく筋肉に対する直接的な障害の結

果生じることも報告された (124, 125)。また、筋肉選択的に変異 SOD1 を過剰発

現させた場合においても、ALS 病態がよく再現されることや (34, 126, 127)、ALS

においては、まず筋肉の障害が生じ、その結果神経変性が生じることが報告され

た (127)。さらに、ALS 患者や動物モデルにおいて、神経筋接合部、前根、脊髄

などを複数の時期において解析した結果、障害はまず末梢から生じ、脊髄運動ニ

ューロン障害へと逆行性に進行する (dying back pattern) ことが報告された (91, 

128-136)。シナプス周囲のシュワン細胞機能の障害により神経筋接合部の機能不

全が生じ、ALS の発症に寄与することや (128)、シナプス結合の選択的な欠如が

発症より前に生じることが報告された (131)。また、SOD1G93A過剰発現ゼブラフ

ィッシュにおいて、神経筋接合部の脱神経が 20 週齢、その後の神経支配パター

ンの変化が 30 週齢、そして運動ニューロンの減少は 40 週齢にみられることが

報告された (91)。また、磁気共鳴画像 (magnetic resonance imaging; MRI) を用い

た検討によって、SOD1G93A マウスの筋肉量の減少は、発症より 4 週前である 8

週齢において始まっていた一方、脳における神経変性は 10-18 週齢まで認められ

なかったと報告された (136)。SOD1G93A マウスの骨格筋においては小胞体スト

レスやオートファジー経路、ユビキチン-プロテアソーム経路などが活性化して

いる (34, 36, 137-140)。骨格筋におけるミトコンドリア機能障害は、ALS の早期
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に生じており、ALS の発症および進行に寄与することが報告されており (141, 

142)、これらが ALS における骨格筋障害の一因かもしれない。小児の神経変性

疾患であるSMAにおいても、筋肉におけるDNA障害が筋肉の障害につながり、

それが発症の引き金になるという報告がある (143)。また、SBMA においても、

筋肉において insulin-like growth factor 1 (IGF-1) を過剰発現させるとことで、筋

肉の障害が改善されるだけでなく、運動ニューロン死が抑制され、生存期間が延

長することが報告されている (144)。 

 ALS の骨格筋を標的にした治療薬開発を試みた研究は過去にもいくつかある 

(132, 145-148)。例えば SOD1G37R マウス骨格筋に対する peroxisome proliferator-

activated receptor gamma coactivator 1-α (PGC-1α) の作用を MCK-PGC-1α (muscle 

creatine kinase PGC-1α) マウスを用いて、筋肉特異的に PGC-1α を過剰発現させ

ることによって検討した結果、筋萎縮や筋肉の持久力などが改善したことが報

告されている (145)。また、heat shock protein 70 (HSP70) を SOD1G93Aマウスに

腹腔内投与したところ、HSP70 は中枢神経系では検出されず骨格筋に局在して

いたが、運動機能が保存され、運動ニューロン死が減少し、生存期間が延長する

ことが明らかになった (132, 147)。また、Myo-GDNF (myogenin-glial cell line-

derived neurotrophic factor) マウスを使用して、SOD1G93A マウスの骨格筋特異的

に GDNF を過剰発現させたところ、大幅に疾患の発症が遅延し、生存期間が延

長した (148)。一方、GFAP-GDNF (glial fibrillary acidic protein-GDNF) マウスを用

いて中枢のアストロサイト特異的に GDNF を過剰発現させた場合には、神経保

護作用は認められず、骨格筋における GDNF 過剰発現が重要であることが明ら

かになった (148, 149)。さらに、GDNF を分泌するように操作したヒト間葉系幹

細胞 (human mesenchymal stem cells; hMSCs) を SOD1G93Aラットの筋肉内に移植

すると、運動ニューロンの生存が増加し、その機能が改善した (150)。IGF-1 の

筋肉特異的発現は、SOD1G93A マウスにおいて筋萎縮を抑制し、神経筋接合部を
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安定化し、運動ニューロンを保護し、発症が遅延した (146)。このように、筋肉

の障害を改善することは患者の QOL を改善するばかりでなく、疾患の発症や進

行の抑制につながると考えられることから、脊髄だけでなく神経筋接合部や筋

肉など末梢を標的にした研究を行うことは、有益だと考えられる。 

薬効解析学研究室では ALS 患者や ALS モデル動物の脊髄において、疾患が進

行するにつれて GPNMB の発現が上昇すること (16)、また ALS 患者の血清や脳

脊髄液において、GPNMB が発現上昇することを報告している (16)。さらに

GPNMB を過剰発現させることにより SOD1G93Aマウスの生存期間が延長するこ

とや、GPNMB が SOD1G93A誘発の運動ニューロン死を抑制することも明らかに

した (16)。また、第 2 章において、GPNMB が変異 TDP-43 誘発運動ニューロン

死を抑制することも明らかにした。 

 宇宙は無重力であり宇宙遊泳により廃用性筋萎縮が生じることが知られてい

るが、スペースシャトルコロンビア号に乗せて 16 日間宇宙へ連れて行ったラッ

トの骨格筋において GPNMB の発現が上昇することが報告されている (151)。し

たがって、GPNMB は骨格筋萎縮と何らかの関連があることが推察される。また、

脊髄損傷のモデルマウスの腓腹筋 (ふくらはぎの筋肉) において、GPNMB の発

現量が上昇することが報告されている (152)。GPNMB は、坐骨神経の大腿領域

を物理的に障害することによって誘発させた筋萎縮に対して保護作用を示す 

(153)。坐骨神経切断術を行ったマウス、マウス胚性線維芽細胞株 (NIH-3T3)、マ

ウス筋芽細胞株 (C2C12) を用いた検討により、GPNMB は除神経を受けた骨格

筋の線維芽細胞の浸潤に関与することや、GPNMB が MMP-3 や MMP-9 を活性

化することによって除神経後の線維症から筋肉を保護することが指摘されてい

る (152)。GPNMB は仮骨延長法による筋肉の線維化を減少させる (154)。また、

遺伝性の心不全モデルであるデスミン欠損心筋細胞において、筋肉の再生を制

御する (155)。これらのことから、GPNMB は ALS における筋萎縮も抑制するこ
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とが考えられた。 

そこで本章では ALS の骨格筋萎縮に対する GPNMB の作用を検討した。 

 

第 2 節  実験材料および方法 

2-1  実験動物 

SOD1G93Aマウス [B6SJL-Tg (SOD1-G93A) 1Gur/J] および野生型マウス (wild-

type) は、The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) より購入した。実験には

雄性 SOD1G93A マウスおよび雌性野生型マウスとの交配により生まれた

SOD1G93A マウスを用いた。mouse GPNMB 過剰発現マウス (BDF1) は、徳島大

学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部生体栄養学分野教授 二川健博士より

譲渡された。GPNMB 過剰発現マウスは 5 代にわたりバッククロスを重ねた。実

験には雄性 GPNMB 過剰発現マウスと雌性 BDF1 マウスを交配させることで得

た GPNMB 過剰発現マウスを用いた。全ての実験は、同腹子 (リッターメイト) 

間での比較である。また、性別による影響を除外するため、全ての実験において

雄性マウスを使用した。 

SOD1G93A マウスに対する GPNMB の作用を明らかにするために、雄性

SOD1G93Aマウスと雌性GPNMB過剰発現マウスを交配させ SOD1G93A/GPNMBダ

ブルトランスジェニックマウスを作製した。薬効解析学研究室の過去の報告よ

り、SOD1G93A マウスは 14-18 週齢で発症し 17-21 週齢で死亡することが明らか

になっている (16, 31, 87, 90)。さらに、ローターロッド装置を用いた運動機能解

析の結果、15 週齢のマウスにおいて GPNMB による運動機能の改善作用が最も

顕著であった (16)。そこで本検討では 15 週齢のマウスに着目し、腓腹筋をサン

プリングし評価を行った。 

本試験に用いた全てのマウスは、設定温度: 23℃ (許容範囲: 20-26°C)、設定湿

度: 55% (許容範囲: 40-70%)、明暗各 12 時間 (照明: 午前 8:00-午後 8:00) に維持
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された岐阜薬科大学の動物飼育舎にて、プラスチック製ケージ (縦 24.5 × 横

17.5 × 高さ 12.5 cm) を用い、自由給水下に固形飼料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, 

Japan) にて飼育した。実験を行うにあたっては、岐阜薬科大学動物飼育・動物実

験委員会に動物実験承認申請を行い、承認 (承認番号: 2012-107、2012-378) を得

た上で実施した。また、遺伝子改変動物の使用にあたっては、岐阜薬科大学生命

倫理・バイオセーフティー委員会に遺伝子組み換え実験申請を行い、承認 (承認

番号: 平 21-60A、平 22-25A) を得た上で使用した。 

 

2-2  薬物および試薬 

Tris-HCl (pH 8.0)、トリプシン (trypsin)、ヘマトキシリン液 (hematoxylin 

solution)、エオジン液 (eosin solution)、Igepal CA-630、protease inhibitor cocktail 

(#P8340)、phosphatase inhibitor cocktail II (#P2850)、phosphatase inhibitor cocktail III 

(#P5726)、mouse anti-β-actin monoclonal antibody は Sigma-Aldrich、proteinase K 

solution は Qiagen (Duesseldorf, Germany)、スクロース (sucurose)、塩化カリウム 

(potassium chloride; KCl)、エタノール (ethanol)、2-プロパノール (2-propanol)、メ

タノール (methanol)、パラホルムアルデヒド (paraformaldehyde; PFA)、2-メルカ

プトエタノール含有 4×sample buffer solution、ドデシル硫酸ナトリウムポリアク

リルアミドゲル [sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel]、ドデシル硫酸

ナトリウム  (SDS)、デオキシコール酸ナトリウム  (sodium deoxycholate)、

ImmunoStar® LD、アンピシリン (ampicillin)、LB 培地、6-アミノヘキサン酸 (6-

aminohexanoic acid) は Wako、ペントバルビタールナトリウム  (pentobarbital 

sodium salt)、リン酸二水素カリウム (potassium dihydrogenphosphate; KH2PO4)、リ

ン酸水素二ナトリウム・十二水 (sodium hydrogenphosphate 12-water; Na2HPO4・

12H2O)、リン酸二水素ナトリウム二水和物  (sodium dihydrogenphosphate 

dehydrate; NaH2PO4・2H2O)、Blocking One-P、グリシン (glycine)、Triton X-100 は
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Nacalai Tesque、Can Get Signal 1、 Can Get Signal 2、Can Get Signal immunostain A

は Toyobo、Tween 20 Solution (Tween)、トリス (Tris) 、Precision Plus ProteinTM 

Standards は Bio-Rad Laboratories、キシレン (xylene)、塩化ナトリウム (sodium 

chloride; NaCl) は Kishida Chemical、Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse 

IgG antibody (#A21204, Lot: 1366500, RRID AB_1500750)、ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA)、tetramethylrhodamine conjugated α-ブンガロトキシン (α-bungarotoxin; 

α-BTX) (#T1175, Lot: 1005936, RRID AB_2313931) は Invitrogen、mouse anti-

synaptophysin (SYP) monoclonal antibody (#sc-17750, Lot: G0904, RRID AB_628311) 

は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)、 goat anti-mouse GPNMB 

polyclonal antibody (#AF2330, Lot: ULH0211101, RRID AB_2112943)、goat anti-

human GPNMB polyclonal antibody (#AF2550, Lot: UYK0211021, RRID AB_416615) 

は R&D Systems Inc.、rabbit anti-GAPDH monoclonal antibody (#2118S, Lot: 8, RRID 

AB_10698756) は Cell Signaling Technology、rabbit anti-Halo-Tag polyclonal antibody 

(#G9281, Lot: 5301, RRID AB_713650) は Promega、rabbit anti-goat HRP-conjugated 

antibody (#31402, Lot: IK1099845, RRID AB_228395) 、 goat anti-rabbit HRP-

conjugated antibody (#32460, Lot: OB183336, AB_1185567) は  Thermo Fisher 

Scientific、パラフィン (paraffin)、O. C. T. compound は Sakura Finetek Japan (Tokyo, 

Japan)、M.O.M. blocking reagent は Vector Laboratories、オイキット (EUKITT) は

O. Kindler (Freiburg, Germany)、フルオロマウント (fluoromount) は Diagnostic Bio 

Systems、イソフルラン (isoflutane) は Mylan (Tokyo, Japan)、笑気ガス (N2O) は

Showa Denko (Tokyo, Japan)、 酸素ガス (O2) は Taiyo nissan (Tokyo, Japan) より

それぞれ購入した。 

Phosphate buffered saline (PBS) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O を

超純水に溶解し、調製した。Phosphate buffer (PB) は、NaH2PO4・2H2O、Na2HPO4・

12H2O を超純水に溶解し、調製した。 
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2-3  実験方法 

2-3-1 ジェノタイピング 

生後 4-6 週齢のマウスの尻尾を先端から 5 mm 切り、Cell Lysis Solution (25 mM 

tris-HCl pH 8.0、10 mM EDTA pH 8.0、1% SDS) および Proteinase K により溶解し

た。その後 7.5 M 酢酸アンモニウム溶液によりタンパク質を除去し、2-プロパノ

ール、70%エタノールにより DNA を抽出し、以下の配列のプライマーを用いて

PCR を行い、マウス遺伝子型を同定した。 

SOD1G93Aマウス 

  ・Forward: 5’-CATCAGCCCTAATCCATCTGA-3’ 

  ・Reverse: 5’-CGCGACTAACAATCAAAGTGA-3’ 

GPNMB 過剰発現マウス 

・Forward: 5’-AGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGTA-3’ 

・Reverse: 5’-GAACATGGTTAGCAGAGGCTCTAGAG-3’ 

増幅反応は TAKARA PCR Thermal Cycler Dice® Gradient (TAKARA BIO INC., 

Shiga, Japan) を用いて、SOD1G93Aマウスは 25 サイクル、GPNMB 過剰発現マウ

スは 35 サイクル行った。1 サイクルの構成は DNA 変性: 95°C を 30 秒、アニー

リング: 60°C を 30 秒、エクステンション: 72°C を 45 秒にて行った。 

 

2-3-2  腓腹筋および脊髄の摘出 

 15 週齢マウスにペントバルビタールナトリウム 80 mg/kg を腹腔内投与し、深

麻酔させた。マウスを開胸し、ペリスタポンプ (Atto, Tokyo, Japan) および 26G

の投与針 (TERUMO, Tokyo, Japan) を用いて左心室内に氷冷 PBS を注入し、灌

流脱血した (灌流圧 130 cm H2O)。次に 4% PFA 含有 0.1 M PB (pH 7.4) を 10 分

間注入して灌流固定を行った (ウエスタンブロット解析用のサンプルは灌流固
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定を行わない)。その後腓腹筋および脊髄を摘出した。 

 

2-3-3 ウエスタンブロット解析 

2-3-2 に記述した方法にしたがって腓腹筋および脊髄を摘出した後、ただちに

氷冷した 1.5 mLチューブに入れ、液体窒素を用いて急速凍結した。サンプルは

タンパク質抽出まで-80ºC に保存した。まず、RIPA buffer (50 mM tris-HCl、150 

mM NaCl、0.5% Sodium deoxycholate、0.1% SDS、1% Igepal CA-630) に protease 

inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail II および III をそれぞれ 1/100 の割

合で混合した。これをサンプルの入った 1.5 mL チューブに 400 µL ずつ入れ、ボ

ルテックス (Scientific Industries) を用いて軽く撹拌した。その後、ホモジナイザ

ー (Physcotron, Microtec, Chiba, Japan) を用いて氷中で 10 秒間、3 回ホモジナイ

ズした後、小型旋回ミキサー (愛くる) (Scinics Co. Ltd.) を用いて 4ºC、2 時間旋

回撹拌した。 その後、遠心分離機 (KUBOTA, Tokyo, Japan) を用いて、12,000 × 

g、4°C、20 分間遠心し、上清を回収してタンパク質抽出液とした。その後、第

2 章 2-2-6 の方法に準じて、タンパク質定量、電気泳動および転写、免疫反応、

タンパク質の発現解析を行った。一次抗体としては、goat anti-mouse GPNMB 

polyclonal antibody、goat anti-human GPNMB polyclonal antibody、rabbit anti-Halo-

Tag polyclonal antibody、rabbit anti-GAPDH monoclonal antibody を使用した。二次

抗体としては、 rabbit anti-goat HRP-conjugated antibody、goat anti-rabbit HRP-

conjugated antibodyを使用した。 

 

2-3-4 腓腹筋重量の評価 

 2-3-2 に記述した方法に従って腓腹筋を摘出した後、電子天秤 (Mettler-Toledo, 

Tokyo, Japan) を用いて筋重量を測定した。腓腹筋の写真は顕微鏡 (Olympus) 下

で Cool Pix 4500 (Nikon, Tokyo, Japan) を用いて撮影した。 
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2-3-5 腓腹筋の組織学的解析 

2-3-5-1 パラフィン切片の作製 

2-3-2 に記述した方法にしたがって腓腹筋を摘出した後、4% PFA 含有 0.1 M 

PB にて 4°C で 24 時間静置し、ついで 25% スクロース含有 0.1 M PB (pH 7.4) 

液に 4°C で 24 時間静置した。その後 70%エタノール 2 時間、90%エタノール 

2 時間、95%エタノール 2 時間、99%エタノール 12 時間、無水エタノール 2 時

間×2 回、キシレン 2 時間×2 回、 キシレン 12 時間、融解パラフィン 2 時間

×2 回、融解パラフィン 12 時間の順に浸透させた。パラフィンにて腓腹筋を包

埋し、ミクロトーム (Leica, Tokyo, Japan) を用いて、20 µm の切片を作製した。

スライドグラス (#S2215; Matsunami, Osaka, Japan) にのせ37°Cにて1日乾燥し、

室温にて保存した。 

 

2-3-5-2 ヘマトキシリン・エオジン染色 

 パラフィン切片をキシレンに浸し、パラフィンを洗浄した。続いて段階的にア

ルコール濃度を下げた溶液に浸し、蒸留水に浸透した後、ヘマトキシリン液に 5

分間、エオジン液に 5 分間浸して染色した。その後、段階的にアルコール濃度を

上げた溶液に浸して脱水し、キシレンで透徹した後、オイキットを用いて封入を

行った。乾燥させた後 BZ-9000 HS オールインワン蛍光顕微鏡 (Keyence) で撮影

した。 

 

2-3-5-3 腓腹筋断面積の定量 

 腓腹筋の末端から 500 μm 間隔でパラフィン切片を作製し、ヘマトキシリン・

エオジン染色を行った。過去の報告 (8) に基づき、解析ソフト Image J を用いて

腓腹筋の断面積を測定した。測定は盲検下で単一の測定者が行った。各位置にお
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いて 2 サンプルずつ断面積の定量を行い、その平均値を算出した。 

 

2-3-5-4 筋線維数および筋線維断面積の定量 

 腓腹筋の断面積が最も大きかった位置である末端から 4 mm の位置において、

それぞれ 2 つずつの切片を作製し、解析を行った。筋線維数は、腓腹筋の断面に

含まれる総筋線維数を計測し、その平均値を算出することにより求めた。筋線維

の断面積は過去の報告 (8) に基づき、Image J を用いて行った。末端から 4 mm

の位置における腓腹筋の切片において、切片の中心部の写真を 20 倍の倍率で撮

影し、盲検下において単一の測定者が測定した。その後、過去の報告 (8, 156-158) 

に従い、筋線維の断面積の分布を求めた。 

 

2-3-6 神経筋接合部の評価 

2-3-6-1 凍結切片の作製 

 2-3-2 に記述した方法にしたがって腓腹筋を摘出した後、4% PFA 含有 0.1 M 

PB にて 4°C で 24 時間静置し、ついで 25% スクロース含有 0.1 M PB (pH 7.4) 

液に 4°C で 24 時間静置した。その後、液体窒素を用いて O.C.T. compound 中に

凍結包埋し、クライオスタット (Leica) を用いて、-25°C で厚さ 30 μm の切片を

作製し、MAS コーティングされたスライドグラス (#S9441; Matsunami) に貼付

して、-80°C で保存した。 

 

2-3-6-2  神経筋接合部の免疫染色 

 作製した凍結切片を室温に戻し、PBS に浸して O.C.T. compound を洗浄した。

反応液の流出を防ぐために Super PAP pen (Daido sangyo, Saitama, Japan) にて切片

の周囲を囲んだ。その後 Triton X-100 を 37°C で 1 時間、0.1%トリプシンを 37°C

で 30 分反応させることにより賦活化を行った。PBS で洗浄した後、M.O.M. 
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blocking reagent を室温で 1 時間反応させることにより、ブロッキングを行った。

シナプス前運動ニューロンを染色するために、一次抗体として mouse anti-

synaptophysin (SYP) 抗体 (Can Get Signal A で 1/50 に希釈) を 4°C で二晩反応さ

せた。二次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse IgG antibody 

(1/1,000 に希釈) を室温で 1 時間反応させた。シナプス後アセチルコリン受容体

の染色には、テトラメチルローダミンで標識された α-ブンガロトキシン (α-

BTX; 5 μg/mL) を使用した。α-BTX は、運動神経や筋肉に普遍的に分布するニコ

チン性アセチルコリン受容体に特異的に結合して筋肉の動きを停止させる非常

に強力なペプチド毒 (人の致死量はわずか 2-3 mg) で、アマガサヘビ (Bungarus 

multicinctus) などが有している。この α-BTX を室温で 1 時間反応させ、PBS で

洗浄した後、フルオロマウントで封入した。すべての手順を遮光条件下にて行っ

た。撮影は BZ9000 HS オールインワン蛍光顕微鏡 (Keyence) にて行った。 

 

2-3-6-3 脱神経の評価 

過去の報告 (127, 132, 147, 159, 160) に倣い、シナプス前運動ニューロン 

(SYP 陽性: 緑色) とシナプス後アセチルコリン受容体 (α-BTX 陽性: 赤色) が

マージしている場合 (黄色) を神経支配されているもの、マージしていない場

合を脱神経が生じたものとして脱神経の定量を行った。切片に含まれるすべて

の神経筋接合部において評価を行い、神経支配を受けている神経筋接合部の割

合を算出した。盲検下において単一の測定者が測定を行った。 

 

2-3-7  腓腹筋特異的な GPNMB の過剰発現 

2-3-7-1 GPNMB プラスミド DNA の増幅および抽出 

 ヒト GPNMB プラスミド DNA (pFN21AB9985) は株式会社かずさ DNA 研究

所より購入した。ベクターには Flexi HaloTag (pFN21 Halo-Tag CMV Flexi; kazusa 
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DNA Res. Inst., Chiba, Japan) を使用しており、HaloTag を発現する他、アンピシ

リン耐性遺伝子を有する。プラスミド DNA の増幅は第 2 章 2-2-1、プラスミド

DNA の抽出は第 2 章 2-2-2 の方法に準じて行った。GPNMB プラスミドに関し

ては、岐阜薬科大学生命倫理・バイオセーフティー委員会に遺伝子組み換え実験

申請を行い、承認 (承認番号: 平 24-3) を得た上で使用した。 

 

2-3-7-2 GPNMB プラスミド DNA の筋肉内投与 

過去の報告 (161-163) にしたがって、GPNMB プラスミド DNA を筋肉内に投

与することで、腓腹筋に GPNMB を過剰発現させた。13 週齢 (発症する少し前) 

のマウスを使用し、小動物用麻酔器 (Soft Lander; Sin-ei Industry Co. Ltd., Saitama, 

Japan) を用いて N2O 70%、O2 30%中のイソフルランによって麻酔をした。麻酔

導入時にはイソフルラン3.0%を、麻酔維持時にはイソフルラン1.5%を使用した。

後肢の体毛を刈り取ったうえで 1 mL シリンジ (TERUMO)、27G の投与針 

(TERUMO) を用いて GPNMB プラスミド DNA (200 μg/100μL) を右肢の腓腹筋

に 3 ヶ所に分けて筋肉内投与し、腓腹筋特異的に GPNMB を過剰発現させた。

対照として対側 (左肢) には Mock を投与した。過去に、プラスミド DNA を腓

腹筋に投与した 1 週間後および 2 週間後において、タンパクの発現量が有意に

上昇することが報告されており (162)、本検討においてはプラスミド DNA を投

与した 2 週間後 [15 週齢 (SOD1G93A/GPNMB マウスの評価を行ったのと同じ週

齢)] に腓腹筋を摘出し、評価を行った。プラスミド DNA の筋肉内投与に関して

は、岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、承認 

(承認番号: 2013-034) を得た上で実施した。また、岐阜薬科大学生命倫理・バイ

オセーフティー委員会に遺伝子組み換え実験申請を行い、承認 (承認番号: 平

24-38A) を得た上で行った。 

 



64 

 

2-3-8 生命倫理 

本試験はヘルシンキ宣言を遵守して実施した。名古屋大学医学部生命倫理審

査委員会の承認 (承認番号: 902) および岐阜薬科大学生命倫理委員会の承認 

(平成 25 年 10 月 23 日承認、承認番号なし) を得た上で行った。患者に本試験の

目的を説明し、書面による同意 (インフォームドコンセント) を得た。患者自身

が同意することができない場合は家族または親族からの同意を得た。本検討で

使用したのは、すべて剖検サンプルである。患者からの骨格筋の採取は名古屋大

学医学部附属病院内にて行った。 

 

2-3-9 ALS 患者および対照患者の骨格筋におけるウエスタンブロット解析 

本試験では、改訂版 El Escorial 診断基準 (11) を満たした孤発性 ALS 患者 10

名 (男性 5 名、女性 5 名) および対照疾患患者 10 名 (男性 5 名、女性 5 名) の剖

検サンプルを使用した (Table 2)。対照疾患患者には、大脳皮質基底核変性症 (1

名)、家族性アミロイドポリニューロパチー (1 名)、HTLV1 (human T-lymphotropic 

virus) 関連脊髄症 (1 名)、肥大性硬膜炎 (2 名)、多系統萎縮症 (2 名)、パーキン

ソン病 (1 名)、進行性核上性麻痺 (2 名) が含まれていた。対照疾患患者、孤発

性 ALS 患者それぞれの群の平均年齢は、それぞれ 67.9 ± 1.9 歳、69.0 ± 2.4 歳で

あった。摘出した骨格筋は凍結され、名古屋大学医学部から岐阜薬科大学薬効解

析学研究室に輸送した後、2-3-3 に記述した方法に従ってウエスタンブロット解

析を行った。 
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Table 2  Skeletal muscle samples from patients with sporadic ALS or other diseases. 

 

Characteristic Control Sporadic ALS 

Patients (n) 10 10 

Male patients (n) 5 5 

Female patients (n) 5 5 

Age (years) 67.9 ± 1.9 69.0 ± 2.4 

Age data are presented as mean ± S.E.M. 

Skeletal muscle samples were acquired from 10 patients with sporadic ALS and 10 patients with other 

diseases (see Methods). Other diseases are as follows: corticobasal degeneration (n = 1), familial 

amyloid polyneuropathy (n = 1), HTLV (Human T-lymphotropic Virus) 1-associated myelopathy (n = 

1), hypertrophic pachymeningitis (n = 2), multiple system atrophy (n = 2), Parkinson disease (n = 1), 

and progressive supranuclear palsy (n = 2). 

 

2-3-10  統計学的解析 

実験成績は平均値±標準誤差 (S.E.M.) で示した。統計学的な比較は、Student’s 

t-test (JSTAT for windows) により行った。危険率が 5%未満の場合を有意差有り

とした。 

 

第 3 節  実験成績 

3-1 SOD1G93Aマウス骨格筋における GPNMB の発現量 

15 週齢の野生型マウス (WT) および SOD1G93A (G93A) マウスの腓腹筋を摘

出し、ウエスタンブロット法を用いて GPNMB の発現量を検討した (Fig. 21A)。 

野生型マウスに比べて SOD1G93A マウスでは、修飾型 GPNMB である

glycosylated GPNMB の発現量が約 1.2 倍増加した (n = 7、p = 0.0365) (Fig. 21B)。

また、ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) 10 や ADAM12 などのプロテア

ーゼによる切断 (shedding) (74, 81, 82) によって生じる GPNMB C-末端断片の発

現量が約 1.4 倍増加した (n = 7、p = 0.0068) (Fig. 21D)。一方、non-glycosylated 

GPNMB の発現量は約 0.8 倍に減少した (n = 7、p = 0.0022) (Fig. 21C)。  
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Figure 21  Levels of GPNMB in the gastrocnemius muscle of SOD1G93A mice. 

(A) Representative western blot analysis. Levels of GPNMB in the gastrocnemius muscles of wild-

type (WT) and SOD1G93A (G93A) mice at 15 weeks of age. GPNMB was quantified relative to the 

GAPDH level. (B) Levels of glycosylated GPNMB increased in SOD1G93A mice than in wild-type 

mice. (C) Levels of non-glycosylated GPNMB decreased in SOD1G93A mice. (D) Levels of the C-

terminal fragment of GPNMB increased in SOD1G93A mice. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 

7). #p < 0.05, ##p < 0.01 versus wild-type mice (Student’s t-test).  
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3-2 SOD1G93Aマウス骨格筋萎縮に対する GPNMB の作用 

15 週齢の雄性野生型マウス  (WT) 、 SOD1G93A マウス  (G93A) 、

SOD1G93A/GPNMB (G93A/GPNMB) マウスの腓腹筋を摘出し、評価を行った。ジ

ェノタイピングを行った上で、同腹子のマウスを検討に用いた。野生型マウスと

比較して SOD1G93A マウスでは筋萎縮が生じたが、SOD1G93A/GPNMB マウスで

は、筋萎縮が劇的に改善した (Fig. 22A)。また、野生型マウスと比べて SOD1G93A

マウスでは筋重量が約 1/2に減少したが (n = 8、左肢 p < 0.0001、右肢 p < 0.0001)、

SOD1G93A/GPNMB マウスでは、約 1.2 倍増加した (n = 8、左肢 p = 0.0473、右肢

p = 0.0484)。また、左右で筋重量に有意な差は認められなかった (Fig. 22B)。 

さらに、腓腹筋のパラフィン切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色を

行った。野生型マウスと比べて SOD1G93Aマウスでは腓腹筋の断面積が減少して

いた他、筋線維の間隙 (エオジンで赤く染色されていない部分) も増加していた。

一方、SOD1G93A/GPNMB マウスでは、それらが改善した (Fig. 22C)。腓腹筋の断

面積を定量したところ、野生型マウスと比べて SOD1G93Aマウスでは腓腹筋の断

面積が有意に減少したが (n = 4; 腱から 2.0 mm  p = 0.0013、2.5 mm  p = 0.0002、

3.0 mm  p = 0.0001、3.5 mm  p = 0.0006、4.0 mm  p = 0.0011、4.5 mm  p = 0.0009、

5.0 mm  p = 0.0023、5.5 mm  p = 0.0035、6.0 mm  p = 0.0035、6.5 mm  p = 0.0020、

7.0 mm  p = 0.0025、7.5 mm  p = 0.0014)、SOD1G93A/GPNMB マウスでは有意に

改善した (n = 4; 腱から 2.0 mm  p = 0.0158、2.5 mm  p = 0.0234、3.0 mm  p = 

0.0336、3.5 mm  p = 0.0929、4.0 mm  p = 0.0438、4.5 mm  p = 0.0405、5.0 mm  p 

= 0.0834、5.5 mm  p = 0.1276、6.0 mm  p = 0.0753、6.5 mm  p = 0.0480、7.0 mm  

p = 0.0295、7.5 mm  p = 0.0190) (Fig. 22D)。 
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Figure 22  Effect of GPNMB of muscle atrophy in SOD1G93A mice. 

(A) Representative gastrocnemius muscles of wild-type (WT), SOD1G93A (G93A), and 

SOD1G93A/GPNMB (G93A/GPNMB) mice at 15 weeks of age. Scale bar = 5 mm. (B) Weights of the 

left and right gastrocnemius muscles. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 8). ##p < 0.01 versus 

wild-type mice, *p < 0.05 versus SOD1G93A mice (Student’s t-test). (C) Representative hematoxylin 

and eosin-stained gastrocnemius muscles of wild-type, SOD1G93A, and SOD1G93A/GPNMB mice (age 

of the mice, 15 weeks). Scale bar = 1 mm. (D) Cross-sectional areas of hematoxylin and eosin-stained 

gastrocnemius muscles. The cross-sectional area was measured at intervals of 0.5 mm. Values 

represent the mean ± S.E.M. (n = 4). ##p < 0.01 versus wild-type mice, *p < 0.05 versus SOD1G93A 

mice (Student’s t-test). 

 

3-3  SOD1G93Aマウス筋線維組織障害に対する GPNMB の作用 

骨格筋は、多核細胞である筋線維 (筋細胞) が集まって構成された筋束が、さ

らに集まって構成されている。よって SOD1G93A マウス骨格筋萎縮に対する

GPNMB の作用をより詳細に検討するために、筋線維の組織障害の評価を行った。  

15 週齢の雄性野生型マウス  (WT) 、 SOD1G93A マウス  (G93A) 、

SOD1G93A/GPNMB (G93A/GPNMB) マウスの腓腹筋のパラフィン切片を作製し、

ヘマトキシリン・エオジン染色を行った上で、撮影を行った。脊髄前角細胞の軸

索は筋肉に入ると何本かに枝分かれして筋線維にシナプス結合するが、ALS で

は前角細胞が脱落することで、軸索が分布する筋線維の集団ごとに筋線維が萎

縮する (164)。これは群性萎縮 (神経原性萎縮) と呼ばれ、SOD1G93Aマウスにお

いては矢印で示したように群性萎縮が見られたのに対し、SOD1G93A/GPNMB マ

ウスでは改善した (Fig. 23A)。 

腓腹筋の末端から 4 mm の位置で作製した切片に含まれる、総筋線維数を定量

した。野生型マウスと比べて SOD1G93Aマウスでは総筋線維数が約 0.4 倍に減少

したが (n = 4; p < 0.0001)、SOD1G93A/GPNMB マウスでは約 1.7 倍増加した (n = 

4; p = 0.0019) (Fig. 23B)。 

また、20 倍の倍率で撮影した切片中心部の画像に含まれる筋線維の断面積を
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Image J で測定し、200 μm2間隔で集計してグラフ化した。野生型マウスでは、ほ

とんどの筋線維の断面積が 400-800 μm2 であったのに対し、SOD1G93A マウスで

は 200 μm2以下の小さな筋線維が増加した (n = 4; WT vs. SOD1G93A  < 200 μm  

p = 0.0004、200–400 μm  p = 0.0888、400–600 μm  p = 0.0006、600–800 μm  p = 

0.0003、800–1,000 μm  p = 0.0641、> 1,000 μm  p = 0.0890)。それに対し

SOD1G93A/GPNMB マウスでは 400-600 μm2の筋線維が最も多く、野生型マウスの

分布に近づいた (n = 4; SOD1G93A vs. SOD1G93A/GPNMB  < 200 μm  p = 0.0063、

200–400 μm  p = 1.0000、400–600 μm  p = 0.0033、600–800 μm  p = 0.0370、800–

1,000 μm  p = 0.1812、> 1,000 μm  p = 0.1987) (Fig. 23C)。 
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Figure 23  Effects of GPNMB on the numbers of myofibers and myofiber atrophy of SOD1G93A 

mice. 

(A) Representative hematoxylin and eosin-stained gastrocnemius muscles of wild-type (WT), 

SOD1G93A (G93A), and SOD1G93A/GPNMB (G93A/GPNMB) mice at 15 weeks of age. Myofiber 

atrophy was observed in SOD1G93A mice (arrows). Scale bar = 100 μm. (B) Number of myofibers 

included in the cross section. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 4). ##p < 0.01 versus wild-type 

mice, **p < 0.01 versus SOD1G93A mice (Student’s t-test). (C) Cross-sectional areas of 100 myofibers 

of each mouse. Distribution of myofibers of wild-type, SOD1G93A, and SOD1G93A/GPNMB mice has 

been indicated. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01 versus SOD1G93A 

mice (Student’s t-test).  
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3-4  SOD1G93Aマウス神経筋接合部脱神経に対する GPNMB の作用 

神経筋接合部とは、脊髄運動ニューロンからのシグナルが骨格筋に伝えられ

る部位であり、神経終末から分泌されたアセチルコリンが筋線維膜上のアセチ

ルコリン受容体に作用して活動電位を発生させる。ALS においては神経筋接合

部の脱神経が生じることが知られており、過去の報告にしたがって (127, 132, 

147, 159, 160)、SOD1G93Aマウス神経筋接合部脱神経に対する GPNMB の作用検

討を行った。シナプス前運動ニューロンをシナプトフィジン (SYP) 抗体を用い

て免疫染色し、シナプス後アセチルコリン受容体をテトラメチルローダミンで

標識された α-BTX を用いて染色した。 シナプス前運動ニューロン (SYP 陽性: 

緑色) とシナプス後アセチルコリン受容体 (α-BTX 陽性: 赤色) がマージしてい

る場合 (黄色) を神経支配されているもの (innervated)、マージしていない場合

を脱神経が生じたもの (denervated) とした (Fig. 24A)。 

神経支配を受けている神経筋接合部の割合を算出し、脱神経の評価を行った。 

野生型マウスでは、ほとんどの神経筋接合部が神経支配されていたが、SOD1G93A

マウスでは脱神経が亢進し、神経支配されている神経筋接合部の割合が野生型

マウスの約 0.4 倍に減少した (n = 8; p < 0.0001)。その一方で、SOD1G93A/GPNMB

マウスでは約 1.5 倍増加した (n = 8; p = 0.0029) (Fig. 24B, 24C)。 
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Figure 24  Effects of GPNMB on the denervation of the neuromuscular junction of SOD1G93A 

mice. 

(A) Representative fluorescence microscopy images showing innervated and denervated 

neuromuscular junctions. The presynaptic nerve was stained with a mouse anti-SYP antibody (green), 

and the postsynaptic acetylcholine receptor was stained with α-BTX (red). The neuromuscular 

junctions with colocalization of SYP and α-BTX (yellow) were defined as innervated and as 

denervated when the presynaptic compartment was absent. Scale bar = 20 μm. (B) Representative 

neuromuscular junction of wild-type (WT), SOD1G93A (G93A), and SOD1G93A/GPNMB 

(G93A/GPNMB) mice. Scale bar = 20 μm. (C) Percentage of innervated neuromuscular junctions (n 

≥ 500). Values represent the mean ± S.E.M. (n = 4). ##p < 0.01 versus wild-type mice, **p < 0.01 

versus SOD1G93A mice (Student’s t-test).  
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3-5 マウス骨格筋への GPNMB プラスミド投与による GPNMB 過剰発現の 

確認 

GPNMB が SOD1G93Aマウスの筋萎縮や筋線維の障害、神経筋接合部の脱神経

を改善することが明らかになった。また、脱神経誘発の骨格筋萎縮を GPNMB が

抑制したという報告 (153) から、GPNMB が SOD1G93Aマウス骨格筋に直接作用

している可能性もあると推察される。そこで、GPNMB プラスミドをマウス腓腹

筋に投与する方法を用いて骨格筋選択的に GPNMB を過剰発現させ、GPNMB が

骨格筋に直接作用するか検討しようと考えた。3-5 ではその前段階として、マウ

ス骨格筋への GPNMB プラスミド投与によって GPNMB がどの程度過剰発現す

るかをウエスタンブロット法により検討した。 

 過去の報告 (161-163) にしたがって、イソフルラン吸入麻酔下で 13 週齢野生

型マウスの右肢の腓腹筋に Halo-tag が付いたヒト GPNMB プラスミド DNA (200 

μg/100μL)、対照として対側 (左肢) の腓腹筋に Mock を投与し、その 2 週間後 

(15 週齢) に腓腹筋および脊髄を摘出し、ウエスタンブロット法を行った (Fig. 

25A)。 

 抗 Halo-tag 抗体を用いたウエスタンブロット法では、Mock を投与した左肢の

腓腹筋と脊髄では全く検出されない反面、GPNMB プラスミドを投与した右肢の

腓腹筋では濃いバンドが検出された (Fig. 25B)。 

 未投与の野生型マウス、未投与のSOD1G93Aマウス、未投与のSOD1G93A/GPNMB

マウス、GPNMB プラスミドを投与した野生型マウス、Mock を投与した野生型

マウスの腓腹筋において、マウス GPNMB 抗体およびヒト GPNMB 抗体を用い

たウエスタンブロット法を行い、GPNMB の発現量を比較した (Fig. 25C)。 

マウス GPNMB 抗体を用いたウエスタンブロット法では、Fig. 21 で示した結

果と同様に、野生型マウスと比較して SOD1G93A マウスにおいて glycosylated 

GPNMB および GPNMB の C-末端断片の発現が増加し、non-glycosylated GPNMB
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の発現が減少する傾向がみられた。SOD1G93A/GPNMB マウスでは、glycosylated 

GPNMB および GPNMB の C-末端断片の発現が非常に多かったが、

SOD1G93A/GPNMB マウスにおけるこれらの発現増加は、野生型マウスと比較し

た SOD1G93Aマウスにおけるこれらの発現増加を大きく凌ぐものであった。Mock

を投与した野生型マウスと比較して、GPNMB プラスミドを投与した野生型マウ

スでは 90 kDa の glycosylated GPNMB の発現が増加していた。未投与の野生型マ

ウスや SOD1G93A マウスと比較しても、GPNMB プラスミド投与群では

glycosylated GPNMB の発現は多かったが、SOD1G93A/GPNMB マウスにおける

glycosylated GPNMB の発現よりは格段に少なかった (Fig. 25C)。 

ヒト GPNMB 抗体を用いたウエスタンブロット法では、GPNMB プラスミド投

与群においてのみ 90 kDa の glycosylated GPNMB のバンドが検出された (Fig. 

25C)。 

以上より、GPNMB プラスミドの筋肉内投与によって、GPNMB が腓腹筋にお

いて過剰発現される一方で、脊髄では過剰発現されないことが明らかになった。 



76 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

Figure 25  Overexpression of GPNMB in the gastrocnemius muscle by direct injection of 

GPNMB plasmid DNAs. 

(A) Experimental method of direct injection of GPNMB plasmid DNAs into gastrocnemius muscles. 

(B) Halo-tagged GPNMB and empty vector plasmid DNAs (200 μg/100 μL each) were directly 

injected into the right gastrocnemius muscle and left gastrocnemius muscles, respectively of wild-type 

(WT) mice at 13 weeks of age. Two weeks later, western blot analysis was performed using an 

antibody against the Halo-tag. Halo-tagged GPNMB was overexpressed in the right gastrocnemius 

muscle that injected GPNMB plasmid DNAs. (C) Representative western blot analysis of skeletal 

muscle of 15 weeks of age mice, using goat anti-mouse GPNMB antibody, goat anti-human-GPNMB 

antibody, and anti-GAPDH antibody. From the left, WT mice, SOD1G93A (G93A) mice, 

SOD1G93A/GPNMB (G93A/GPNMB) mice, GPNMB plasmid DNAs injected WT mice, and mock 

injected WT mice. 

 

3-6 筋萎縮および脱神経に対する骨格筋選択的 GPNMB 過剰発現の作用 

13 週齢野生型マウスの腓腹筋に Halo-Tag 標識された GPNMB プラスミド

DNA を筋肉内投与することにより GPNMB を腓腹筋選択的に過剰発現させ、

その 2 週間後に腓腹筋を摘出し、腓腹筋の筋重量、腓腹筋の断面積の定量を行

った。しかしながら、Mock 投与群と GPNMB プラスミド DNA 投与群で、明ら

かな差は認められなかった (n = 8) (Fig. 26A-D)。 

また、神経筋接合部の脱神経の評価を行ったが、Mock 投与群と GPNMB プラ

スミド DNA 投与群で、明らかな差は認められなかった (n = 8) (Fig. 26E)。 
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Figure 26  Effects of injected GPNMB plasmid on muscle weight, cross-sectional areas of 

muscles, and denervation of the neuromuscular junction of SOD1G93A mice. 

(A) Representative gastrocnemius muscles of wild-type (WT) and SOD1G93A (G93A) mice at 15 

weeks of age. GPNMB and Mock plasmids were injected directly into the left and right gastrocnemius 

muscles, respectively. Scale bar = 5 mm. (B) Weights of the gastrocnemius muscles. Values represent 

the mean ± S.E.M. (n = 8). (C) Representative hematoxylin and eosin-stained gastrocnemius muscles 

of wild-type and SOD1G93A mice at 15 weeks of age. Scale bar = 1 mm. (D) Quantitation of cross-

sectional areas of hematoxylin and eosin-stained gastrocnemius muscles. The cross-sectional area of 

each muscle was measured at intervals of 0.5 mm. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 8). (E) 

Percentage of innervated neuromuscular junctions (n ≥ 500). 

 

3-7 筋線維障害に対する骨格筋選択的 GPNMB 過剰発現の作用 

 GPNMBプラスミド DNAを筋肉内投与することにより GPNMBを腓腹筋選択

的に過剰発現させ、SOD1G93Aマウス筋線維の組織障害に対する作用を検討した。 

 ヘマトキシリン・エオジン染色を行った上で筋線維の組織評価を行った (Fig. 

27A)。切片に含まれる総筋線維数を定量したところ、野生型マウスでは Mock 投

与群と GPNMB プラスミド DNA 投与群において、明らかな差は認められなかっ

た (n = 8)。野生型マウスと比べ、SOD1G93Aマウスでは総筋線維数が減少したが、

Mock 投与群と比べて GPNMB プラスミド DNA 投与群では、有意に改善した n 

= 8; p = 0.0488) (Fig. 27B)。 

また、野生型マウスと比べ、SOD1G93A マウスでは断面積の小さな筋線維が増

加したが、Mock 投与群と比べて GPNMB プラスミド DNA 投与群では、有意に

改善した (n = 4; SOD1G93A + Mock injected vs. SOD1G93A + GPNMB plasmid injected  

< 200 μm  p = 0.0101、200–400 μm  p = 0.3918、400–600 μm  p = 0.0133、600–

800 μm  p = 0.0296、800–1,000 μm  p = 0.8851、> 1,000 μm  p = 0.0671) (Fig. 27C)。 
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Figure 27  Effects of GPNMB on the number of myofibers and myofiber atrophy in the 

gastrocnemius muscle of SOD1G93A mice. 

(A) Representative hematoxylin and eosin staining of plasmid-injected gastrocnemius muscles of 

wild-type (WT) and SOD1G93A (G93A) mice at 15 weeks of age. Scale bar = 100 μm. (B) Numbers of 

myofibers included in the cross sections. Values represent the mean ± S.E.M. (n = 8). *p < 0.05 versus 

Mock-injected SOD1G93A mice (Student’s t-test). (C) Cross-sectional area of 100 myofibers and 

distribution of fibers in plasmid-injected wild-type and SOD1G93A mice. Values represent the mean ± 

S.E.M. (n = 8). *p < 0.05 versus Mock-injected SOD1G93A mice (Student’s t-test).  
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3-8 ALS 患者骨格筋における GPNMB の発現量 

 対照疾患患者 10 名および孤発性 ALS 患者 10 名の骨格筋の剖検サンプルにつ

いて、ウエスタンブロット法により GPNMB の発現量を検討した (Fig. 28A)。対

照疾患患者と比較して孤発性 ALS 患者では、glycosylated GPNMB の発現が増加

する傾向がみられたが、有意な変化は認められなかった (n = 10; p = 0.2212) (Fig. 

28B)。non-glycosylated GPNMB の発現についても、有意な変化は認められなかっ

た (n = 10; p = 0.9704) (Fig. 28C)。一方、GPNMB の C 末端断片の発現は、孤発性

ALS 患者で約 1.3 倍増加していた  (n = 10; p = 0.0191) (Fig. 28D) 。
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Figure 28  Levels of GPNMB in the skeletal muscle of patients with sporadic ALS. 

(A) Representative western blot analysis. Levels of GPNMB in the skeletal muscles of sporadic ALS 

patients and other disease patients. GPNMB was quantified relative to the GAPDH level. (B) Levels 

of glycosylated GPNMB, (C) non-glycosylated GPNMB, and (D) C-terminal fragment of GPNMB. 

Values represent the mean ± S.E.M. (n = 7). #p < 0.05, ##p < 0.01 versus wild-type mice (Student’s t-

test). 

 

第 4 節  考察 

筋萎縮は ALS における主要な症状であり、筋萎縮を改善することができれば、

ALS 患者の生活の質 QOL は大いに向上する。そこで本章では、ALS の骨格筋萎

縮に対する GPNMB の作用を検討した。 

腓腹筋における GPNMB の発現量は、脊髄損傷などの疾患で増加することが

知られている (151-153)。また、薬効解析学研究室では、ALS 患者の脊髄や血清

において、疾患が進行するにつれて GPNMB の発現量が増加することを報告し

ている (16)。そこで、ウエスタンブロット法を用いて SOD1G93Aマウス腓腹筋に

おける GPNMB の発現量を検討した。野生型マウスと比べて SOD1G93Aマウスで

は、修飾型 GPNMB である glycosylated GPNMB の発現量や GPNMB C-末端断片

の発現量が有意に増加していた (Fig. 21B, D)。また、孤発性 ALS 患者骨格筋に

おいて、GPNMB C-末端断片の発現量が有意に増加していた (Fig. 28)。これまで

に、脱神経誘発の筋萎縮が生じると腓腹筋における GPNMB の発現量が増加す

ることや (152)、GPNMB の発現が減少すると SOD1G93A 誘発運動ニューロン死

が亢進することが報告されている (16)。これらの報告から、SOD1G93Aマウス骨

格筋において GPNMB の発現量が増加したのは、筋萎縮を抑制するためではな

いかと推察される。 

そこで、GPNMB によって SOD1G93A マウス骨格筋萎縮が改善するか否かを検

討するために、SOD1G93A/GPNMB マウスを作製し、検討を行った。SOD1G93Aマ

ウスと比べて SOD1G93A/GPNMB マウスでは、腓腹筋の筋重量、断面積、筋線維
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数、筋線維の断面積が、それぞれ有意に改善していた (Fig. 22, 23)。よって、

GPNMB は SOD1G93Aマウス筋線維の組織障害を改善し、その結果、後肢の骨格

筋萎縮が抑制されたのではないかと考えられる。骨格筋萎縮を改善することは

対症療法に過ぎないかもしれないが、ALS 患者の QOL を大きく向上させること

ができ、介護する家族の負担も減弱させることができる。 

SOD1G93A マウスでは、神経筋接合部における脱神経が多く観察された一方、

SOD1G93A/GPNMB マウスでは、それが有意に改善していた (Fig. 24)。神経筋接

合部はシナプスの一種であり、脊髄運動ニューロンは神経筋接合部を介して骨

格筋の収縮を制御している (157)。運動ニューロンの変性・脱落は疾患が比較的

進行してから生じる一方、神経筋接合部における脱神経は疾患の早期から生じ

る。これは、ALS における運動ニューロン死の dying-back 機構とも呼ばれてい

る (91, 130-132)。つまり、神経筋接合部の脱神経を抑制することによって、筋肉

の障害を抑え、機能をより長く維持させるだけではなく、疾患の発症を遅らせる

ことにつながる可能性もあると考えられる。 

薬効解析学研究室では、GPNMB が SOD1G93A誘発運動ニューロン死を抑制す

ることなどを報告しており (16)、中枢神経系 (脊髄) への作用が示唆されている。

その一方で、脱神経を受けたマウスの骨格筋や宇宙遊泳後のラットの骨格筋で

GPNMB の発現量が増加するという報告など、GPNMB と骨格筋萎縮には何らか

の関連があることが示唆されている (79, 151-153)。よって、GPNMB は中枢に作

用するだけではなく、骨格筋に直接作用する可能性があると考えた。そこで、

GPNMB プラスミド DNA を用いて、SOD1G93Aマウス腓腹筋特異的に GPNMB を

過剰発現させた。その結果、Mock 投与群と比較して GPNMB プラスミド DNA

投与群では、腓腹筋における筋線維数が有意に改善し、筋線維の断面積も有意に

改善していた (Fig. 25)。 

プラスミド DNA の筋肉内投与による遺伝子治療はウイルスベクターを用い
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た遺伝子治療と比べて安全性が高く、近年注目を集めている (161-163, 165-171)。

例えば、vascular endothelial growth factor (VEGF) プラスミド DNA や、human HGF

プラスミド DNA の筋肉内投与の遺伝子治療の研究が盛んにおこなわれており、

HGF プラスミド DNA の腓腹筋への投与によって重症下肢虚血や閉塞性血栓性

血管炎が抑制されること (165, 168, 169) や、心筋内への投与によって心筋梗塞

や心不全の進行が抑制されること (167, 170) が報告されている。さらに、下肢

虚血に対しては日本人 10 人を対象とした臨床試験 (168) や、12 人の患者を対

象とした Phase I 試験 (165) などが実施されており、その安全性や有効性が確認

されている。 

GPNMB が SOD1G93Aマウス骨格筋に対して直接作用することが明らかになっ

たが、GPNMB プラスミド DNA 投与による作用は SOD1G93A/GPNMB マウスの

検討結果と比べると弱かった (Fig. 22-24, 26, 27)。これは、GPNMB を過剰発現

させた期間の違いや過剰発現している量の違いが影響していると考えられる。

実際、GPNMB プラスミド DNA 投与による GPNMB の発現増加と比べ、

SOD1G93A/GPNMBマウスにおけるGPNMBの発現増加は顕著であった (Fig. 25)。

また、SOD1G93A/GPNMB マウスの場合は GPNMB が筋肉だけではなく脊髄を含

む全身に過剰発現していることも関与していると考えられる。以上のことより、

GPNMB は SOD1G93Aマウスに対し、脊髄に対する作用と骨格筋に対する直接的

な作用という 2 種類の作用点を併せ持っていることが示唆された。 

ALS の研究においては、脊髄を標的にしたものが多いが、骨格筋を標的とし

た研究も精力的に行われており、筋萎縮を抑制する薬剤がいくつか報告されて

いる。例えばジヒドロテストステロン (8) や、PGC1-α (peroxisome proliferator-

activated receptor gamma co-activator 1-α) (145)、熱ショックタンパク質 70 (heat 

shock protein 70) (132, 147) は、いずれも、SOD1G93Aマウスの骨格筋に直接作用

することにより、筋萎縮を改善させることが報告されている。GPNMB には本章
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で明らかになった骨格筋に対する直接的な作用だけではなく、中枢に対する作

用もあるため、ALS の治療標的として非常に有用であると考えられる。 

現在、GPNMB が SOD1G93Aマウスの骨格筋萎縮を改善する機序は明らかにな

っていない。推察されるいくつかの作用機序の中で、ここでは 7 つの仮説を紹

介する。1 つ目の仮説は、「細胞増殖や分化などに関与することが知られている

ERK1/2 経路の活性化を介して細胞保護作用が示され、筋萎縮が抑制される。」こ

とである。薬効解析学研究室では、GPNMB が脳虚血再灌流障害に対して ERK1/2

経路の活性化を介して神経保護作用を示すことや (86)、GPNMB が SOD1G93A誘

発運動ニューロン死に対して、ERK1/2 経路の活性化を介して保護作用を示すこ

とを明らかにしている (16)。また、第 2 章において、GPNMB が血清除去および

変異 TDP-43 誘発運動ニューロン死に対して、ERK1/2 経路の活性化を介して保

護作用を示すことを明らかにした。GPNMB の細胞外フラグメントは筋芽細胞株 

(mouse myoblast cell line; C2C12 細胞) においてリン酸化 ERK1/2 の発現を増加さ

せる (79)。また、GPNMB は human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) にお

いて fibroblast growth factors (FGF) 受容体を介してリン酸化 ERK1/2 の発現を増

加させる (83)。これらのことから、SOD1G93Aマウスの骨格筋においても GPNMB

が ERK1/2 経路を活性化する可能性が考えられる。2 つ目の仮説は、「細胞生存

やアポトーシスの制御に関与する Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene; 

protein kinase B) 経路 (172) の活性化を介して、筋萎縮を抑制する。」ことであ

る。脳虚血再灌流障害や in vitro ALS モデルにおいて、GPNMB が Akt 経路を活

性化することでニューロン保護作用を示すことが明らかになっている (16, 86)。

興味深いことに、ALS 患者の骨格筋では、リン酸化 Akt の発現量が減少するこ

とが報告されており (121)、骨格筋における Akt 経路の活性低下が、ALS 病態の

形成に寄与していることも考えられる。したがって、GPNMB が SOD1G93A マウ

スの骨格筋において Akt 経路を活性化することによって、筋保護作用が示され
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た可能性がある。3 つ目の仮説は、「GPNMB が小胞体ストレスを抑制すること

によって、筋保護作用を示す。」ことである。小胞体ストレスは、折り畳み不全

の不良タンパク質が小胞体の内腔に蓄積するもので、ALS の発症や進行に重要

な役割を果たす (35)。薬効解析学研究室でも、アポトーシスメディエーターの

CAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP) が孤発性 ALS の病態形

成に関与することを報告している (28)。近年の研究で ALS モデル動物の骨格筋

で小胞体ストレスが亢進していることも明らかにされた (34, 36)。したがって、

GPNMB が SOD1G93Aマウスの骨格筋においても、小胞体ストレスを抑制するこ

とで筋保護作用を示した可能性がある。4 つ目の仮説は、「GPNMB が MMP-3 や

MMP-9 の活性化を介して骨格筋の障害を抑制する。」ことである。これらは、脊

髄損傷後の線維症から筋肉を保護することや (153)、仮骨延長に起因した筋肉の

線維化を抑制することが知られている (154)。5 つ目の仮説は、「シェディングに

よって産生されたGPNMBのC末端断片が、関与している。」ことである。GPNMB

の C 末端断片はプレ mRNA スプライシングに関与する (82)。また、GPNMB の

C 末端断片は、hnRNP1 に結合することが知られているが (82)、hnRNP1 の変異

が ALS の原因の一つであるとの報告がある (173)。実際、SOD1G93Aマウスの骨

格筋では GPNMB の C 末端断片の発現が上昇していた (Fig. 21)。また、ALS 患

者骨格筋では GPNMB の C 末端断片の発現が上昇していた (Fig. 28)。GPNMB

の過剰発現によって修飾型のアイソフォームである glycosylated GPNMB が増え、

それに伴って相対的に SOD1G93A マウス骨格筋における GPNMB の切断や C 末

端断片の産生による影響が減弱した可能性も考えられる。確かに SOD1G93Aマウ

スでは glycosylated GPNMB の発現が増加したが (Fig. 21)、SOD1G93A/GPNMB マ

ウスや GPNMB プラスミド DNA を投与した場合と比べるとはるかに少なかっ

た (Fig. 25)。したがって、SOD1G93A マウスでは、その増加量が筋障害を抑える

には十分ではなかったことが推論できる。6 つ目の仮説は、「カルシウムシグナ
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ルに関係する。」ことである。GPNMB は骨吸収や骨形成を制御することが知ら

れているが (65-68)、近年、ALS において筋肉と骨とのクロストークが重要であ

ることが報告された (174)。さらに、カルシウムシグナル経路の変化が ALS に

おける筋萎縮を引き起こすことが報告されている (175, 176)。最後の仮説は、

「GPNMB がオートファジーとユビキチン-プロテアソーム系の異常を改善させ

る。」ことである。これらの経路は疾患の進行期に SOD1G93A マウスの骨格筋で

活性化されることが知られている (138)。また、SOD1G93Aを過剰発現させた NSC-

34 細胞でポリユビキチン化された GPNMB が増加することが報告されている 

(16)。したがって、GPNMB はこれらの経路に関与しているかもしれない。 

SOD1G93Aマウス骨格筋萎縮に対する GPNMB の保護作用の機序については、

さらに詳細な検討が必要ある。また、GPNMB のどのフラグメントが実際に作用

しているかや、より長期的に骨格筋特異的にGPNMBを過剰発現させた場合に、

生存期間、発症までの期間、運動機能などが改善されるかなどを検討する必要が

ある。また、今後は SMA や SBMA など、ALS 以外の神経筋疾患についても、

筋萎縮を改善する作用があるか検討が必要である。 

今後の検討課題も多いが、GPNMB が骨格筋に直接作用し、SOD1G93A マウス

骨格筋萎縮を抑制することが明らかになった。今後、ALS に対する GPNMB の

作用がより詳細に検討され、治療薬の開発につながることが期待される。  
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総括および結論 

ALS は進行性に運動ニューロン変性や筋萎縮が生じる致死性の神経変性疾患

である。現在承認されている治療薬の効果は十分ではなく、病態の解明や新規治

療薬の開発が求められている。ALS の約 10%は特定の遺伝子変異が原因となる

家族性 ALS であり、残りの約 90%は原因不明で発症する孤発性 ALS である。

TDP-43 は孤発性、家族性いずれの ALS にも関与することが知られている。薬効

解析学研究室では変異 SOD1 誘発家族性 ALS モデルに対して GPNMB が保護作

用を示すことを明らかにしている。本研究では、孤発性 ALS 患者脊髄における

GPNMB の局在の検討や、変異 TDP-43 誘発運動ニューロン死に対する GPNMB

の保護作用の検討を行った。また、GPNMB が脊髄損傷における筋萎縮を抑制す

ることが報告されていることから、ALS モデルマウス骨格筋に対する GPNMB

の作用を検討した。 

 

第 1 章では、孤発性 ALS 患者脊髄において増加する GPNMB 凝集体が脊髄のど

の部位に多く存在するかを検討した。また、ALS 患者脊髄において、GPNMB 凝

集体がニューロンやアストロサイトなど、どの細胞に局在するかを検討した。さ

らに TDP-43 との関連の有無について検討した。 

1. 対照疾患患者と比較して孤発性 ALS 患者の腰髄、胸髄、頸髄で、GPNMB 凝

集体の発現が有意に増加した。 

2. 孤発性 ALS 患者脊髄の GPNMB 凝集体は、GFAP 陽性アストロサイトや Iba1

陽性ミクログリアには局在しなかった。 

3. 孤発性 ALS 患者脊髄の GPNMB 凝集体は、MAP-2 陽性ニューロンや SMI-32

陽性ニューロンに局在した。 

4. 孤発性 ALS 患者脊髄の GPNMB 凝集体は TDP-43 と共局在した。 
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第 2 章では、変異 TDP-43 誘発運動ニューロン死に対する GPNMB の作用につい

て検討を行った。また、ERK1/2 経路や Akt 経路の活性化の有無を検討した。 

1. 変異 TDP-43 遺伝子導入で、運動ニューロンにおける GPNMB の発現が増加

した。 

2. 変異 TDP-43 遺伝子導入および血清除去によって運動ニューロン死が惹起さ

れたが、リコンビナント GPNMB によって濃度依存的に改善した。 

3. 変異 TDP-43 遺伝子導入および血清除去によって pERK1/2 および pAkt の発

現が減少したが、リコンビナント GPNMB によっていずれも増加した。 

 

第 3 章では、SOD1G93Aマウス骨格筋萎縮に対する GPNMB の作用を検討するた

めに、SOD1G93A/GPNMB マウスを作製し、腓腹筋の組織評価や神経筋接合部に

おける脱神経の評価を行った。また、GPNMB が骨格筋に直接作用するか否かを

検討するために、GPNMB プラスミドを筋肉内投与し、組織評価などを行った。 

1． 野生型マウスと比べて SOD1G93Aマウス骨格筋では、glycosylated GPNMB お

よび GPNMB の C-末端断片の発現が有意に増加した。 

2． SOD1G93A/GPNMB マウスは、SOD1G93A マウスで認められた筋萎縮が有意に

改善した。 

3． SOD1G93A/GPNMB マウスは、SOD1G93A マウスで認められた筋線維の組織障

害が有意に改善した。 

4． SOD1G93A/GPNMB マウスは、SOD1G93A マウスで認められた神経筋接合部の

脱神経が有意に改善した。 

5． 腓腹筋選択的な GPNMB の過剰発現により、筋線維の組織障害が有意に改善

した。 

6． 対照疾患患者と比較して孤発性 ALS 患者の骨格筋では、GPNMB の C-末端

断片の発現が有意に増加した。 
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Figure 29  Summary of the effects of GPNMB against ALS pathology. 

GPNMB prevents motor neuronal cell death in the central nervous system of ALS models, both mutant 

SOD1 induced and mutant TDP-43 induced toxicity. GPNMB also prevents skeletal muscle disorder 

and denervation of neuromuscular junction by protecting against skeletal muscle injuries in ALS 

models. GPNMB may act on dual sites: the central nervous system and skeletal muscle. 

 

本研究より、孤発性 ALS 患者脊髄で増加した GPNMB 凝集体はアストロサイ

トやミクログリアには局在せず、ニューロンに局在していることを明らかにし

た。孤発性 ALS 患者脊髄における GPNMB 凝集体は TDP-43 と関連があること

が示唆された。また、GPNMB は変異 TDP-43 誘発運動ニューロン死を ERK1/2

経路や Akt 経路の活性化を介して抑制することが示唆された。さらに、GPNMB

は SOD1G93Aマウスの筋萎縮や脱神経を改善した。また、GPNMB は中枢だけで

はなく骨格筋に対しても直接作用し、組織障害を改善した (Fig. 29)。 

以上の結果より、GPNMBは変異 SOD1が関連する家族性ALSだけではなく、

孤発性 ALS に対しても有用である可能性がある。また、GPNMB は脊髄と骨格

筋という、ALS の病態において重要な異なる 2 つの組織において作用し、保護

作用を示すことが示唆された。GPNMB が ALS の治療薬開発の治療ターゲット

となることが期待できる。  
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略語一覧表 

 α-BTX α-bungarotoxin 

ADAM a disintegrin and metalloproteinase 

Akt v-akt murine thymoma viral oncogene; protein kinase B 

ALS amyotrophic lateral sclerosis 

  EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

  ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase 1/2 

 FTLD frontotemporal lobar degeneration 

  GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

  GFAP glial fibrillary acidic protein 

  GPNMB glycoprotein transmembrane non metastatic melanoma B 

  hnRNP heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

  Iba1 ionized calcium-binding adapter molecule 1 

  MAP-2 microtubule-associated protein-2 

  MMP matrix metalloproteinase 

  NSC-34 neuroblastoma-spinal cord-34 

 PB phosphate buffer 

 PBS phosphate buffered saline 

  PFA paraformaldehyde 

 SBMA spinal-bulbar muscular atrophy 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SMA spinal muscular atrophy 

SMI-32 neurofilament H non-phosphorylated 

 SOD1 superoxide dismutase 1 
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  SYP synaptophysin 

  TBS tris buffered saline 

  TDP-43 transactive response (TAR)-DNA-binding protein-43 kDa 

  T-TBS tween 20 contained TBS 

  QOL  quality of life 

 


