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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ていたが、

平成 25 年度には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 、

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

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
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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 

 

（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 
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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。 

 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。 

 

図 3．孤発性 ALS 患者経過・進行の類型化 

 

 

 

 
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

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。 
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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。 

 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。 
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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

ーニング（in preparation）の実績がある。 

 

D.考察 
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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 

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  
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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 

 

F.健康危険情報 

 特記なし。 

 

G.研究発表 

1.論文発表 

Yamada M, Tanaka M, Takagi M, Kobayashi 
S, Taguchi Y, Takashima S, Tanaka K, Touge 
T, Hatsuta H, Murayama S, Hayashi Y, 
Kaneko M, Ishiura H, Mitsui J, Atsuta N, 
Sobue G, Shimozawa N, Inuzuka T, Tsuji S, 
Hozumi I. Evaluation of SLC20A2 
mutations that cause idiopathic basal 
ganglia calcification in Japan. Neurology. 
2014;82:705-12. 
 
Riku Y, Watanabe H, Yoshida M, Tatsumi S, 
Mimuro M, Iwasaki Y, Katsuno M, Iguchi Y, 
Masuda M, Senda J, Ishigaki S, Udagawa T, 
Sobue G.  Lower motor neurons are 
commonly involved in TDP-43-related 

frontotemporal lobar degeneration and 
amyotrophic lateral sclerosis. JAMA 
Neurology . 2014;71:172-9. 

 
Nakamura R, Atsuta N, Watanabe H, 
Hirakawa A, Watanabe H, Ito M, Senda J, 
Katsuno M, Tanaka F, Izumi Y, Morita M, 
Ogaki K, Taniguchi A, Aiba I, Mizoguchi K, 
Okamoto K, Hasegawa K, Aoki M, Kawata A, 
Abe K, Oda M, Konagaya M, Imai T, 
Nakagawa M, Tsuji S, Kaji R, Nakano I, 
Sobue G. Neck weakness is a potent 
prognostic factor in sporadic amyotrophic 
lateral sclerosis patients. J Neurol 
Neurosurg Psychiatry. 2013;84: 1365-71. 
 
Takahashi Y, Fukuda Y, Yoshimura J, Toyoda 
A, Kurppa K, Moritoyo H, Belzil VV, Dion PA, 
Higasa K, Doi K, Ishiura H, Mitsui J, Date H, 
Ahsan B, Matsukawa T, Ichikawa Y, 
Moritoyo T, Ikoma M, Hashimoto T, Kimura 
F, Murayama S, Onodera O, Nishizawa M, 
Yoshida M, Atsuta N, Sobue G; JaCALS, 
Fifita JA, Williams KL, Blair IP, Nicholson 
GA, Gonzalez-Perez P, Brown RH Jr, Nomoto 
M, Elenius K, Rouleau GA, Fujiyama A, 
Morishita S, Goto J, Tsuji S. ERBB4 
mutations that disrupt the neuregulin-ErbB4 
pathway cause amyotrophic lateral sclerosis 
type 19. Am J Hum Genet. 2013;93:900-5. 
 
Iguchi Y, Katsuno M, Ikenaka K, Ishigaki S, 
Sobue G. Amyotrophic lateral sclerosis: an 
update on recent genetic insights. J Neurol. 
2013;260:2917-27. 
 
Iguchi Y, Katsuno M, Niwa J, Takagi S, 
Ishigaki S, Ikenaka K, Kawai K, Watanabe H, 
Yamanaka K, Takahashi R, Misawa H, 
Sasaki S, Tanaka F, Sobue G.  Loss of 
TDP-43 causes age-dependent progressive 
motor neuron degeneration. Brain. 
2013;136:1371-82. 
 

Multiple-System Atrophy Research 

Collaboration.  Mutations in COQ2 in 

familial and sporadic multiple-system 
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atrophy. N Engl J Med. 2013;369: 233-44. 

 

Takagi S, Iguchi Y, Katsuno M, Ishigaki S, 

Ikenaka K, Fujioka Y, Honda D, Niwa J, 

Tanaka F, Watanabe H, Adachi H, Sobue G. 

RNP2 of RNA recognition motif 1 plays a 

central role in the aberrant modification of 

TDP-43. PLoS One. 2013;8:e66966. 

 

Honda D, Ishigaki S, Iguchi Y, Fujioka Y, 

Udagawa T, Masuda A, Ohno K, Katsuno M, 

Sobue G. The ALS/FTLD-related 

RNA-binding proteins TDP-43 and FUS have 

common downstream RNA targets in cortical 

neurons. FEBS Open Bio. 2013;4:1-10. 

 

Fujioka Y, Ishigaki S, Masuda A, Iguchi Y, 

Udagawa T, Watanabe H, Katsuno M, Ohno 

K, Sobue G. FUS-regulated region- and 

cell-type-specific transcriptome is associated 

with cell selectivity in ALS/FTLD. Sci Rep. 

2013;3:2388. 

 

Doi H, Adachi H, Katsuno M, Minamiyama 

M, Matsumoto S, Kondo N, Miyazaki Y, Iida 

M, Tohnai G, Qiang Q, Tanaka F, Yanagawa T, 

Warabi E, Ishii T, Sobue G. p62/SQSTM1 

differentially removes the toxic mutant 

androgen receptor via autophagy and 

inclusion formation in a spinal and bulbar 

muscular atrophy mouse model. J Neurosci. 

2013;33:7710-27. 

 

Ikenaka K, Kawai K, Katsuno M, Huang Z, 

Jiang YM, Iguchi Y, Kobayashi K, Kimata T, 

Waza M, Tanaka F, Mori I, Sobue G. 

dnc-1/dynactin 1 knockdown disrupts 

transport of autophagosomes and induces 

motor neuron degeneration. PLoS One. 

2013;8:e54511.  

 

Kondo N, Katsuno M, Adachi H, 

Minamiyama M, Doi H, Matsumoto S, 

Miyazaki Y, Iida M, Tohnai G, Nakatsuji H, 

Ishigaki S, Fujioka Y, Watanabe H, Tanaka F, 

Nakai A, Sobue G. Heat shock factor-1 

influences pathological lesion distribution of 

polyglutamine-induced neurodegeneration. 

Nat Commun. 2013;4:1405. 

 

Tsuiji H, Iguchi Y, Furuya A, Kataoka A, 

Hatsuta H, Atsuta N, Tanaka F, Hashizume 

Y, Akatsu H, Murayama S, Sobue G, 

Yamanaka K. Spliceosome integrity is 

defective in the motor neuron diseases ALS 

and SMA. EMBO Mol Med. 2013;5:221-34. 

 

Rabkin J, Ogino M, Goetz R, McElhiney M, 

Marziliano A, Imai T, Atsuta N, Morita M, 

Tateishi T, Matsumura T, Mitsumoto H. 

Tracheostomy with invasive ventilation for 

ALS patients: neurologists' roles in the US 

and Japan. Amyotroph Lateral Scler 

Frontotemporal Degener. 2013;14:116-23. 

 

2.学会発表 

Nakamura R, Atsuta N, Watanabe H et al. 

Neck weakness is a potent prognostic factor 

in sporadic amyotrophic lateral sclerosis.  

24th International Symposium on ALS/MND, 

December, 2013, Milan, Italy 

 

H.知的財産権の出願・登録状況 

1.特許出願 ALS 疾患関連遺伝子配列解析

用の補足 PCR プライマーセット、ALS 疾患関

連遺伝子配列の解析方法、及び ALS 疾患の検

査方法 特願 ２０１３−２３４０５５ 

2.実用新案登録 特記なし。 
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厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業） 
平成 25 年度（分担）研究報告書 

大規模孤発性 ALS 患者前向きコホートの遺伝子・不死化細胞リソースを用いた 
病態解明、治療法開発研究 

 

ALS 疾患関連遺伝子解析 

 
研究分担者 勝野 雅央 

 名古屋大学大学院医学系研究科 神経内科学 准教授 
 

研究協力者 曽根 淳、中村亮一 
名古屋大学医学部附属病院 神経内科 

 
研究要旨 
 筋萎縮性側索硬化症（ALS）の 90％以上は孤発性であり、5～10％は家族性である。家族性
ALS の多くは単一遺伝子の変異により引き起こされると考えられ、原因遺伝子は複数同定されて
いる。臨床的には孤発性 ALS と判断される例でも家族性 ALS の原因遺伝子異常が見いだされる
例があり、それらの網羅的なスクリーニングが必要である。次世代シーケンサーを用いた既知の
ALS 原因遺伝子スクリーニングシステムの構築を行った。 
 
 
A.研究目的・背景 

ALS は、代表的な神経難病であり、運動ニュ

ーロンの選択的な変性脱落により、発症から平

均 3-4 年で死亡または永続的な人工呼吸器装着

が必要となる。その病態解明と治療法開発は喫

緊の課題である。 

 ALS 患者の 90％以上は孤発性であり、5％程

度に家族歴がある。家族性 ALS は SOD1 、

TDP-43、FUS など複数の病因遺伝子が同定さ

れており、これらの遺伝子を手掛かりに疾患モ

デルを構築するなど病態解明研究が進められ

ている。 

 

 一方、大部分を占める孤発性 ALS の病態関

連遺伝子・分子は十分に解明されておらず、病

態解明から治療法開発に至る道筋は未確立で

ある。孤発性 ALS の病態関連遺伝子・分子を

同定することが、本研究の主目的の一つである。 

 ALS 患者大規模疾患コホート JaCALS を用

いたこれまでの解析にて、日本人の孤発性 ALS

の1.6％でSOD1 遺伝子変異が認められること

（Neurol Res Int. 2011;2011:165415.）や、

C9ORF72 遺伝子変異が 0.4％で認められる

（Neurobiology of Aging. 2012;33 2527.e11 

–2527.e16）ことが示されている。家族歴が明

らかでなく、臨床的には孤発性 ALS と判断さ

れる例でも家族性 ALS の原因となる遺伝子異

常が認められる例が存在する。家族性 ALS に

関連する遺伝子が孤発例にどのように関わっ

ているのか検証する必要がある。 

 

B.研究方法 

SOD1、TDP-43、FUS などを含む 28 の既知

の ALS 関連遺伝子について、検証システム構
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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。 

 

倫理面への配慮 

研究はヒトゲノム遺伝子解析研究に関する

倫理指針および臨床研究に関する倫理指針を

遵守して実施した。研究計画は名古屋大学医学

部倫理委員会の承認を得ており、研究対象患者

に対しては文書でのインフォームドコンセン

トを得ることを必須とした。患者臨床情報およ

び遺伝子検体はすべて連結可能匿名化して保

存、解析された。 

 

C.研究結果 

JaCALS に登録された孤発性 ALS 症例のう

ち、自治医科大学における HRM 法で、既知の

遺伝子異常スクリーニングで既知の家族性

ALS 原因遺伝子変異を認めなかった例のうち、

213 例の解析を実施した。 

28 遺伝子エクソン領域の網羅的シーケンス

にて、アミノ酸変化を伴う variant は大部分の

例で存在し、1例あたり平均10.2個認められた。

これらのうち、米国 the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)が提供する

遺伝子多型データベース dbSNP および、我が

国の大規模遺伝子多型データベースである

Human Genetic Variation Database (HGVD)

のいずれにも登録の無い variant を認めた例は

36 例（16.9％）あった。 

 

D.考察 

臨床的に孤発性 ALS と判断される例で、家

族性 ALS 原因遺伝子の異常が認められる例が

あり、その原因としては de novo 変異、家族歴

が存在するが認知されていないなど複数の要

因が考えられる。一部の例は浸透率の低さなど

の理由により、孤発性に見えている可能性もあ

る。十分大きな家系調査により segregation 

study ができない遺伝子 variant についても、

発症への寄与がある可能性がある。iPS 細胞モ

デル、動物モデル、遺伝子発現解析などによる

検証が求められる。 

 

E.結論 

 孤発性 ALS 病態関連遺伝子・分子の探索を

進めるにあたり、既知の家族性 ALS 原因遺伝

子のスクリーニングは重要である。引き続き、

次世代シーケンサーを用いたスクリーニング

システムによる解析を推進する。 

 

F.健康危険情報 

特記なし。 

 

G.研究発表 

1.論文発表 

Riku Y, Watanabe H, Yoshida M, Tatsumi S, 
Mimuro M, Iwasaki Y, Katsuno M, Iguchi Y, 
Masuda M, Senda J, Ishigaki S, Udagawa T, 
Sobue G.  Lower motor neurons are 
commonly involved in TDP-43-related 
frontotemporal lobar degeneration and 
amyotrophic lateral sclerosis. JAMA 
Neurology . 2014;71:172-9. 

 
Nakamura R, Atsuta N, Watanabe H, 
Hirakawa A, Watanabe H, Ito M, Senda J, 
Katsuno M, Tanaka F, Izumi Y, Morita M, 
Ogaki K, Taniguchi A, Aiba I, Mizoguchi K, 
Okamoto K, Hasegawa K, Aoki M, Kawata A, 
Abe K, Oda M, Konagaya M, Imai T, 
Nakagawa M, Tsuji S, Kaji R, Nakano I, 
Sobue G. Neck weakness is a potent 
prognostic factor in sporadic amyotrophic 
lateral sclerosis patients. J Neurol 
Neurosurg Psychiatry. 2013;84: 1365-71. 
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Iguchi Y, Katsuno M, Ikenaka K, Ishigaki S, 
Sobue G. Amyotrophic lateral sclerosis: an 
update on recent genetic insights. J Neurol. 
2013;260:2917-27. 
 
Iguchi Y, Katsuno M, Niwa J, Takagi S, 
Ishigaki S, Ikenaka K, Kawai K, Watanabe H, 
Yamanaka K, Takahashi R, Misawa H, 
Sasaki S, Tanaka F, Sobue G.  Loss of 
TDP-43 causes age-dependent progressive 
motor neuron degeneration. Brain. 
2013;136:1371-82. 
 

Takagi S, Iguchi Y, Katsuno M, Ishigaki S, 

Ikenaka K, Fujioka Y, Honda D, Niwa J, 

Tanaka F, Watanabe H, Adachi H, Sobue G. 

RNP2 of RNA recognition motif 1 plays a 

central role in the aberrant modification of 

TDP-43. PLoS One. 2013;8:e66966. 

 

Honda D, Ishigaki S, Iguchi Y, Fujioka Y, 

Udagawa T, Masuda A, Ohno K, Katsuno M, 

Sobue G. The ALS/FTLD-related 

RNA-binding proteins TDP-43 and FUS have 

common downstream RNA targets in cortical 

neurons. FEBS Open Bio. 2013;4:1-10. 

 

Fujioka Y, Ishigaki S, Masuda A, Iguchi Y, 

Udagawa T, Watanabe H, Katsuno M, Ohno 

K, Sobue G. FUS-regulated region- and 

cell-type-specific transcriptome is associated 

with cell selectivity in ALS/FTLD. Sci Rep. 

2013;3:2388. 

 

Doi H, Adachi H, Katsuno M, Minamiyama 

M, Matsumoto S, Kondo N, Miyazaki Y, Iida 

M, Tohnai G, Qiang Q, Tanaka F, Yanagawa T, 

Warabi E, Ishii T, Sobue G. p62/SQSTM1 

differentially removes the toxic mutant 

androgen receptor via autophagy and 

inclusion formation in a spinal and bulbar 

muscular atrophy mouse model. J Neurosci. 

2013;33:7710-27. 

 

Ikenaka K, Kawai K, Katsuno M, Huang Z, 

Jiang YM, Iguchi Y, Kobayashi K, Kimata T, 

Waza M, Tanaka F, Mori I, Sobue G. 

dnc-1/dynactin 1 knockdown disrupts 

transport of autophagosomes and induces 

motor neuron degeneration. PLoS One. 

2013;8:e54511.  

 

Kondo N, Katsuno M, Adachi H, 

Minamiyama M, Doi H, Matsumoto S, 

Miyazaki Y, Iida M, Tohnai G, Nakatsuji H, 

Ishigaki S, Fujioka Y, Watanabe H, Tanaka F, 

Nakai A, Sobue G. Heat shock factor-1 

influences pathological lesion distribution of 

polyglutamine-induced neurodegeneration. 

Nat Commun. 2013;4:1405. 

 

H.知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1.特許出願 ALS 疾患関連遺伝子配列解析用

の補足 PCR プライマーセット、ALS 疾患関連

遺伝子配列の解析方法、及び ALS 疾患の検査

方法 特願 ２０１３−２３４０５５ 

2.実用新案登録 特記なし。 
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厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業） 
平成 25 年度（分担）研究報告書 

大規模孤発性 ALS 患者前向きコホートの遺伝子・不死化細胞リソースを用いた 
病態解明、治療法開発研究 

 

大規模 ALS 患者前向きコホートの構築 

 

研究分担者 渡辺 宏久 

 
名古屋大学脳とこころの研究センター 特任教授 

 
 

研究要旨 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、平均 3 年で死に至る代表的な神経難病である。我々は ALS

患者の大規模前向きコホート（JaCALS：Japanese Consortium for Amyotrophic Lateral 
Sclerosis research）を立ち上げ、全国 30 施設が参加し、既に孤発性 ALS 患者 905 例の前向き
臨床情報、DNA、B cell line を蓄積している。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。この研究リソースを用いて、ALS の進行、予後に関連する臨床的因子、遺伝
子多型の解析が行われ、新規の家族性 ALS 原因遺伝子の孤発例における検証や、他の神経変性
疾患関連遺伝子の検証が行われるなど、多彩な活用がなされている。 
 
 
A.研究目的 

ALS は成人発症の神経変性疾患であり、進行

性に全身の骨格筋萎縮をきたし、発症から平均

3－4 年で死亡または永続的な人工呼吸器装着

に至る。根治的治療法は存在しない。 

標準的医療・介護福祉体制を確立し、治療介

入研究を推進するためには、ALS の縦断像・横

断像を明らかにし、患者の予後等に関与する因

子を解明する体制づくりが必須である。また新

規治療法開発研究促進のためには、良質の自然

歴情報と結びついた遺伝子情報の蓄積が必要

である。得られる臨床情報は臨床現場での患者

への説明や診療方針決定のための貴重な基礎

資料となり、診療の質向上に寄与できる。また

治験計画策定・推進、医療・福祉行政の施策策

定にあたって必須の情報となる。千例規模の患

者ゲノム遺伝子解析は難病とされる神経変性

疾患の病態解明に寄与し得る。 

本研究は神経変性疾患に関する調査研究班

（神経変性班）をベースに多施設共同 ALS 患

者コホート（JaCALS）を構築し、前向き縦断

的臨床情報、DNA、B cell line を蓄積し、これ

らを基に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。 

 

B.研究方法 

研究の対象は神経内科医が ALS と診断し本

人に告知した患者とした。医師による臨床評価

は、病型、初発症状、肺活量、神経所見、各処

置の導入時期などにつき行い、ADL の評価は日

本版 ALSFRS-R を用いた。経管栄養導入や呼

吸器装着などの病気の進行を示す重要なイベ

ント（エンドポイント）および ALSFRS-R に

ついて、3 ヶ月に一度、臨床研究コーディネー

ター（CRC）から患者もしくは主介護者に対し

て電話インタビューによる調査を行った。CRC

には、研究の概要、関連する倫理指針、研究実

施手順、既知の ALS 臨床像、患者および介護
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者に対して行うべき配慮等に関する研修を実

施した。電話調査は信頼性検証済み（BRAIN 

and NERVE: 神経研究の進歩 2011）のシステ

ムを用いて行った。各実施医療機関において文

書による同意の得られた患者から採血を行い、

連結可能匿名化を行った後、外部委託施設に送

付し、DNA抽出およびB-cell line化を行った。

処理された検体はゲノム DNA 保存センターに

て保管した。ALS に罹患しておらず、患者と血

縁関係ではなく、文書での同意が得られた人に

ついて採血を行い正常対照（コントロール）検

体とし、連結不可能匿名化の状態で DNA およ

び B-cell line の形で保存した。 

神経変性班および国立病院機構に属する施

設の中から研究委員会を組織し、委員会の管理

の下で研究プロジェクトを審査し、広く活用で

きる体制を整えた。 

 

倫理面への配慮 

 すべての研究参加者には十分な説明を行い、

文書にて同意を取った。臨床情報、遺伝子検体

について、参加施設内での匿名化および中央事

務局での匿名化を行い、二重に匿名化された形

で解析に供する形とした。研究参加は自由意志

であり、同意はいつでも撤回可能とした。研究

計画は、症例登録を行っている全施設で施設倫

理委員会の承認を得た。 

 

C.研究結果 

 全国 30 施設で患者登録システムの構築を行

い、症例登録を進めた。2014 年 1 月末の時点

で、ALS 患者 905 例の登録ができており、前

向き臨床像の調査を行った。また、合わせてゲ

ノム DNA、B-cell line の保存がなされている。

正常対照は 277 例の登録を行い、連結不可能匿

名化された状態でゲノム DNA、B-cell line の

保存がなされている。 

 

 JaCALS 参加施設を以下に示す。 

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 

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 

 

 登録した ALS 患者について、現在のところ

90％以上で予後の観察ができている。前向きに

臨床経過を調査している JaCALS では、生存の

みでなく多彩な日常生活活動度の予後を把握

することが可能である。 

JaCALS において蓄積されたゲノム遺伝子
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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。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

ーニング（in preparation）の実績がある。 

 

D.考察 

ALS に対して、効率の良い長期縦断自然歴把

握システムを構築できている。CRC からの電話

による予後把握システムにより、臨床現場の負

担を増やすことなく経時的な情報収集が可能

となり、聞き取り調査を主治医にフィードバッ

クすることで日常臨床の充実も図るという双

方向性の診療・研究体制を確立した。また転医

による脱落例を最小限にして長期予後を把握

できる点でも、有用なシステムであると考えら

れる。 

前向き臨床情報をベースに予後予測因子、運

動機能・非運動機能に関与する因子の抽出がで

きており、多彩な解析が実施可能である。臨床

現場への直接の貢献のみならず、治験デザイン

策定などの貴重な基礎情報を発信できる。 

また、大規模に蓄積された患者遺伝子リソー

スは、新規に見いだされた疾患関連遺伝子変異

の検証など多彩な研究に貢献できる。 

今回我々が構築したシステムは、多くの神経

変性疾患に応用可能である。多様な前向きの臨

床情報とリンクした大規模遺伝子リソースは、

神経変性疾患分野では我が国で十分に整備さ

れたことが無く、重要なモデルとなりうる。 

 

E.結論 

ALS に対して優れた長期縦断自然歴把握シ

ステムを構築した。この情報を元に多彩な解析

が可能であり、診療､福祉､介護、行政の現場、

施策策定、治験など臨床研究のデザイン構築に

活用できる貴重な情報発信が行える。 

 前向き臨床像に匿名化された遺伝子リソー

スを結びつけており、疾病の発症のみならず、

進行、臨床病型、予後など従来とは異なる視点

から遺伝子多型との相関を調べることの出来

る基盤が整備された。今後長きにわたり、我が

国発の研究を支える資源となりうる。 

 

F.健康危険情報 

特記なし。 

 

G.研究発表 

1.論文発表 

Riku Y, Watanabe H, Yoshida M, Tatsumi S, 
Mimuro M, Iwasaki Y, Katsuno M, Iguchi Y, 
Masuda M, Senda J, Ishigaki S, Udagawa T, 
Sobue G.  Lower motor neurons are 
commonly involved in TDP-43-related 
frontotemporal lobar degeneration and 
amyotrophic lateral sclerosis. JAMA 
Neurology . 2014;71:172-9. 

 
Nakamura R, Atsuta N, Watanabe H, 
Hirakawa A, Watanabe H, Ito M, Senda J, 
Katsuno M, Tanaka F, Izumi Y, Morita M, 
Ogaki K, Taniguchi A, Aiba I, Mizoguchi K, 
Okamoto K, Hasegawa K, Aoki M, Kawata A, 
Abe K, Oda M, Konagaya M, Imai T, 
Nakagawa M, Tsuji S, Kaji R, Nakano I, 
Sobue G. Neck weakness is a potent 
prognostic factor in sporadic amyotrophic 
lateral sclerosis patients. J Neurol 
Neurosurg Psychiatry. 2013;84: 1365-71. 
 
Iguchi Y, Katsuno M, Niwa J, Takagi S, 
Ishigaki S, Ikenaka K, Kawai K, Watanabe H, 
Yamanaka K, Takahashi R, Misawa H, 
Sasaki S, Tanaka F, Sobue G.  Loss of 
TDP-43 causes age-dependent progressive 
motor neuron degeneration. Brain. 
2013;136:1371-82. 
 

Multiple-System Atrophy Research 
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Collaboration.  Mutations in COQ2 in 

familial and sporadic multiple-system 

atrophy. N Engl J Med. 2013;369: 233-44. 

 

Kondo N, Katsuno M, Adachi H, 

Minamiyama M, Doi H, Matsumoto S, 

Miyazaki Y, Iida M, Tohnai G, Nakatsuji H, 

Ishigaki S, Fujioka Y, Watanabe H, Tanaka F, 

Nakai A, Sobue G. Heat shock factor-1 

influences pathological lesion distribution of 

polyglutamine-induced neurodegeneration. 

Nat Commun. 2013;4:1405. 

 

H.知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1.特許取得 特記なし。 

2.実用新案登録 特記なし。 

3.その他 特記なし。 
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厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業） 
平成 25 年度（分担）研究報告書 

大規模孤発性 ALS 患者前向きコホートの遺伝子・不死化細胞リソースを用いた 
病態解明、治療法開発研究 

 

筋萎縮性側索硬化症の病像・予後に関連する因子の探索・同定 

研究分担者 熱田 直樹 

 
 名古屋大学医学部附属病院 神経内科 助教 

 
 

研究要旨 
多施設共同の ALS 患者経時的臨床情報収集、ゲノム遺伝子収集システムである Japanese 

Consortium for Amyotrophic Lateral Sclerosis research (JaCALS) に蓄積された前向き臨床情
報を用いて、ALS の進行や予後を予測する臨床的因子の探索、同定を行った。2006 年 2 月から
2011 年 6 月までに登録された 520 人の ALS 患者のうち、孤発性で改訂版 El Escorial 診断基準
で clinically probable laboratory-supported ALS 以上を満たす 401 人を解析対象とした。その結
果、ALS 患者における頚部屈筋の筋力は、生存期間及び発語不能、嚥下不能、上肢機能廃絶、寝
返り不能までの期間といった機能予後を予測するための、独立した有用な指標の一つであること
が示された。診療、介護体制整備のための状態予測や、臨床試験におけるデザイン策定に寄与で
きる。 
 
A.研究目的・背景 

多施設共同の ALS 患者経時的臨床情報収集、

ゲノム遺伝子収集システムである Japanese 

Consortium for Amyotrophic Lateral 

Sclerosis research (JaCALS) は、厚生労働科

学研究費補助金難治性疾患克服研究事業神経

変性疾患に関する調査研究班（神経変性班）を

ベースに構築され、ALS 患者の登録、遺伝子検

体蓄積を行ってきた。 

個別の ALS 患者の臨床経過は多彩であり、

数か月の経過で死亡する患者から 10 年以上生

存する患者も存在する。また、生存期間だけで

なく、球症状、上肢機能、歩行機能など日常生

活活動度（activities of daily living: ADL)に関

わる機能が廃絶されるまでの期間も多彩であ

る。経管栄養、非侵襲的陽圧換気療法、人工呼

吸器導入などといった適切な医療、福祉、介護

の対応をとるためには、嚥下障害や呼吸機能障

害などの出現を個別に予測する必要がある。ま

た、臨床試験にあたっては、進行抑制効果を適

切にとらえるデザインを構築するために、生存

期間や運動機能が廃絶されるまでの期間を予

測する因子を把握することが重要である。既報

告では、生存期間に関する予後不良因子として、

高齢発症、球症状で発症、診断時の呼吸機能低

値、発症後短期間での診断、診断時の機能スコ

ア低値などが示されているが、ADL の低下を予

測する因子に関しては十分に検討されていな

い。また、筋力低下出現部位と予後との関連に

関してもこれまで十分に検討されていない。 

JaCALS の前向き臨床情報を用いて、筋力低

下出現部位と生存期間および球症状、上肢機能、

歩行機能などそれぞれの運動機能が廃絶される

までの期間との関連を解析した。 

 

B.研究方法 

 2006 年 2 月から 2011 年 6 月までに登録され

た 520 人の ALS 患者のうち、孤発性で改訂版

El Escorial 診断基準で clinically probable 

laboratory-supported ALS 以上を満たす 401
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人を解析対象とした。JaCALS 登録後 3 ヶ月お

きに臨床研究コーディネーターによる電話調

査または医師による診察を行い、ALSFRS-R お

よび換気補助などの導入の有無、導入時期につ

いて調査した。プライマリーエンドポイントを

死亡または気管切開を伴う人工呼吸器導入、

ADL の指標として発語不能、嚥下不能、上肢機

能廃絶、寝返り不能、独立歩行不能になった時

期と定義し、前向きにその時期を特定した。登

録時に頸部前屈筋、両側の肩関節外転、手関節

背屈、股関節屈曲、足関節背屈の 9 か所の筋力

を徒手筋力検査で 6 段階の MRC スコアを用い

て評価した。頸部前屈筋の筋力は臥位で評価し

た。解析方法は最初に Cox 比例ハザードモデル

を用いて登録時の筋力とエンドポイントおよ

び各 ADL 指標への到達時期との関連を解析し

た。さらに有意であった部位の筋力につい

て、%VC, 罹病期間、ALSFRS-R, 年齢など既

知の予後予測因子とともに Cox 比例ハザード

モデルを用いて多変量解析を行い、独立した予

後予測因子であるか検討した。 

 

倫理面への配慮 

 研究に参加するすべての施設で倫理委員会

承認を得た。研究対象者には倫理委員会にて承

認された説明書・同意書を用いて十分な説明を

行い、文書同意を得て参加いただいた。 

 

C.研究結果 

患者背景は男性 244 人、女性 157 人で、平均

発症年齢は 62.2 歳、平均観察期間は 2.1 年であ

った。初発病変別の頻度は、上肢 47.4％（190

人）、下肢 31.4％（126 人）、構音障害 22.9％（92

人）、嚥下障害 5.5％（22人）、頚部筋力低下 2.0％

（8 人）であった。 

頸部前屈筋の筋力低下は登録時からプライ

マリーエンドポイント（HR0.74, p<0.001）、発

語不能（HR0.66, p<0.001）、嚥下不能（HR0.73, 

p<0.001）までの期間を最も短くする因子であ

った。上肢機能廃絶（HR0.77, p=0.001）、寝返

り不能（HR0.77, p=0.002）、独立歩行不能

（HR0.80, p=0.008）までの期間に関しても頸

部前屈筋の筋力低下は有意な因子のひとつで

あった。さらに頸部前屈の筋力低下は年齢、性

別、罹病期間、%VC、ALSFRS-R、El Escorial

診断基準、リルゾール内服の有無、球症状の有

無などといった既知の予後予測因子を共変量

として Cox 比例ハザードモデルを用いて多変

量解析を施行してもプライマリーエンドポイ

ント（HR0.72, p<0.001）および発語不能

（HR0.78, p=0.001）、嚥下不能（HR0.80, 

p=0.003）、上肢機能廃絶（HR0.76, p<0.001）、

寝返り不能（HR0.83, p=0.027）に関して独立

した予後予測因子であった。 

患者を頸部前屈筋の MRC スコアで 4 群（5、

4、3、2 以下）にわけ、Kaplan-Meier 法を用

いてプライマリーエンドポイントおよび各

ADL 指標に対する生存曲線を作成し log-rank 

test を用いて検定した。すべてのエンドポイン

トにおいて p<0.001 と有意であった。(図 1) 

図 1 
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D.考察 

 頸部前屈筋群は、主には第 2～4 頸髄によっ

て支配される。一方で、呼吸筋は主に第 3～5

頸髄支配である横隔膜と第 1 から第 12 胸髄支

配である内側肋間筋、外側肋間筋からなる。こ

のように頸部前屈筋と呼吸筋は脊髄運動ニュ

ーロンの支配髄節が一部共通している。さらに

ALS 患者において胸鎖乳突筋と横隔膜の複合

活動電位が相関しているという報告があり、頸

部前屈筋と横隔膜の筋力低下は関連があるこ

とを示唆している。ALS 患者の主な死因は呼吸

不全であることから、頸部前屈筋の筋力低下と

生存期間が関連することは妥当であると考え

られる。 

 発語不能、嚥下不能といった球症状は延髄に

存在する舌咽神経、迷走神経、副神経、舌下神

経の運動ニューロンの機能不全により起きる。

また、上肢の筋力は主に第 5 頸髄から第 1 胸髄

の運動ニューロン支配を受ける。これらは頸部

前屈筋群の支配髄節に隣接しており、障害の波

及が起こりやすいと想定される。寝返りに関し

ては上肢機能、頸部筋力をはじめとする体幹の

筋力など様々な筋力を必要とする。寝返り不能

は頸髄から腰髄支配の様々な筋力低下を反映

するため、頸部筋力低下とも関連すると思われ

る。 

 

E.結論 

 ALS 患者における頚部屈筋の筋力は、生存期

間及び発語不能、嚥下不能、上肢機能廃絶、寝

返り不能といった機能予後を予測するための

独立した有用な指標の一つであり、診療現場の

判断や臨床試験のデザイン作成に寄与するこ

とができる。 

 

F.健康危険情報 

特記なし。 

 

G.研究発表 

1.論文発表 

Yamada M, Tanaka M, Takagi M, Kobayashi 
S, Taguchi Y, Takashima S, Tanaka K, Touge 
T, Hatsuta H, Murayama S, Hayashi Y, 
Kaneko M, Ishiura H, Mitsui J, Atsuta N, 
Sobue G, Shimozawa N, Inuzuka T, Tsuji S, 
Hozumi I. Evaluation of SLC20A2 
mutations that cause idiopathic basal 
ganglia calcification in Japan. Neurology. 
2014;82:705-12. 
 

Nakamura R, Atsuta N, Watanabe H, 
Hirakawa A, Watanabe H, Ito M, Senda J, 
Katsuno M, Tanaka F, Izumi Y, Morita M, 
Ogaki K, Taniguchi A, Aiba I, Mizoguchi K, 
Okamoto K, Hasegawa K, Aoki M, Kawata A, 
Abe K, Oda M, Konagaya M, Imai T, 
Nakagawa M, Tsuji S, Kaji R, Nakano I, 
Sobue G. Neck weakness is a potent 
prognostic factor in sporadic amyotrophic 
lateral sclerosis patients. J Neurol 
Neurosurg Psychiatry. 2013;84: 1365-71. 
 

Takahashi Y, Fukuda Y, Yoshimura J, Toyoda 
A, Kurppa K, Moritoyo H, Belzil VV, Dion PA, 
Higasa K, Doi K, Ishiura H, Mitsui J, Date H, 
Ahsan B, Matsukawa T, Ichikawa Y, 
Moritoyo T, Ikoma M, Hashimoto T, Kimura 
F, Murayama S, Onodera O, Nishizawa M, 
Yoshida M, Atsuta N, Sobue G; JaCALS, 
Fifita JA, Williams KL, Blair IP, Nicholson 
GA, Gonzalez-Perez P, Brown RH Jr, Nomoto 
M, Elenius K, Rouleau GA, Fujiyama A, 
Morishita S, Goto J, Tsuji S. ERBB4 
mutations that disrupt the neuregulin-ErbB4 
pathway cause amyotrophic lateral sclerosis 
type 19. Am J Hum Genet. 2013;93:900-5. 
 

Tsuiji H, Iguchi Y, Furuya A, Kataoka A, 

Hatsuta H, Atsuta N, Tanaka F, Hashizume 

Y, Akatsu H, Murayama S, Sobue G, 

Yamanaka K. Spliceosome integrity is 

defective in the motor neuron diseases ALS 



21 
 

and SMA. EMBO Mol Med. 2013;5(2):221-34. 

 

Rabkin J, Ogino M, Goetz R, McElhiney M, 

Marziliano A, Imai T, Atsuta N, Morita M, 

Tateishi T, Matsumura T, Mitsumoto H. 

Tracheostomy with invasive ventilation for 

ALS patients: neurologists' roles in the US 

and Japan. Amyotroph Lateral Scler 

Frontotemporal Degener. 2013 ;14:116-23. 

 

H.知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1.特許取得 特記なし。 

2.実用新案登録 特記なし。 

3.その他 特記なし。 



22 
 

厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業） 
平成 25 年度（分担）研究報告書 

大規模孤発性 ALS 患者前向きコホートの遺伝子・不死化細胞リソースを用いた 
病態解明、治療法開発研究 

 
ALS Functional Rating Scale-revised に基づく ALS 病勢進行の類型化と 

類型を規定する SNP・エクソンの同定に関する統計的検討 
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研究要旨 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）の病勢進行の程度を評価する指標として ALS Functional Rating Scale 
-revised（ALSFRS-R）が頻用されている． ALS は不可逆的進行性の疾患であるため，ALSFRS-R は時

間経過に伴い単調減少していくことになるが，その類型の数や種類については明らかになっていない．そ

こで，平成 25 年度は， ALSFRS-R の経時変化の類型化と類型規定 SNP 又はエクソンの同定を実施した．

その結果，ALSFRS-R の経時変化を 4 つの類型（緩徐型，シグモイド型，単調減少型，急降下型）に分類

し，病勢進行が速い急降下型と関連する SNP を 7 つ同定した． 
 

A.研究目的 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）の病勢進行を評価する

指標として ALS Functional Rating Scale-revised

（ALSFRS-R）が頻用されている．ALSFRS-R は，

言語・嚥下・構音・動作・歩行等の機能を定量化し

た病勢進行に関する総合的指標であり，最も病勢が

進行した状態は 0 点（最小値），いずれの機能にも

症状がない状態であれば 48 点（最大値）となる．

ALS は進行性の不可逆的疾患であるため，

ALSFRS-R は時間経過に伴い単調減少することに

なるが，これまでの臨床経験から ALSFRS-R の経

時変化（病勢進行の様相）には複数の類型が存在し

ていることが示唆されていた．例えば，ALS の発症

から数年が経過しても，ALSFRS-R を 40 点以上維

持している症例や数年で 10 点以下になる症例など

が確認されている．ALSFRS-R の経時変化を類型化

することは，患者集団を病勢進行の様相が異なるサ

ブタイプに分類することを意味し，将来の臨床試験

や治療戦略の決定に有用である．本研究では，この

複数の類型を統計学的に検出し，さらにその類型を

規定している SNP を同定した． 

 

B.研究方法 

本研究で用いる前向きコホートは， Japanese 

Consortium for Amyotrophic Lateral Sclerosis 

research（JaCALS）と呼ばれ，2006 年2 月に症

例登録が開始された．現在，全国30施設において登

録体制が整えられており，運営事務局は名古屋大学

に設置されている．臨床調査票および血液検体は，

すべて各研究参加施設内において連結可能匿名化を

おこなったうえで，血液検体はDNA 抽出と細胞株

化をおこない，名古屋大学内に設置した臨床データ

ベースおよびゲノム遺伝子保存センターに保管され

ている．ALS であると本人に診断告知された症例を

対象とし，改訂版El Escorial 診断基準への適合度

は臨床調査票にて確認できるようにしている．すべ

ての登録患者から文書でのインフォームドコンセン

トを取得している．また，すべての参加施設で倫理

委員会の承認を得ている． 

2014年1月末時点で，JaCALSには905例の症例

が登録されている．本研究における解析では，当該

集団から，家族歴のある症例，遺伝子異常が認めら

れている症例，El Escorial 診断基準がsuspected 

の症例，登録時点で人工呼吸器を導入している症例，

データ欠測等により解析に不適合と判断された症例

等を除外した上で実施した．また，ALSFRS-R は，

3 カ月に一度，臨床研究コーディネーターから患者

もしくは主介護者に対して電話インタビューにより
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収集される．つまり，ALSFRS-Rは，登録時から3

か月ごとに収集されている計量値の経時観察データ

となる．ただし，ALSが発症してからJaCALSに登

録されるまでの数か月間は， ALSFRS-Rが不明で

あり，データ解析上は欠測となる． 

研究目的2は，ALSFRS-Rの経時変化を類型化

し，類型を規定しているSNPを同定することである．

類型化に用いる統計モデルは，様々な類型を検出で

きるように4パラメータロジスティックモデルに基

づく非線形混合分布モデルを用いた．類型の数につ

いては，統計的指標だけでなく，臨床的洞察も交え

て決定した．類型とSNP又はエクソンの関連につい

ては，SNP又はエクソンごとに単変量ロジスティッ

ク回帰分析を用いてオッズ比に対するp値を推定し，

高度に有意なSNP又はエクソンを探索した．また，

SNP imputation を実施し，同定されたSNP又はエ

クソンについて更なる検討を実施した．なお，類型

化の解析対象集団は465例であり，SNP又はエクソ

ンとの関連解析は，これらが測定された459例を対

象に実施した．  

 

C.研究結果 

4 パラメータロジスティックモデルに基づく非線

形混合分布モデルを適用し，ALSFRS-R の経時変化

を以下の 4 つの類型に分類した． 

① 緩徐型：時間経過に伴う減少の程度が緩やか

である類型 

② シグモイド型：発症から 1.5 年程度までは殆

ど減少しないものの，その後は単調減少して

いく類型 

③ 単調減少型：発症から一定の割合で減少して

いく類型 

④ 急降下型：発症から 2 年以内にスコアが急激

に減少する類型 

それぞれの混合割合（推定患者割合）は，緩徐型

65%，シグモイド型 16%，単調減少型 15%，急降下

4%と推定された．次に，この 4 つの類型が混合して

いる混合分布モデルを用いて，各症例がそれぞれど

の類型に帰属するのか，その確率を計算した（それ

ぞれの類型に帰属する確率を合計すると 1 になる．）

本解析では，帰属確率が最も高かった類型に帰属さ

せることとした．その結果，緩徐型 48%（221 例），

シグモイド型 15%（72 例），単調減少型 24%（113

例），急降下 13%（59 例）となった． 

  次に，類型を規定している SNP 又はエクソン

の同定を試みた．統計学的には，4 つの類型のそれ

ぞれを規定している SNP 又はエクソンを探索する

ことは困難であるため，本研究では，緩徐型と急降

下型を規定している SNP 又はエクソンをそれぞれ

同定した．つまり，前者は，緩徐型 と残り 3 類型

のアレル頻度比較で有意になった SNP 又はエクソ

ン，後者は，急降下型と残り 3 類型のアレル頻度の

比較で有意になった SNP 又はエクソンを同定する

ことになる．具体的には，約 70 万 SNP と約 25 万

エクソンを対象にアレル頻度の分布を dominant 

model, recessive model, additive model を用いてそ

れぞれ評価し，p 値を算出した．その結果，いずれ

のモデルにおいても緩徐型を規定する高度に有意な

SNP 又はエクソンは同定されなかった．しかしなが

ら，急降下型を規定する SNP は recessive model に

おいて 7つ同定された（p = 2.7×108  ~ 6.4×108）． 

 

D.考察 

ALSFRS-R の経時変化の類型化は世界的にも初

の試みであり，類型に数やタイプに関する事前情報

もないため，本研究で用いた非線形混合分布モデル

はヒューリスティックなアプローチであると言える．

しかしながら，検出された 4 つの類型は臨床的にも

合理性が高かった．今後は，類型の再現性を別コホ

ートで検証することが望まれる．また，急降下型を

規定している SNP を同定することができ，現在は，

更なる検討を進めている． 

 

E.結論 

本研究では， ALSFRS-R の経時変化を 4 つの類

型（緩徐型，シグモイド型，単調減少型，急降下型）

に分類し，病勢進行が速い急降下型と関連する SNP

を 7 つ同定した． 
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研究要旨 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）はその 90～95％が孤発性であるが、孤発性 ALS の病態関連遺伝子・分子を

同定し病態解析を進める道筋は未確立である。本研究では、SNP アレイデータを活用し、①ALS 発症に関

わるエクソン SNP の探索、②ALS の病勢進行を評価する指標である ALS Functional Rating Scale R
（ALSFRS-R）の経時変化に関連する SNP 及び③ALS の発症から生存又は人工換気までの期間と関連す

る SNP 近傍領域の連鎖不平衡解析と Imputation 法による高密度探索をそれぞれ実施した。その結果、①

については、Quality control が完了した。②、③については、ALSFRS-R および生存期間のそれぞれと関

連する SNP について、近傍領域の LD ブロックを同定し、更に Imputation 法によりその領域内で複数の

関連 SNP を同定した。 
 

A.研究目的 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）はその 90～95％が孤

発性であり、平均 3～4 年で死に至る代表的な神経

難病である。治療法開発は喫緊の課題であり、病態

解明、治療法開発のためには疾患関連遺伝子、分子

の同定が必須である。しかし孤発性 ALS の病態関連

遺伝子・分子を同定し、病態解析を進める道筋は未

確立である。本研究は SNP アレイデータ解析によ

り孤発性 ALS の病態関連遺伝子を同定することを

目的とする。ALS の発症に関わる遺伝子を探索する

ために、ケース（ALS）－コントロールの関連解析

を実施する。さらに大規模前向き臨床像情報を生か

して、病像・経過・予後と関連する遺伝子多型を探

索同定することにより、病態解明や治療法開発の手

がかりとなる遺伝子・分子の同定を行う。 

 

B.研究方法 

本 研 究 で は 、 Japanese Consortium for 

Amyotrophic Lateral Sclerosis research（JaCALS）

と呼ばれるALSの前向きコホートを用いる。本コホ

ートは、2006 年2 月に症例登録が開始され、現在、

全国30施設において登録体制が整えられており、運

営事務局は名古屋大学に設置されている。臨床調査

票および血液検体は、すべて各研究参加施設内にお

いて連結可能匿名化を行ったうえで、血液検体は

DNA 抽出と細胞株化をおこない、名古屋大学内に

設置した臨床データベースおよびゲノム遺伝子保存

センターに保管されている。ALS であると本人に診

断告知された症例を対象とし、改訂版El Escorial 

診断基準への適合度は臨床調査票にて確認できるよ

うにしている。すべての登録患者から書面でのイン

フォームドコンセントを取得している。また、すべ

ての参加施設で倫理委員会の承認を得ている。 

2014年1月末時点で、JaCALSには905例の症例

が登録されている。登録症例の内、745例に対し、

SNPアレイ(Illumina HumanOmniExpressExome)

が測定されており、約70万のコモンSNPと約25万の

エクソンSNPのジェノタイプが決定されている。 

本研究における解析では、当該集団から、家族

歴のある症例、遺伝子異常が認められている症例、

El Escorial 診断基準がsuspected の症例、登録時

点で人工呼吸器を導入している症例、データ欠測等

により解析に不適合と判断された症例等を除外した

上で実施した。また一部症例では、ALSの病勢進行
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を評価する指標としてALS Functional Rating 

Scale R （ALSFRS-R）が測定された。ALSFRS-R

は、言語・嚥下・構音・動作・歩行等の機能を定量

化した病勢進行に関する総合的指標であり、最も病

勢が進行した状態は0点（最小値）、いずれの機能に

も症状がない状態であれば48点（最大値）となる。

このALSFRS-R は、3 カ月に一度、臨床研究コー

ディネーターから患者もしくは主介護者に対して電

話インタビューにより収集される。 

 

【目的1】 

研究目的 1 は、ALS の発症に関わる遺伝子やエク

ソン SNP をケース（ALS）―コントロールの関連

解析を用いて同定する事である。 

ケース群には、JaCALS に登録され、SNP アレイ

が測定された 563 例を対象とした。また、コントロ

ール群には、東京都健康長寿医療センター研究所

(Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology, 

TMIG)の協力の元、TMIG の保有する 2,360 例を使

用した。これらのサンプルは、全てエクソン SNP

アレイ(Illumina HumanExome)が測定されており、

約 25 万のエクソン SNPのジェノタイプが決定され

ている。この内、ALS が未発症であると確認された

2,082 例を以降の対象とした。本研究では、これら

ケース・コントロール両群の SNP アレイで共通し

て測定されている約 25 万種類のエクソン SNPを用

いて、ALS と関連するエクソン SNP を探索する事

を目的とする。 

 本解析では、上記 SNP アレイデータの Quality 

Control (QC)を実施した。本 QC は右図の通り 2 段

階のステップで実施した。最初のステップ 1 では、

サンプルの QC を実施した。具体的には、サンプル 

call rate (ジェノタイプが決定された割合)が低い者

を除外した後、SNP アレイデータに基づいた、SNP

の性別情報と登録時の性別情報の一致性チェック、

IBD スコアによる血縁関係個体のチェック、主成分

分析による集団構造のチェックを実施した。ステッ

プ 2 では、ステップ 1 のチェックで該当したサンプ

ルを除外して、SNP 単位の QC を実施した。具体的

には、call rate が低い SNP と Hardy Weinberg 平

衡(HWE)の逸脱が疑われる SNP を除外した。ケー

ス、コントロールで、測定している SNP アレイの

プラットフォームが異なっている事から、それぞれ

の群で QC を行った。 

ソフトウェアとして、主成分分析以外の処理を

PLINK v1.07、主成分分析を EIGENSOFT version 

4.2 で使用した。  

 

SNPアレイデータ

Sam ple call rate ≧ 95%

Step 1に該当したSam pleを除外

IBDスコアによる血縁関係チェック

主成分分析による集団構造チェック

<1stSNP selection>
・挿入欠失多型でない多型
・SNP call rate ≧ 95%
・HW E P ≧ 1.0 x 10-6
・M inor allele frequency > 1%
・LD pruning (pair-w ise r2 < 0.20)

性別矛盾チェック

Step 1: Sam ple QC

Step 2: SNP QC

<2nd SNP selection>
・SNP call rate ≧ 95%
・HW E P ≧ 1.0 x 10-6

 

図：SNP アレイデータの QC の流れ 

 

【目的2】 

研究目的 2 は、ALSFRS-R の経時変化の類型を規

定しているコモン SNPやエクソン SNPを同定する

ことである。同研究分担者である平川が、JaCALS

に登録され、ALSFRS-R と SNP アレイが測定され

た 459 例を用いて、類型と SNP の関連をロジステ
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ィック回帰分析で確認した結果、急降下型(発症から

2年以内にスコアが急激に減少する類型)と有意な関

連を示すSNPが7つ同定された。更にこれらのSNP

は同一座位に存在していた(以上、平川担当分)。本

解析では、これら 7 つの SNP 間の連鎖不平衡関係

と、ハプロタイプを明らかにするため、連鎖不平衡

解析とハプロタイプ解析を実施した。更に、急降下

型の類型と関連する SNP をより高密度に探索する

ため、同定された SNP を中心とした前後約 1.5Mbp

の領域に対して Imputation 法を実施した。

Imputation 法の reference として、1000 人ゲノム

プロジェクト フェーズ III のアジア人 286 名の情

報を用いた。 

連鎖不平衡解析とハプロタイプ解析には

Haploview 4.2 を使用した。Imputation ソフトウェ

アには、mach 1.0.18、minimac-2013.07.17 を使用

した。 

 

【目的3】 

研究目的3は、死亡又は気管切開をともなう人工

換気までの期間に関連しているコモンSNPやエク

ソンSNPを同定することである。同研究分担者であ

る平川が、JaCALSに登録され、SNPが測定された

522例のデータ（以下、GWASデータと呼ぶ）を用

いてCox回帰分析を実施した結果、有意な関連を示

す座位が同定された。また、本解析にはおいては、

独立した292例のALS症例（以下、Validationデータ

と呼ぶ）でも同系列のSNPアレイが測定済みである

事から、Validationデータを用いて、GWASデータ

で同定された座位を検証した所、Validationデータ

においても有意な関連が2座位確認された（以上平

川担当分）。本解析では、これらの座位におけるSNP

間の連鎖不平衡関係を明らかにするため、連鎖不平

衡解析を実施した。またSNP Imputation法を実施

する事で、これらの座位の中にある関連SNPをより

高密度に探索した。 

連鎖不平衡解析、Imputation 法は【目的 2】と同

様の条件で実施した。 

 

C.研究結果 

目的 1 について、ケース群・コントロール群それ

ぞれで QC 作業を完了した。マイナーアレル頻度 1%

未満のエクソン SNP が 15 万種類以上確認された。

現在は、両群の QC で残ったエクソン SNP につい

て、ケース・コントロール間の関連解析を進めてい

る。 

目的 2 について、ALSFRS-R の急降下型を規定し

ている SNP について、連鎖不平衡解析を実施した

結果、7 つの SNP が存在する周辺領域全体で連鎖不

平衡ブロックを形成している事が確認できた。更に

ハプロタイプ解析の結果、観測された全ハプロタイ

プの内、これら7つのSNP全てがマイナーアレル(急

降下型へ寄与するアレル)であるハプロタイプが約

30%、全てメジャーアレル(急降下型へ寄与しないア

レル)であるハプロタイプが約 60%と全体の 90%以

上を占めている事が確認できた。また、Imputation

法により推定したジェノタイプと急降下型と関連す

る SNP を探索した所、recessive model で 10-8オー

ダーの P 値を持つ SNP が更に 37 種類確認された。

現在は、Imputation 法の reference として 1000 人

ゲノムプロジェクトの最新データ(SHAPEIT によ

るタイピングデータ )を使用する事で、より

Imputation 精度を高めた関連解析を実施中である。 

目的 3 について、連鎖不平衡解析を実施した結果、

2座位それぞれのSNPを中心としたLDブロックを

特定できた。2 種類の SNP アレイデータに対して

Imputation 法により推定した結果、片方の座位にお

いて、強い連鎖不平衡にある SNP を更に同定した。

現在は、目的 2 と同様の方法で、より Imputation

精度を高めた関連解析を実施中である。 

 

D.考察 

目的 1 について、エクソン SNP アレイを使用し

た ALS の関連解析研究は、世界的にも初の試みであ

る。今後、関連解析を進める事で、これまで報告さ

れていない ALS 関連 SNP 又は遺伝子が同定される

ことが期待される。ケース・コントロール両群にお

いて、マイナーアレル頻度(MAF)が 1%未満のエク
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ソン SNP が非常に多く存在した。アミノ酸変異を

伴う SNP の頻度は、他の領域の SNP と比べて低頻

度である事、同様の傾向がエクソンアレイを使用し

た他の表現型に注目した研究でも報告されている事

(Atherosclerosis 2013; 229(1): 155-160)から、本デ

ータの信頼性を裏付けている。 

目的 2 について、ALSFRS-R の急降下型と関連し

ている 7 種類の SNP について、これらが同一の連

鎖不平衡ブロックに存在している事が確認された。

また、これら 7 つの SNP のハプロタイプは、7 つの

SNP 全てがマイナーアレル(急降下型へ寄与するア

レル)であるハプロタイプと全てメジャーアレル(急

降下型へ寄与しないアレル)であるハプロタイプが

全ハプロタイプの 90%以上を占めていた。更に、

Imputation 法により推定した SNP の関連解析を進

めた所、同一 LD ブロック内で更に多くの SNP が

同定された。これらの結果は、これら全ての SNP

が急降下型へ寄与しているのではなく、この LD ブ

ロック内に急降下型の原因となる SNP が少数存在

していると考えられる。 

目的 3 について、生存又は人工換気までの期間と

関連している 2 か所の座位について、連鎖不平衡関

係を明らかにできた。今後より最新の reference デ

ータを使用する事でより高精度な関係が明らかにな

ると期待される。 

 

E.結論 

本研究では、①ALS 発症関連エクソン SNP の探

索のための Quality control(QC)、②ALSFRS-R の

経時変化の中で発症から 2 年以内にスコアが急激に

減少する類型と関連するコモン又はエクソン SNP

及び、③生存又は人工換気までの期間に影響するコ

モン SNP 又はエクソン SNP の連鎖不平衡解析と

Imputation 法による高密度探索をそれぞれ実施し

た。いずれの解析においても、最新のゲノムワイド

関連解析研究で使用されている遺伝統計学的解析手

法を適用している事から、本解析で得られた結果の

妥当性は高いと言える。今後、①については、関連

解析を進めていく事で、有用なエクソン SNP が得

られることが期待される。②、③については、近年

のゲノム研究の目覚ましい発展により、新しい情報

が日々公開されている事を鑑み、最近公開された

1000 人 ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト の 最 新 デ ー タ

(SHAPEITによるタイピングデータ)を referenceと

した Imputation 法の実施により、より高精度な結

果が得らえると期待される。 
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厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業） 
平成 25 年度（分担）研究報告書 

大規模孤発性 ALS 患者前向きコホートの遺伝子・不死化細胞リソースを用いた 
病態解明、治療法開発研究 

 

 大規模 ALS 患者コホートのゲノム遺伝子検体を用いた遺伝子多型解析 

研究分担者 氏名 池川 志郎 
 所属 理化学研究所 統合生命医科学研究センター 

骨関節疾患研究チーム チームリーダー 

 
 
研究要旨 孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）の原因解明、画期的な治療法の創出のために、病態関連遺

伝子を明らかにする。JaCALS（Japanese Consortium for Amyotrophic Lateral Sclerosis research）で

は、既に 700 症例以上の臨床情報並びに DNA が保存されている。これまで、本分担研究では ALS 症例の

遺伝的要因を調べるために、一塩基多型（SNP）を用いたゲノム解析を行ってきた。本年度は、追加日本

人 ALS 検体 340 例、対照 7,784 例を用いてゲノムワイド関連解析（GWAS）を行った。その結果、孤発性

ALS と強く関連する SNP を 33 SNPs 同定した。 
 
 

A.研究目的 

 ALS はその 90％が孤発性であり、平均 3 年で

死に至る原因不明の神経難病である。孤発性 ALS

は、過去の様々な疫学研究から遺伝因子と環境因

子の相互作用によって発症する多因子遺伝性疾

患と考えられている。これまで、JaCALS と共同

で、（前向き）臨床像情報を生かした病像・経過・

予後との関連解析や、病態解明の手がかりとなる

遺伝子を同定するために、SNP を用いたゲノム解

析を行ってきた。本年度は、日本人 340 例、対照

7,784 例について、GWAS を行った。 

 

B.研究方法 

 ALS340 例、対照 7,784 例について、GWAS を

行った。先ず、患者全症例について家族 ALS 原

因遺伝子 (SOD1、OPTN 等)の変異が無いことを

確認した。その後、SNP タイピングを行った。対

照は、日本人一般集団 7,784 例を用いた。SNP ア

レイは、 Illumina 社製 Human OmniExprss 

Exome BeadChip を使用した。全例について、デ

ータの品質管理を行った（Hardy-Weinberg 平衡

検定値、call rate 等）。 

（倫理面への配慮を含む） 文部科学省、厚生労

働省及び経済産業省合同「ヒトゲノム・遺伝子解

析研究に関する倫理指針」に従い、検体収集と研

究計画は、名古屋大学、理化学研究所、その他関

連機関における倫理委員会の承認のもと実施し

た。検体は、書面によるインフォームド・コンセ

ントを取得したのち、収集した。 

 

C.研究結果 

孤発性 ALS と有意な相関を認める 33 SNPs を同

定した。それらの SNP は、全てマイナーアレル

頻度の低いものであった。また、数種の SNP は、

過去の GWAS 以外の方法で見つかった ALS 関連

遺伝子の遺伝子領域にマップされた。ただし、欧

米人の GWAS において見出された SNP と本邦

ALS の間に関連は認められなかった。 

 

D.考察 

 孤発性 ALS を対象に GWAS を行った。今回、

我々は孤発性 ALS と強い関連を認める新規の

SNP を見出した。ALS 臨床像との関連解析も進

めていく。現在、610K SNP を用いた関連解析の

データと本研究におけるデータを統合したメタ

解析を行っている。 
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E.結論 

 孤発性 ALS の易罹患性に関わる 33 SNPs と候

補遺伝子領域を同定した。既報の SNP と孤発性

ALS の関連は認められなかった。 

 

F.健康危険情報 

なし。 

 

G.研究発表 

なし。 

 

H.知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

なし。 
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厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業） 
平成 25 年度（分担）研究報告書 

大規模孤発性 ALS 患者前向きコホートの遺伝子・不死化細胞リソースを用いた 
病態解明、治療法開発研究 

 

大規模 ALS 患者コホートのゲノム遺伝子検体を用いた遺伝子多型解析 

研究分担者 氏名 飯田 有俊 
 所属 理化学研究所 統合生命医科学研究センター 

骨関節疾患研究チーム 上級研究員 

 
 
研究要旨 孤発性 ALS の発症は、遺伝的要因と環境的要因の相互作用によるものと考えられているが、

その原因は現在まで殆ど何も明らかになっていない。本研究では、孤発 ALS の遺伝的要因、分子病態を解

明することを目的として、一塩基多型（SNP）を用いたゲノム解析を行っている。本年度は、新たに日本

人 ALS340 例、対照 7,784 例を用いてゲノムワイド関連解析（GWAS）を行い、孤発性 ALS と強く関連す

る SNP を 33 種同定した。 
 
 

A.研究目的 

 孤発性 ALS の発症は、遺伝因子と環境因子の

相互作用によるものと考えられている。しかし、

その病因の多くは未だに不明であり、病態解析を

進める道筋は立っていない。 

これまで、主に国外の研究で孤発性 ALS 易罹

患性遺伝子が単離されてきた。しかしながら、そ

の殆どは再現性が乏しいものばかりであり、さら

に C9ORF72 をあげるまでもなく、孤発性 ALS

の発症には、明らかな人種差が存在することが知

られている。 

一方、本邦においては、ALS の国内研究共同体

である JaCALS が、孤発性 ALS 患者 700 症例以

上の前向き臨床情報をデータベース化し、ALS に

特化した DNA バンクで検体を収集、管理してい

る。 

本研究はこの研究リソースを基にした GWAS

により ALS の病態関連遺伝子の同定を目指した。 

 

B.研究方法 

 本年度は、ALS340 例について、Illumina 社製

Human OmniExprssExome BeadChip を使用し

て SNP タイピングを行った。ALS 全症例につい

て家族 ALS 原因遺伝子の変異の有無をシークエ

ンス法によって確認した。変異を有する症例は、

GWAS から除外した。対照は、日本人一般集団

7,784 例を用いた。全例について SNP タイピング

を行い、データの品質管理を行った。さらに

identity-by-state 法により、近親者がないことを

確認した。QQ プロット(quantile-quantile plot)

を作製し、主成分分析により、集団階層化を分析

した。最終的に関連値（P 値）を用いて SNP の

ランキングを行ない、多重検定値による有意水準

を満たす SNP を候補とした。 

（倫理面への配慮を含む） 文部科学省、厚生労

働省及び経済産業省合同「ヒトゲノム・遺伝子解

析研究に関する倫理指針」のもとに行った。検体

収集と研究計画は、名古屋大学、理化学研究所、

その他関連機関における倫理委員会の承認を受

け、実施した。検体は、書面によるインフォーム

ド・コンセントを取得したのち、収集した。 

 

C.研究結果 

 33 種の SNP が孤発性 ALS と強い相関を示し

た。全てマイナーアレル頻度の低い SNP であっ

た。また、数種の SNP は、これまで GWAS 以外

の方法で単離された ALS 関連遺伝子の遺伝子領

域にあった。欧米人において見出されていた SNP
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と孤発性 ALS との関連は、本研究では認められ

なかった。 

 

D.考察 

 日本人 ALS を対象に GWAS を行った。今回、

我々は孤発性 ALS と強い関連を認める新規の

SNP を見出した。候補 SNP の中には、既知の

ALS 関連遺伝子領域にマップされるものも含ま

れ、興味深い。これまで蓄積した関連解析のデー

タと本研究におけるデータを統合したメタ解析

を行っている。 

 

E.結論 

 ALS の易罹患性に関わる新規の候補遺伝子領

域を同定した。欧米人で認められた既報の SNP

と孤発性 ALS の関連は認められなかった。 

 

F.健康危険情報 

なし。 

 

G.研究発表 

なし。 

 

H.知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

なし。 
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厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患克服研究事業） 
平成 25 年度（分担）研究報告書 

大規模孤発性 ALS 患者前向きコホートの遺伝子・不死化細胞リソースを用いた 
病態解明、治療法開発研究 

 

日本人 ALS における TFG 遺伝子変異の解析 

 

研究分担者 氏名  中野今治  所属 東京都立神経病院 
研究協力者   氏名   森田光哉  所属 自治医科大学 神経内科 

   氏名   瓦井俊孝  所属 徳島大学 神経内科 

   氏名   梶 龍兒  所属 徳島大学 神経内科 
 

研究要旨 

Hereditary motor and sensory neuropathy with proximal dominant involvement (HMNS-P)は、広範な線維束性収

縮と、近位部優位の麻痺と筋萎縮、四肢末梢の感覚障害を主徴とする常染色体優性の遺伝性疾患であり、2012 年

に原因遺伝子 TFG (TRK-fused gene)が同定された。従来 HMNS-P と ALS の異同については議論があり、これらの

病態が類似している可能性も指摘されてきた。さらに TFG 遺伝子が遺伝性痙性対麻痺の原因となっていることも報

告されたことから、ALS での同遺伝子変異の関与を明らかとするため、日本人 ALS の遺伝子バンクである JaCALS

検体を用いて解析を行い、2 例にアミノ酸置換を伴う変異を確認した。 

 

A.研究目的 

 日本人 ALS における TFG 遺伝子変異の関与を明ら

かとする。 

 

B.研究方法 

 日本人 ALS の遺伝子バンクである JaCALS より供与を

受けた 592 例、および 177 例の正常対照群を対象とし

た。いずれの症例からも、遺伝子解析について文書で

同意を得ている。 

TFG遺伝子のcoding領域の変異の有無をHRM(high 

resolution melting) 法 で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 direct 

sequence 法にて確認を行った。 

 

C.研究結果 

2 種類の遺伝子変異 c.882A>C(p.Gln294His)、

c.1079G>A (p.Arg360Lys)をそれぞれ1 例ずつに確認し

た。これらの遺伝子変異の有無を 177 例の正常対照群

で調べたが、同変異を有する者は確認されなかった。 

 

D.考察 

 同定された 2 種類の変異について PolyPhen-2 にて解

析した結果では、いずれも病的変異である可能性が示

唆されたこと、また正常対照群での同変異の欠如などか

ら、ALS の病態に関与していることが推測された。 

 

E.結論 

 TFG 遺伝子変異は ALS の病態に関与していることが

示唆されたが、今後さらなる症例の蓄積、剖検症例での

検討、さらに in vitro での解析を通じて病的意義につい

て検討することが必要である。 

 

F.健康危険情報 

 なし 

 

G.研究発表 

1.論文発表 

 In preparation 

2.学会発表 

梶 龍兒ほか:TFG 変異による運動ニューロン死のメカ

ニズム 第 54 回日本神経学会学術大会 平成 25 年 5

月 29 日-6 月 1 日 東京 

 

H.知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

なし 
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