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【序章】 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は，運動皮質の上位運動ニューロンと，脳幹および脊髄の下

位運動ニューロンの両方が選択的に失われることによって引き起こされる致死的かつ進行

性の神経変性疾患である．ALS の分子病態に関しては，複数の仮説が提唱されており，な

かでも細胞骨格障害と軸索輸送の障害は重要である(van Es et al. 2017)．軸索輸送障害と関連

する運動ニューロンの病理学的異常として，神経変性が細胞体に先行して神経筋接合部を

含む軸索遠位端に始まり，次第に「dying back」により近位に進行していくことが知られて

いる．しかし，その分子病態には不明な点が多い．軸索ガイダンス分子の神経疾患病態への

関わりが近年報告されており，反発性軸索ガイダンス分子である semaphorin-3A（Sema3A）

は，ALS のマウスモデルの遠位軸索近くのシュワン細胞で高度に発現している(De Winter et 

al. 2006)．Sema3A はそのシグナル伝達経路の下流で，collapsin response mediator proteins

（CRMPs）をリン酸化することが知られている．本研究では，ALS の軸索病態における

Sema3A–CRMP シグナル伝達の関与を明らかにすることを目的とした． 

 

【方法】 

リン酸化 Thr509-CRMP1（pThr509-CRMP1）に対する抗体を作成し，免疫組織染色，ウエ

スタンブロッティングを用いて，抗体の特異性を確認した．ヒト胎児腎臓（HEK）293T 細

胞に cyclin-dependent kinase 5（Cdk5）をトランスフェクションし，Cdk5 の有無による Thr509-

CRMP1 のリン酸化を検証した．35 例の孤発性 ALS 患者と 7 例の疾患コントロール患者腰

髄において，pThr509-CRMP1 の発現を，免疫組織学染色で検討した．さらに，ALS の軸索

において古典的なリン酸化タンパク質として知られているリン酸化ニューロフィラメント

（pNF）との関係や，罹病期間を含む ALS 臨床情報との関係性を検証した．一方で，マウ

ス神経芽細胞腫（Neuro2a）細胞株に野生型 CRMP1 とリン酸化を模倣した CRMP1 変異体

をトランスフェクションし，それぞれが神経突起伸長に与える影響について in vitro で検証

した． 



 

 

マウスを用いた実験は，横浜市立大学医学部の研究倫理審査委員会（FA16-069）の承認を

受けており，すべての手順は，施設内動物管理使用委員会のガイドラインに従って実施し

た．またヒト剖検サンプルの使用は，横浜市立大学医学部の研究倫理審査委員会

（B090903014）の承認の下，剖検組織を用いた実験について書面によるインフォームドコ

ンセントを得た． 

 

【結果】 

抗 pThr509-CRMP1 抗体が CRMP1 に特異的に反応することを，Crmp1 ノックアウトマウ

スを用いてウエスタンブロッティング，免疫組織染色で確認した．また，ヒト組織の免疫組

織学染色でペプチドブロック，アルカリフォスファターゼ染色を行い，抗体の特異性を確認

した．さらに，HEK293T 細胞へのトランスフェクションで，Thr509-CRMP1 は Cdk5 により

リン酸化を受けることを，ウエスタンブロッティングを用いて確認した． 

ALS 患者の L4-5 腰髄の免疫組織染色では，図 1 に示すように pThr509-CRMP1 は腫大す

る近位軸索（スフェロイド）に蓄積し，スフェロイドの主要な構成タンパク質である pNF と

共局在していることを見いだした． 

 

スケールバー=100 μm（上図）; 30 μm（下図） 

図 1 ALS 患者，疾患コントロールの腰髄での pThr509-CRMP1 の免疫染色 

 

35 例の孤発性 ALS 患者と７例の疾患コントロール患者腰髄で，前角面積あたりの

pThr509-CRMP1 陽性のスフェロイド数を検証し，ALS 患者群では疾患コントロール群と比

べ，pThr509-CRMP1 陽性スフェロイド数が有意に多いことを明らかにした． 

次に，評価可能な 18 例の ALS 患者のスフェロイド免疫染色で，スフェロイドの pThr509-

CRMP1 および pNF の平均蛍光輝度とそれに対する罹病期間の影響を検討したところ，

pThr509-CRMP1 の平均蛍光輝度は，罹病期間が短い患者で高く，罹病期間が長くなるにつ



 

 

れて，減少していた．逆に pNF の平均蛍光輝度は罹病期間が短い患者で低く，罹病期間が

長くなるにつれ増加していた．（図 2） 

 

図 2 異なる疾患期間を有する ALS 患者のスフェロイドにおける pThr509-CRMP1

（青）および pNF（赤）の平均蛍光輝度（n =18） 

そして，蛍光輝度の pThr509-CRMP1:pNF 比は罹病期間と逆相関していた．また，in vitro

で擬似リン酸化 CRMP1 変異体を Neuro2A 細胞に過剰発現させると，野生型 CRMP1 と比較

して神経突起伸長を阻害した． 

 

【考察】 

本研究の結果，pThr509-CRMP1 が pNF に先行してヒト ALS 運動ニューロン軸索のスフェ

ロイドに蓄積していることを明らかにした．このことは，pThr509-CRMP1 の蓄積が ALS 病

理の一つの特徴であるスフェロイドの形成過程において，比較的病初期から関与している

可能性を示唆している．また細胞モデルで Thr509のリン酸化を模倣したCRMP1において，

野生型 CRMP1 と比較し神経突起伸長が阻害された実験結果と併せると，Sema3A–CRMP カ

スケードの亢進による過剰な CRMP1 のリン酸化は，初期の遠位軸索機能障害に関与すると

考えられた．そして CRMP1 のリン酸化が軸索輸送の障害を介し遠位から近位への軸索障害

の進行を促進し，輸送障害によりリン酸化 CRMP1 (pCRMP1)が近位軸索にスフェロイドと

して蓄積するという病態モデルを提唱した． pCRMP1 の蓄積が pNF の蓄積に先行したこと

は，現在，ALS の疾患進行バイオマーカーとして用いられている pNF に加え，pCRMP1 も

病態初期を反映するバイオマーカー候補として検討する価値があると考えられる． 

 

【結語】 

軸索ガイダンス分子である pCRMP1 は ALS のスフェロイドに存在し，ALS の病態と関連

する． 
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