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研究要旨 
 筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、その90％が孤発性であり、平均3年で死に至る神経難病である。
根治的治療法開発のために、孤発性ALSの治療標的となり得る病態関連遺伝子、分子を同定するこ
とが重要だが、その同定から病態意義の検証へ進める道筋はできていない。 
我々は神経変性疾患に関する調査研究班（神経変性班）を基にALS患者の大規模前向きコホート
（JaCALS）を立ち上げ、既にALS患者905例の前向き臨床情報、DNA、B cell lineを蓄積した。
この3点が結び付けられた大規模リソースは世界的にも類を見ない。前向き臨床情報で示される孤
発性ALS患者の重症度スケール変化パターンおよび生存期間は患者ごとに極めて多彩である。我々
は臨床的解析から、予後予測指標として頸部筋力低下の程度が有用であることを示した。またゲノ
ムワイド一塩基多型（SNPs）タイピング結果と臨床経過との関連解析から、急速な重症度スケー
ル悪化もしくは生存期間と、p値10-9～10-8台で関連するSNPsを複数個見出した。その他に国内の
複数の研究者にJaCALSゲノム遺伝子リソースを提供することにより、ALSおよび他の神経変性疾
患関連遺伝子の解析検証を行い、多くの実績を得ている。 

 連携する慶応義塾大学岡野研では、B cell lineを用いてiPS細胞を樹立する技術が確立された。今
回同定された個別の遺伝子多型を持つ孤発性ALS患者からiPS細胞ライブラリーを作製し、効率的
に病態関連分子の検証、疾患モデル系の作製、病態解析研究を進める基盤が整った。大規模疾患コ
ホートによる発症・進行に関わる遺伝子多型の探索同定、それに基づくiPS細胞ライブラリー樹立
と病態解明は、今後の孤発性神経疾患の病因・病態解明へのパラダイムを形成する可能性がある。 
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A.研究目的 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は90％が孤発性

であり、平均3年で死に至る神経難病である。

本研究は一塩基多型（SNPs）、rare variants

解析により病態関連遺伝子を同定し、その遺伝

子型を持つ患者由来のiPS細胞ライブラリーを

構築して、病態的意義の検証、治療薬スクリー

ニング体制の整備を行うことを目的とする。 

遺伝性神経変性疾患は、遺伝子異常を用いた

モデル動物により病態解明研究が飛躍的に進

んだ。しかし孤発性ALSについての方法論は未

確立である。従来報告されてきた孤発性ALS関

連遺伝子多型はオッズ比1.5以下であり、ここか

らモデル動物を作製し、病態解析研究を進める

ことは難しい。より病態寄与度の高い遺伝子を

見出し、病態的意義の検証解析を行う系を確立

する必要がある。 

孤発性ALSについて、前向き臨床情報、DNA、

B-cell lineの組み合わせは世界的に類例がない。

臨床情報、遺伝子の関連解析から病態関連遺伝

子を抽出し、B-cell lineを用いて特定の遺伝子

型、臨床型を有する患者のiPS細胞ライブラリ

ーを作製し、病態を解析することは、孤発性

ALSの分子病態解明、治療薬スクリーニング系

の開発につながりうる。 

 

B.研究方法 

JaCALS研究リソースの維持・拡大 

 JaCALS 参加施設において ALS と診断され

た例について、文書によるインフォームドコン

セントを得て登録を行った。登録時および 1年

おきに神経内科医師による臨床評価を行った。

また、信頼性検証済み(BRAIN and NERVE: 神

経研究の進歩 2011)のシステムにより、臨床研

究コーディネーター（CRC）による電話調査を

3カ月おきに実施し、代表的な ALS重症度スケ

ールである ALSFRS-R 日本版スコアおよび侵

襲的処置の有無などの予後情報を調査した。登

録時に静脈採血を行い、血液検体から DNA 抽

出および EBウイルスを用いた B-cell line作製

を行った。臨床情報および血液検体は参加施設

外に出る際には匿名化され、研究統括施設（名

古屋大学）に送付された。参加施設をベースに

JaCALS運営委員会を組織し、検体は運営委員

会の管理のもとで解析研究に供する形とした。

患者の配偶者など患者と血縁が無く、文書での

インフォームドコンセントが得られた人から

も静脈採血を行い、DNA抽出および B-cell line

作製を行いコントロール検体とした。コントロ

ールは連結不可能匿名化した。運営事務局は名

古屋大学に設置した。JaCALS 参加施設は 30

施設に拡大した。 

 

孤発性 ALS病態関連遺伝子の探索 

 平成 24 年度に JaCALS に登録された ALS

患者 650例の遺伝子検体について、全ゲノム網

羅的な遺伝子多型タイピングを行った。SNPア

レイは、70万 SNPs＋25万 exome chipを搭載

し た Illumina 社 製 OmniExpressExome 

BeadChip を使用した。全例について SNP タ

イピングし、データの品質管理を行った

（Hardy-Weinberg平衡検定値、call rate等）。

さらに identity-by-state 法により隠れた近親

者を検定し、一方を除外した。同時に QQプロ

ット (quantile-quantile plot) を作製し、λ値

（inflation factor）により集団構造化の可能性

が低いことを確認した。平成 25 年度にバリデ

ーションのために、JaCALS 登録の ALS 患者

追加検体および、自治医科大学神経内科および

共同研究施設の北海道大学神経内科において

蓄積された ALS 患者遺伝子検体の計 349 例に

ついて、同様の OmniExpressExomeBeadChip

を用いた SNPタイピングを実施した。 

 得られた SNP タイピング結果を用いて、縦

断的臨床像との関連を網羅的に解析した。解析

方法とそれぞれの結果は研究結果欄に示す。 

SOD1、TDP-43、FUS などを含む 28 の既知

の ALS 関連遺伝子について、孤発例において
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も遺伝子異常が見いだされる場合がある。その

検証システム構築のために、Ion AmpliSeq™ 

Custom Panelを用いてプライマーペアのセッ

トを作成した。これを用いてmultiplex PCRを

行い、アダプターのライゲーションを行い、ラ

イブラリを作成した。作成したライブラリは

Ion One Touch™システムを用いてエマルジョ

ン PCR を行い、テンプレートを精製した。精

製したテンプレートを Ion PGM™シークエンサ

ーを用いて配列解析を行った。 

名古屋大学理学部遺伝子実験施設の次世代

シークエンサーSOLiD5500xl を利用し、

Agilent社のSureselect ターゲットエンリッチ

システムを用いて、全エクソンの解析を行うシ

ステムを構築した。ライブラリー作成に関して

は、Covaris 社の超音波破砕システム Covaris 

S220 お よ び LifeTechnology 社 の

Librarybuilderを導入し、高品質なライブラリ

ーをハイスループットで作成出来る体制を整

えた。得られた遺伝子 Data 解析に関しては、

CLCbio社の CLC GenomicWorkbenchソフト

ウエアを導入し、SOliD 5500xlで得られた遺伝

子リード配列をヒト標準配列（hg19）にマッピ

ングし、その後に Variant情報を収集、さらに

dbSNP を始めとするデータベースとの比較検

討を行う事によって、新規の SNV を抽出でき

るシステムを構築した。 

 

（倫理面への配慮） 

研究に参加するすべての施設で研究計画の

倫理委員会承認を得た。倫理委員会にて承認さ

れた説明書・同意書を用いて十分な説明を行い、

文書同意を得た場合にのみ研究に参加いただ

いている。対象者が書字不能、認知機能障害な

どにより、文書による同意表明が困難な場合に

は、代諾者に文書同意を得た。代諾者は親権者、

提供者本人の配偶者、成人した子、父母、成人

の兄弟姉妹もしくは孫、祖父母、同居の親族の

中から選定した。研究にあたっては研究参加者

に不利益が生じないように個人情報の保護、プ

ライバシーの尊重に努力し最大限の注意を払

った。検体・資料を分析する際には、氏名・住

所・生年月日などの個人情報を取り除き、匿名

符号をつけ、連結可能匿名化して厳重に管理し

た。 

 

C.研究結果 

JaCALS研究リソースの維持・拡大、臨床的解

析 

 JaCALSにおける ALS患者登録数は平成 26

年 1月末時点で 905例、コントロール検体数は

277例になった。縦断的な予後情報取得は順調

にできており、90％以上の follow up率を維持

している。 

 2011 年までに登録された 520 例の縦断像の

解析により、頸部筋力低下の有無が ALS 患者

の生存や嚥下機能、上肢機能の維持など多彩な

予後予測に有用であることを示した（J Neurol 

Neurosurg Psychiatry, 2013）。 

 

図 1．頸部筋力低下と予後 
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（図 1解説） 

徒手筋力検査（MRC score:0～5）の値により、

登録時からの生存期間および言語機能、嚥下機

能、上肢機能、寝返り、下肢機能が廃絶するま

での期間が分かれる。 

 

 

孤発性 ALS病態関連遺伝子の探索 

①ALSFRS-R（重症度スケール）の経時的推移

と関連する因子 

ALSFRS-R は、ALS 患者に対する臨床研究

や治験において世界標準として用いられる重

症度スケールである。JaCALSに登録された孤

発性 ALS患者の、発症してからの ALSFRS-R

経時的変化を図 2に示す。 

 

図 2．孤発性 ALS発症後の ALSFRS-R経過 

（図 2解説） 

孤発性 ALS患者の進行は極めて多様である。 

 

 このような多彩な進行パターンについて、混

合分布モデルを用いて類型化を行った。2006

年 2月から 2012年 10月までに JaCALSに登

録され、孤発性で、改訂 El Escorial 診断基準

で possible 以上、登録時呼吸器未装着であり、

発症から 5 年までの ALSFRS-R 推移データが

得られている ALS患者 465例を対象とした。 

 その結果、ALSFRS-Rの経時的変化は急速進

行型、シグモイド型、単調減少型、緩徐型の 4

型に分類された。 

 

 

図 3．孤発性 ALS患者経過・進行の類型化 

 

 これら 4つの類型と関連する臨床的因子とし

て発症年齢、性別、発症部位（上肢、下肢、頸

部、球麻痺）、リルゾールの有無について解析

を行ったが、表 1に示すように有意なものは認

めなかった。 

 

表 1．類型と臨床的因子との比較 

 

この類型と遺伝子多型（70 万 SNPs＋25 万

exome chip）との関連解析を行った。遺伝子多

型関与のモデルとして、Dominant model: メ

ジャーアレルホモの例に対するマイナーアレ

ル保有例のオッズ比、Recessive model: メジャ

ーアレル保有例に対するマイナーアレルホモ

例のオッズ比、Additive model: マイナーアレ

ルが一つ増えることに対するオッズ比、以上の

3パターンを用いた。 

 その結果、急速進行型と関連する SNPs が
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Recessive modelにおいて見出され、そのうち

7つが p値 10 -8台であった。そのManhattan 

plotを以下に示す。 

 

図 4．Manhattan plot(急速進行型と関連) 

 

図 5．Positional p values  
(有意な部分の拡大) 

 

 Haploview4.2 ソフトウェアを用いてハプロ

タイプ解析を行ったところ、これらの SNPsは

強い連鎖不平衡状態にあることが示された。 

 

図 6. Haplotype解析 

 

 さらに、1000genomes PhaseⅠversion3 ア

ジア人(286例)を referenceとして genotype 

imputationを実施した。ソフトウェアはmach 

ver1.018 (pre-phase)、minimac- 2013.07.17 

(imputation) を用いた。 

 

図 7.imputation後 positional p values 
   （有意な部分の強拡大） 

 

 Imputation の結果により、p 値 10-9 台の

SNPs を3個、10-8台のSNPs を41個認めた。 

 京都大学をはじめ、我が国の 5拠点が構築し

た The Human Genetic Variation Database 

(HGVD)における expression QTL (eQTL)デ

ータベースを用いた検索において、タイピング

データで p 値 10-8台での関連を示した 7SNPs

のうち6SNPsはマイナーアレルホモの場合に、

遺伝子 X の発現が低下していることが示され

た。 

 

②ALS患者生存期間と関連する因子 

ALS 患者の生存期間と関連する遺伝子多型

についての検討も実施した。 

 Exploration群として JaCALSに登録された

孤発性 ALS患者 514例、Validation群として

JaCALSの追加検体および、自治医科大学神経

内科、北海道大学神経内科の孤発性 ALS 患者

検体計 292例を対象とした。これらについて発

症から死亡または人工呼吸器装着（気管切開を

伴う）までの期間と 70万 SNPs＋25万 exome 

variants との関連を解析した。解析方法は

Multivariate Coxを用い、発症年齢とリルゾー

ルの有無を調整した。Exploration 群で p 値が

10-5台以下となった SNP を Validation 群で検

証した。 
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 その結果、Exploration群と Validation群の

メタ解析で p値が 10-9台を示す SNPを一つ、

10-8台を示す SNPを一つ見出した。 

 

表 2.ALS患者の生存期間と関連する SNPs 

 

図 9.ALS 患者の生存期間と関連する SNPs と生

存曲線 
SNP X 

 

SNP Y 

 

(図 9解説) 

SNPXも SNPYもマイナーアレルホモ、ヘテロ、

メジャーアレルホモの順で発症からの生存期

間が短くなっている。 

 

③既知の ALS 関連遺伝子異常スクリーニング

および次世代シークエンサーによるエクソー

ム解析 

 自治医科大学における High-Resolution 

Melting 解析による遺伝子異常スクリーニング

および、Ion PGMシークエンサーを用いた配列

解析による ALS 関連遺伝子異常スクリーニン

グにおいて、JaCALS登録例のうち家族歴のあ

るものも含めて計592検体の解析を実施したと

ころ、SOD１変異例 24例、TDP43変異例 3例、

angiogenin変異例 4例、FUS変異例 6例を認

めた。 

 次世代シークエンサーを用いたエクソーム

解析については、現在孤発性 ALS 391 例のエ

クソームシークエンスを行い、データ解析を進

めている。 

 「パーソナルゲノム情報に基づく脳疾患メカ

ニズムの解明」班（代表：辻省次）拠点施設で

ある東京大学神経内科にコントロール検体 202

例を送付し、日本人のエクソームコントロール

データ構築に供している。 

 

JaCALS 研究リソースを用いた ALS および他

の神経変性疾患関連遺伝子の検証 

 JaCALS において蓄積されたゲノム遺伝子

等のリソースを用いて、本研究期間内に ALS

および他の神経変性疾患の様々な関連遺伝子

について解析が行われた。家族性 ALS の原因

遺伝子の一つであるC9ORF72遺伝子変異の我

が国の孤発性 ALS 患者における頻度検証

（Neurobiol Aging 2012）、新規家族性 ALS原

因遺伝子 ERBB4 変異の検証（Am J Hum 

Genet 2013）、多系統萎縮症関連遺伝子の検証

（N Engl J Med 2013）、Idiopathic basal 

ganglia calcification 原 因 遺 伝 子 検 証  

（Neurology 2014）、TFG遺伝子変異のスクリ
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ーニング（in preparation）の実績がある。 

 

D.考察 

ALS患者の有病率は人口 10万人あたり 6－7

人程度、発症率は人口 10 万人あたり 2 人程度

である。糖尿病や高血圧症などの common 

disease と異なり、数百例以上の疾患コホート

構築や検体の蓄積は容易ではない。 

JaCALSにおいては 900例以上の ALS患者

登録とゲノム遺伝子および不死化細胞の蓄積

に成功しており、加えて前向き縦断的な臨床経

過の情報を高率に蓄積できている点で、世界で

も有数の研究リソースが構築できていると考

えられる。 

本研究において、ALS患者の進行・予後を左

右する遺伝子多型を見出すことができている。

これは病態抑止治療の分子標的同定に直接つ

ながりうる成果である。すなわち、ALS患者の

重症度が急速に悪化する、あるいは生存期間が

短くなることに関連する遺伝子、タンパクを同

定できれば、それらを標的にした薬剤をスクリ

ーニングすることで病態抑止治療のための創

薬に結びつけることができる。 

この遺伝子多型と関連する遺伝子・タンパク

の検証と病態解析から、薬剤スクリーニングに

つなげるモデルとしては、該当する遺伝子多型

を持つ ALS 患者由来の iPS 細胞が最も適切で

あろう。iPS 細胞技術を持つ慶応大学岡野研と

は一貫して共同研究体制にあり、岡野研では不

死化リンパ球から iPS細胞を作製する技術を確

立している。 

現在、ALSの進行・予後に関連する遺伝子多

型を見出しつつある段階であり、これから図 10

の戦略を強力に推進することにより、悲願であ

る ALS の病態抑止治療開発が実現できる可能

性が開かれると考えられる。 

 ALS患者の進行・予後を左右する遺伝子多型

の同定は、治験デザインにも寄与しうる。ALS

患者に対する治験では治療効果評価のために

ALSFRS-Rの変化値を用いることが多い。しか

しながら図 2 で示したように ALS 患者の重症

度変化は極めて多彩である。従って病態抑止治

療の効果を治験で検出するためには、あらかじ

め同じような進行が予想される群を定め、適切

に割付けるなど、デザインが重要である。進行

を規定する因子は割付け因子に用いるなど、治

験デザインの改善に有用である可能性がある。 

 

図 10.ALS患者不死化リンパ球から iPS細胞作製、
神経細胞誘導と創薬 

 

 

E.結論 

・900 例規模の ALS 患者前向きコホートの構

築に成功しており、合わせてゲノム遺伝子、不

死化リンパ球の蓄積がなされている。これらは

世界的にも有数の研究リソースである。 

・ALS患者の進行を左右する遺伝子多型および

生存期間を左右する遺伝子多型を見出してお

り、これらを手がかりに ALS 病態抑止治療開

発に向けた戦略を推進できる。 

 

＜JaCALS参加施設＞ 

東北大学 加藤昌昭 青木正志 

新潟大学 石原智彦 西澤正豊 

自治医科大学 森田光哉  

東京都立神経病院 川田明広 中野今治 

静岡てんかん神経医療センター 小尾智一 

東名古屋病院 饗場郁子 

名古屋大学 祖父江元 
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ビハーラ花の里病院 日地正典 織田雅也 

     和泉唯信 

順天堂大学 富山弘幸 大垣光太郎 

    服部信孝  

徳島大学 和泉唯信 梶龍兒 

鈴鹿病院 酒井素子 小長谷正明 

拓海会神経内科クリニック 藤田拓司 

群馬大学 藤田行雄 池田佳生 

静岡富士病院 溝口功一 

宮城病院 今井尚志 

岡山大学 山下徹、阿部康二 

国立精神神経センター 村田美穂 

京都府立医科大学 能登祐一 中川正法 

三重大学 谷口彰 

相模原病院 長谷川一子 

東京大学 石浦浩之 辻省次 

京都大学 山下博史 高橋良輔 

鳥取大学 渡辺保裕 中島健二 

山梨大学 長坂高村 瀧山嘉久 

東京病院 中村美恵 

北海道大学 加納崇裕 佐々木秀直 

東邦大学大森病院 狩野修 

千葉大学 澁谷和幹 桑原聡 

九州大学 林信太郎 吉良潤一 

東京医科大学 相澤仁志 
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