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研究成果の概要（和文）：我々は筋委縮性側索硬化症（ALS）へのたんぱく分解障害の関与を探った。運動ニューロン
特異的に26Sプロテアソームを欠損させたマウスでは臨床的にも病理学的にもヒトのALSにきわめて類似した病像を示し
た。対照的に運動ニューロン特異的にオートファジーを欠損させたマウスでは細胞死は観察されず、運動機能障害も認
められなかった。以上より、ALSの病因にプロテアソーム障害が関与する可能性が強く示唆された。また、リソゾーム
病であるゴーシェ病の病因遺伝子GBA変異がパーキンソン病のリスク遺伝子であることからメダカのゴーシェ病モデル
を作成したところ、行動異常と脳内に神経炎症およびαシヌクレイン凝集体蓄積を認めた。

研究成果の概要（英文）：We show that impairment of the ubiquitin-proteasome system, but not the 
autophagy-lysosome system in motor neurons replicates ALS in mice. Conditional knock-out mice of the 
proteasome subunit Rpt3 in a motor neuron-specific manner (Rpt3-CKO) showed locomotor dysfunction and 
typical ALS cytopathology. On the other hand, motor neuron-specific knock-out of Atg7 (Atg7-CKO), only 
resulted in no TDP-43 or FUS pathologies or motor dysfunction was observed. These results strongly 
suggest that proteasomes, but not autophagy, fundamentally govern the development of ALS. Recent genetic 
studies have revealed that GBA mutations confer a strong risk for sporadic Parkinson's disease (PD). To 
investigate how GBA mutations cause PD, we generated GBA knockout medaka that are deficient in 
glucocerebrosidase activity. Pathological findings represented lysosomal abnormalities in neurons and 
alpha-synuclein accumulation in axonal swellings, linking GBA mutation and pathogenesis of PD

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性神経変性疾患の主要なものはその責
任遺伝子が同定され、解析が進んだ結果、原
因遺伝子産物のタンパク質の構造が変異に
より異常化し蓄積するコンフォメーション
病であることが明らかになってきた。一方家
族性疾患の変異遺伝子産物であるα-シヌク
レイン、タウ、TDP-43 などが、孤発性疾患
にも共通して蓄積することが判明し、遺伝性
疾患と孤発性の疾患で共通する病因の存在
が強く疑われるようになった。タンパク質の
分解障害仮説は孤発性神経変性疾患の有力
な病態仮説である。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに家族性パーキンソン病
AR-JPの病因遺伝子 Parkinがユビキチンリ
ガーゼであることを見出し、Parkinの欠損に
よるタンパク質分解システムの破綻が異常
膜タンパク質の蓄積を介して小胞体ストレ
スを惹起し、AR-JPを発症させるとの証拠を
得た（J Biol Chem 1999, Cell 2001,Neuron 
2003, Hum Mol Genet 2007, J Neurochem 
2008）。また遺伝性 ALSの原因遺伝子である
変異 SOD1 タンパク質がプロテアソーム分
解能を低下させる性質があることを明らか
にした（J Neurochem 2002, 2004）。本研究
では運動ニューロンにおけるユビキチンプ
ロテアソーム系（UPS）の破綻をタンパク質
分解障害仮説に基づく孤発性 ALS のモデル
とみなし、異常タンパク質の神経細胞内蓄積
が如何にして脳内環境に変調を来たし、神経
変性至るのか、その分子基盤を明らかにする。 
また我々は、核内に存在する TDP-43が病的
構造に転化する構造背景を明らかにするこ
とを目標とする。そのために、TDP-43 の重
要な機能ドメインであり、これまでに NMR
用いたや結晶解析によって立体構造が判明
している RNA 認識モチーフに着目して、
NMR や質量解析、さらには病原構造特異認
識モノクローナル抗体の作製を通じて分子
構造病態を解明し、病原構造の診断や分子標
的治療への道筋を作り、さらに病原型 

Rpt3-KOマウス. a.運動障害, b前角細胞の減少,c,ユビキ
チン化封入体 d.進行性運動ニューロン死(Tashiro, JBC, 
2012) 図 1 

TDP-43 の分解系に関わる分子の同定を目指
す。 
パーキンソン病研究については、そのリスク
遺伝子として同定されたグルコセレブロシ
ダーゼ（GBA）遺伝子の機能不全が脊椎動物
においてパーキンソン病を再現しうるかを
検証した。対象動物としてジーンターゲッテ
ィングと解析が容易なメダカを用いた。 
 
３．研究の方法 
 
1) Cre-loxシステムによって、26Sプロテア
ソームの Rpt3 サブユニットを運動ニューロ
ン特異的にノックアウトすることができる
floxed Rpt3 マウスを作製し、進行性に運動
機能障害を生じる運動ニューロン病マウス
モデルの樹立に成功した（図１）。このマウ
スを病理学的、行動学的に詳細に解析した。 
 
さらにUPS機能不全によって誘発される運動
ニューロン内の有害事象を明らかにするた
め、脊髄運動ニューロンの遺伝子発現プロフ
ィールを DNA マイクロアレイで検討した。 
 
2) ミスフォールド型TDP-43において分子外
に露出するアミノ酸を、過去の結晶解析を用
いた論文の結果より E246/D247 と類推し、モ
ノクローナル抗体を作成した。さらに RRM1
組み換え蛋白質を安定同位体を用いて作出
し、高圧力 NMR 解析をしたミスフォールディ
ングに関わる局所構造の同定を試みた。さら
に組み換え TDP-43 蛋白質と in vitro 
ubiquitination を組み合わせ、TDP-43 のユ
ビキチンリガーゼを質量解析によって同定
した。 
3)Targeting Induced Local Lesions In 
Genomes（TILLING）法にて GBA 欠失メダカを
作製し、表現型を解析した。また、
Transcription activator-like effector 
nucleases（TALENs）にてα-syn 欠失メダカ
を作製し、GBA 欠失メダカと交配し表現型を
解析した。 
 
４．研究成果 
1) タンパク分解障害と ALSにおける運動ニ
ューロン変性の関与を明らかにするために
作製した、VaChT-Cre-Rpt3 KO マウス
（Rpt3-CKOマウス）の行動病理解析を更に
詳細に進めた結果、ALS患者で出現する多く
の封入体の出現に加え、進行性の四肢筋萎縮
と筋力低下を呈し、ミクログリアやアストロ
サイトの病巣への集積、運動ニューロン死を
伴う等 ALS と類似した表現型を示すことが
判明した。興味深いことに、Creの発現が終
了する 5 週目以降、少なくとも 20 週にわた
って神経変性が進行しており、一旦変性した
運動ニューロンから放出される毒性因子の
作用によって細胞死が完結し、またその死細
胞から放出される因子によって変性が拡大
することが示唆された。一方細胞内の主要な



タンパク質分解系であるオートファジーを
運動ニューロン特異的にノックアウトさせ
たマウスを作製し、表現型解析を行ったとこ
ろ、ユビキチン化封入体や P62等のオートフ
ァギー関連タンパク質の蓄積を認めたもの
の、運動麻痺や運動ニューロン変性は全く認
めず、ALS病態にはプロテアソームを介した
タンパク質分解が直接的に関与することを、
動物を用いて初めて証明し、新たな孤発性
ALSのモデルマウスを確立した。(図) 

さらに、脊髄運動ニューロンの DNA マイクロ
アレイ解析および脊髄組織を用いた組織免
疫染色を行った結果、Rpt3-CKO マウスでスト
レス応答分子であるNdrg1の発現が示唆され
た。同様に、組織免疫染色により家族性 ALS
モデルマウスである変異 SOD1 過剰発現マウ
ス（SOD1G93A マウス）において Ndrg1 の発現
増加が観察された（図）。Ndrg1 は同じ神経変
性疾患であるシャルコー・マリー・トゥース
病の原因遺伝子としても知られており、また
Ndrg1 欠損マウスは神経障害を引き起こすこ
とから、Ndrg1 の発現誘導はニューロンにと
って保護的に働いていることが予想された。 

 
また、東北大学・青木教授との共同研究で骨
格で特異的にプロテアソームを欠損するマ
ウスを作成し、運動ニューロン同様に
TDP-43 が筋肉に蓄積する封入体筋炎様の表
現型を得ている（Kitajima Y, et al. J Cell Sci, 
2014）。 
 

２ ） TDP-43 の RNA 結 合 ド メ イ ン
（RRM1,RRM2）の構造解析により、病原構
造に至る責任ドメインを明らかにし、RNA
結合ドメインの特定のアミノ酸に対するモ
ノクローナル抗体の開発に成功した。さらに
RRM1 ドメインの特定のβシート構造がス
トレス下のTDP-43の異常会合に寄与するこ
とを明らかにし、RRM1ドメインの異常会合
がTDP-43プロテイノパチーの多くの細胞病
理学的再現することから、TDP-43 病原性獲
得の分子基盤である可能性を指摘し in vitro
の新たな ALSのモデルを確立した。(図) 

 
さらに我々はTDP-43のユビキチンリガーゼ
の候補として CUL2複合体を同定した。(図) 

 
CUL2 複合体の基質認識蛋白質である von 
Hippel-Lindau蛋白質（VHL）は、ミスフォ
ールドした TDP-43を認識すること、さらに
異常切断断片をユビキチン化し、プロテアソ
ームで分解することを証明した。また VHL
がオリゴデンドロサイトのTDP-43封入体形
成に関わっていることを発見した(図,Uchida 
Sci Rep 2016)。 
 



 
 
3) TILLING 法にて作出した GBA 欠失メダ
カの表現型解析を行った。GBA 欠失マウス
は出生間もなく致死的となり解析が困難で
あるのに対し、GBA 欠失メダカは月単位で
生存し、病態の観察が可能であった。GBA
欠失メダカは 2 ヶ月齢で行動異常を示し、5
ヶ月齢までに死亡した。メダカを用いた研究
では、利用可能な抗体が乏しいことが問題と
なるが、メダカα-synに対する抗体を作製し、
免疫染色にて脳内にα-syn が蓄積すること
を見出した（図）。 

また、オートファゴソームとリソソームを検
出可能な抗体を発見し、これらの異常を免疫
組織学的・生化学的に観察した（図）。 

 
これらは、透過型電顕による解析で、リソソ
ーム内に異常構造物が蓄積し、軸索にオート
ファゴソームが蓄積している所見と矛盾し
なかった（図）。 
 

また、メダカα-syn抗体を用いた免疫電顕を
行ったところ、オートファゴソームが蓄積し
た軸索に一致してα-syn が蓄積しているこ
とが確認できた（図２）。この所見に関して
も、LC3抗体とメダカα-syn抗体を用いた蛍
光二重染色にて、オートファゴソームとα
-syn の蓄積部位が一致することが確認でき
た。さらに、免疫組織染色と in situ ハイブ
リダイゼーションにて非選択的な神経細胞
死とミクログリアの増生を見出した。次に、
α-syn欠失(α-syn-/-)メダカを TALENsにて
作製した。同変異メダカは翻訳開始部位の直
後に 11 塩基欠失を持ち、フレームシフト変
異によってα-synを欠失している。この変異
メダカを GBA 変異メダカと交配し、GBA/
α-syn二重欠失メダカを解析したが、生存期
間、神経細胞脱落の程度は変化せず、本モデ
ルにおけるα-syn 蓄積の病態への関与は確
認できなかった（図５）。一因として、GBA
欠失メダカにおいてはゴーシェ病としての
表現型が強く、α-syn蓄積毒性が確認しにく
くなっている可能性を考えた。GBA 欠失メ
ダカと GBA/α-syn二重欠失メダカを解析し
た成果は論文として発表した(Uemura N, et 
al. PLoS Genetics 2015)。 
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