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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）では多くの蓄積タンパク質、疾患原因遺伝子が見つかっ
ているが、運動ニューロン死を引き起こす作用機序は明らかになっておらず、治療への道筋は得られていない。
本研究では、モデルマウスから得られたTDP-43関連microRNAはヒトALS大脳皮質運動野では特異的な変化はなか
った。マイクロアレイによるヒト運動野の網羅的解析では、発現を変化させるmicroRNA、mRNA候補が数多く得ら
れており、また簡便なスクリーニング法として酵母系も開発した。

研究成果の概要（英文）：In amyotrophic lateral sclerosis (ALS), many accumulated proteins and 
disease causative genes have been found, however the precise mechanism causing motor neuronal cell 
death has not been clarified, and we don’t get the path to ALS-treatment. In this study, 
TDP-43-related microRNAs obtained from model mice were not specifically altered in human ALS 
cerebral cortex motor cortex. In the comprehensive analysis of human motor area by microarray, we 
detected many microRNAs and mRNA candidates which expressions were changed, and a yeast system was 
also developed as a simple screening method for further study.

研究分野： 神経内科学、分子細胞生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当初予定のin vivo電気穿孔法によるノックダウン・モデルマウスの開発には至らなかったが、ヒト脳における
microRNAを含む遺伝子発現の網羅的データを得ることができた。これらの候補遺伝子の中には、ALSにおける神
経変性の中核となる運動野において特異的に変化するものが多く含まれている。酵母による簡便なスクリーニン
グ系も開発しており、今後の解析を通じて運動ニューロン死の実行役が同定されることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、全身の運動ニューロンが徐々に死滅していく緩徐進行性の
疾患である。現在のところまでいくつかの家族性の原因遺伝子が見つかってはいるが、神経細
胞死を引き起こす明らかな機序は同定されておらず、有効な治療法は見つかっていない。研究
代表者は、1999 年にグルタミン酸受容体の RNA editing（編集）が ALS 患者組織において低下
しており、ALS 発症に関与していることを初めて発見した（Takuma et al., Ann Neurology 1999）。
その後、この機構は単一運動ニューロンや遺伝子改変動物においても確認されている
（Kawahara et al. Nature、Hideyama et al. J  Neurosci）。 
 2006 年になり、前頭側頭型認知症（FTLD）におけるユビキチン陽性封入体が TDP-43 という
タンパク質から構成されていることが明らかになり、ALS 患者の運動ニューロンでも TDP-43
陽性封入体が認められた。この TDP-43 は DNA/RNA 結合タンパク質であり、スプライシング、
発現調節や RNA の安定性に関与していると考えられている。TDP-43 は ALS 患者組織やマウス
組織の ADAR2 欠失運動ニューロン内で、リン酸化細胞質内封入体を形成していることが示さ
れており（Aizawa et al., Acta Neuropathol 2010; Yamashita 
et al., Nat Commun 2012）、ADAR2 欠失と TDP-43 を介す
る細胞死や封入体形成には密接な関係があると考えられ
る。FTLD でも TDP−43 が蓄積するが、TDP-43 の分布と
表現型（高次機能障害の種類、運動ニューロン障害）に
より 4 種のサブタイプに分類され、プログラニューリン
（GRN）、C9ORF72、VCP などの遺伝子変異がその発症
に関与していることが明らかになっている。さらに ALS
や FTLD のサブタイプにより、凝集体内の TDP-43 断片
化部位が異なる事が示されている（Tsuji et al., 2012）。 
 TDP-43 による神経細胞死機構については未知の部分
が多いが、ALS では ADAR2 欠失が関与し運動ニューロ
ンが、FTLD (type A)では GRN 欠失が関与し皮質ニュー
ロンが、TDP-43 の断片化を伴い細胞死を起こすと考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 TDP-43 の細胞選択的な毒性発現にはその断片化が重要と考えられるが、断片化の実行役は発
見されていない。当初本研究では TDP-43 を疾患特異的切断に関係する因子を同定することを
目標とし、まず ADAR2 欠失もしくは GRN 欠失で特徴的に発現が変化する遺伝子（mRNA、
microRNA）を抽出することを目的とした。mRNA と microRNA を組み合わせて解析すること
により、より精度が上がると考えられる。当初研究代表者らが開発した電気穿孔法による in vivo
モデル系マウス（Akamatsu et al., 2013）を用い、モデルマウス組織から遺伝子欠失細胞を回収、
RNA を採取し、マイクロアレイによる発現解析を行い候補遺伝子を抽出し、得られた候補遺伝
子を TDP-43 発現培養細胞（in vitro）に導入し、スクリーニングすることとしていた。 
 しかしながら in vivo におけるノックダウン系の構築が困難であり、時間的制約、研究組織上
の制約を鑑み、ALS 患者脳組織での TDP-43 関連因子（mRNA、microRNA）の抽出に絞り探索
を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
（1）GRN、ADAR2 ノックダウン 
 Neuro2a 細胞を 12 穴プレート上で 24 時間培養後、導入試薬（Lipofectamine RNAiMAX）を用
い常法に基づき GRN siRNA（Silencer Select, ambion; s201424, s67074, s67076）もしくは ADAR2 
siRNA（MSS201350, MSS201352, MSS201356）を導入する。導入後 48 時間で一部回収し RNA
抽出を行い、β アクチンをコントロールとし GRN もしくは ADAR2 について RT-PCR を行った
（x1）。またさらにもう 1 回 siRNA を導入し同様に GRN 半定量を行った（x2）。 
 ADAR2 に関しては Alexa 標識した siRNA を電気穿孔法を用いてマウス胎仔脳に導入し、観
察した。 
 
（2）ALS、疾患対象各 5 例の凍結剖検脳を用い、運動野、小脳(対照)、後頭葉の各部位から
50−100mg の皮質組織を分離し、定法に則り miRNA を含む total RNA を精製し（miRNeasy Mini 
Kit, QIAGEN）回収した。 
① microRNA を含む逆転写を行い（TaqMan MicroRNA kit）、前回課題で得られている TDP-43
発現に関連したヒト microRNA 候補（miR34b, miR34c, miR204, miR449）について発現定量を行
った。RNU24、RNU44、U6snRNA を内部標準とし、ALS と対照群において各部位での当該
microRNA の発現を比較した。 
② microRNA チップおよび messenger RNA チップ（3D-Gene、東レ）を用いて発現解析を行っ
た。ALS 5 例、疾患対照 5 例の皮質運動野由来の total RNA を当量混合し、群として解析を行
った。さらに統合解析を行い、ALS 運動野で特異的に変化する候補 microRNA を絞り込み検討
した。 



 
（3）酵母における TDP-43 発現系の確立 
 分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe 発現プラスミドベクターpREP1 上の nmt1 プロモーター
下流の Nde1 サイトに hTPD43、(hTPD43(A315T)、または(hTPD43(M337V)の ORF を挿入したプ
ラスミド pTW1、pTW2、pTW3 を作製した。これらプラスミドを用いて S. pombe 野生型株 JY879 
(h90 ade6-M210 leu1-1 ura4-D18)を酢酸リチウム法により形質転換し、チアミンを添加した合成
培地 SD(+アデニン、ウラシル)上で形質転換体を選択した。形質転換体を PBS に懸濁し、細胞
密度 105 、104 、103 、102 cells/ml となるように希釈したものを 10µl ずつチアミンを添加しな
い発現培地およびチアミンを添加した発現抑制培地にスポットし、30 度で 3 日間培養した。 
 
４．研究成果 
（1）GRN、ADAR2 ノックダウン条件の決定 
 培養細胞系において、ADAR2、GRN に対する siRNA の配列選択と有効性確認を行った。GRN
および ADAR2 が内因性に発現している培養細胞(Neuro2a 細胞)に silencer Select siRNAs を導入
し、ノックダウンを行なった。各 siRNA 導入後細胞から RNA を抽出し RT-PCR を行い発現量
の低下を比較し、ノックダウンする最適な配列を決定した。GRN では siRNA-1 が最適であった
（下図）。ADAR2 でも同様に行い、siRNA-1’が最適であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ADAR2-siRNA については Alexa555 標識を行い、in vivo マウス脳に導入したが、TDP-43 発現
については大きな変化は認めなかった。 
 
（2）DNA マイクロアレイ、microRNA チップによる解析のためのマウス大脳皮質からの神経
細胞体分取、蛍光標識神経細胞の FACS セルソーターを用いての分離、total RNA の回収につい
て試行し条件検討を行なった。 
 
（3）ヒト組織での発現解析 
① マウスモデルより得られた TDP-43 関連 RNA 候補発現のヒトでの検討 
 前回課題において変異型 TDP-43 により特異的に変化すると考えられた microRNA について
の知見を得ており、これらの一部について、ヒト組織における microRNA 発現を解析した。 
 後頭葉では miR204/449 において有意な発現差が認められたものの（p=0.01, <0.001）、ALS
運動野と対照群運動野で発現に差がある microRNA は認められなかった。（下図） 

 
 
 
 

 
 
② ALS患者と対照群ヒト脳でのmicroRNA、mRNAの発現変化を
網羅的に解析するために上記凍結脳から採取したtotal RNAを用
いてマイクロアレイ（microRNA、mRNA）により発現解析を行
った。 
 発現量の違う多くの候補microRNA、messenger RNAが得られ
ており、今後のさらなる研究の礎となるデータが得られた。 
 
（4）TDP-43発現酵母系の確立（右図） 
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 これまでにヒト脳での網羅的解析からALS運動野で特異的に発現が変化するmicroRNA、
mRNAの候補が数多く得られている。いくつかについては定量PCRによる発現解析での分別を試
みたが、多くの候補を絞り込むには適当な方法とは言えない。このため候補を選別するために酵
母を用いたスクリーニングを行なうこととし、酵母に野生型、変異型TDP-43を発現する系を確
立した。野生型、変異型TDP-43を発現させると強い増殖阻害が観察された。今後プロモーター
を最適化することにより発現量の調整を行うことを要するが、本系にmicroRNAを導入し、酵母
増殖変化などを観察することにより、より簡便に候補microRNAなどの選別が行えると考えられ
る。 
 
 
 従前に in vivo 電気穿孔法による疾患モデル動物から得られていた TDP-43 関連 microRNA に
ついて、本課題においてヒト脳で検討し、また ALS 患者脳の RNA 解析により、TDP-43 関連の
みならず ALS 運動野において特異的に発現を変化させる数多くの候補を得ることができた。今
後は酵母系によるスクリーニングを通じ、これら多くの候補の中から TDP-43 に関連する
microRNA などを探索することとなる。 
 ここから得られる結果は ALS などの神経変性疾患における神経細胞死メカニズムの疾患特
異的な本質に迫るものであり、今後の治療戦略の進展に大きく貢献するものと考えられる。 
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