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研究成果の概要（和文）：ヘテロリボ核タンパク質TDP-43は、神経変性疾患である筋萎縮性側索硬化症（ALS）
における変性運動ニューロンに蓄積する封入体の主成分である。代表者は、ゼブラフィッシュの脊髄運動ニュー
ロンにおいて、TDP-43の過剰発現とノックアウトの何れもが、神経軸索の伸長を阻害することを見出し、これら
の軸索の伸長阻害が、PI3キナーゼ-mTOR経路の活性化によってレスキューされることを見出した。これらの結果
は、TDP-43のタンパク質恒常性の破綻が、脊髄運動ニューロンの機能障害を引き起こすことを示している。ま
た、PI3キナーゼ-mTOR経路の活性調節が、ALSの治療戦略の一つとなる可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) is s a major component of the 
cytoplasmic inclusions accumulating in degenerating motor neurons in amyotrophic lateral sclerosis 
(ALS). In this study, we show that both overexpression and knockout of TDP-43 result in motor axon 
outgrowth defects. We further demonstrate that the targeted activation of PI3 kinase effectively 
restores the axonal outgrowth in both TDP-43 overexpression and knockout conditions. The PI3 
kinase-dependent rescue is cancelled by the mTOR inhibitor rapamycin treatment. Thus, our results 
suggest that abrogation of TDP-43 proteostasis halts axon outgrowth, which can be rescued through 
the activation of PI3K-mTOR pathway. Modulation of PI3K-mTOR pathway could offer a potential 
therapeutic strategy for ALS.

研究分野：神経遺伝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘテロリボ核タンパク質TDP-43の過度の増量や減少（TDP-43タンパク質恒常性の破綻）によって運動ニューロン
の成長が阻害されることを示し、さらに、この成長阻害をレスキューすることのできる生物学的経路を見出し
た。これらの新しい知見は、ALSの病態メカニズムの理解と、治療戦略の構築に貢献すると期待される。



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（amyotrophic lateral sclerosis, ALS）は、筋収縮を指令する運動ニュー
ロンの変性が原因で致死的な筋萎縮が誘発される神経難病であり、現在、有効な治療法が存在
しない。変性運動ニューロンの細胞質にヘテロリボ核タンパク質 TDP-43を主成分とする凝集
体が蓄積する、という病理的特徴から、TDP-43の凝集体形成が ALSの発症や進行に関与して
いると予想されている。代表者は本研究に先立ち、脊髄運動ニューロンに TDP-43を過剰発現
すると神経軸索の伸長が阻害される、という知見を得ていた。この時、過剰発現された TDP-43
は核局在を示し、細胞質における凝集は認められなかった。このことから、TDP-43 は、凝集
形成に依存しないで細胞毒性を発揮しうると考えられた。さらに、これらの軸索伸長の欠損は、
活性化型 PI3キナーゼの運動ニューロン特異的な発現によってレスキューされることも見出し
ていた。代表者は、これらの現象が ALS病態の一部を模倣し、さらには、PI3キナーゼの活性
化が ALSの治療戦略の一つとなる可能性を考慮し、本研究を提案した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、TDP-43 の異常な増加・減少（TDP-43 タンパク質恒常性の崩壊）によって誘発さ
れる脊髄運動ニューロンの機能障害のメカニズムを解析する為のゼブラフィッシュ筋萎縮性側
索硬化症（ALS）モデルを構築し、ALSにおける運動ニューロン変性の分子基盤の理解を深め
ることを目指した。さらに、脊髄運動ニューロンにおける TDP-43過剰発現の毒性が、PI3キ
ナーゼの活性化によって緩和される、という独自に見出した現象のメカニズムを解明し、PI3
キナーゼ経路の機能修飾という視点から、ALS 治療戦略の構築の可能性を検討することを目
指した。 
 
３．研究の方法 
⑴	 ゼブラフィッシュ脊髄運動ニューロンのサブタイプ CaPでは TDP-43の過剰発現が、神経
軸索の伸長を阻害するのに対して、TDP-43 の欠損は神経軸索の伸長にどのような影響を与え
るのだろうか。この問題を検証するために、遺伝子破壊ゼブラフィッシュを作製し、TDP—43
の欠損が脊髄運動ニューロンに与える影響を検証した。これによって、TDP-43の異常な増加・
減少（タンパク質恒常性の崩壊）が、脊髄運動ニューロンに与える影響を解析することを目指
した。 
 
⑵	 PI3キナーゼによる TDP-43毒性の緩和が、神経興奮性の回復を伴うのか否かを検証する
ために、脊髄運動ニューロンにカルシウムイメージング用プローブ GCaMPを発現させるため
のトランスジェニック系統を構築した。TDP-43の過剰発現と GCaMPの発現を実現するため
の Gal4/UASコンストラクトを構築した。 
	
⑶	 PI3キナーゼによる TDP-43毒性の緩和メカニズムを理解するために、PIキナーゼの下流
において機能すると想定される因子の活性を抗体染色により検証した。また、薬浴処理を用い
て、PI3キナーゼの緩和効果を相殺する因子を探索した。	
	
４．研究成果	
	
⑴	 脊髄運動ニューロンのサブタイプ CaP において、酵母転写因子 Gal4 依存的に活性化型 PI3
キナーゼ（zp110*）とカルシウムプローブ GCaMP を共に発現するトランスジェニック系統
Tg[prdm14-Gal4]	Tg[zp110*-UAS-GCaMP]系統を作製した。さらに、同様の条件下で CaP に TDP-43
を過剰発現する Tg[prdm14-Gal4]	Tg[UAS-TDP-43]	Tg[zp110*-UAS-GCaMP]系統を作製した。二
光子励起顕微鏡による CaP のカルシウムイメージング法を用いて、CaP の神経興奮性の比較を
行った。その結果、PI3 キナーゼの活性化が、TDP-43 過剰発現による神経興奮性の低下を緩和
することを確認した。	
	
⑵	 TDP-43 の遺伝子破壊が脊髄運動ニューロンにもたらす影響を検討した。ゼブラフィッシュ
には、２つの TDP-43 パラログ（tardbp と tardbpl）が存在するが、CRISPR-Cas9 法を用いて、
tardbpと tardbplのそれぞれのノックアウト系統を作製した。それぞれの単独ノックアウトは
生存に影響を与えないが、tardbp と tardbpl のダブルノックアウトは致死であった。さらに、
tardbpと tardbplダブルノックアウトにおいて、脊髄運動ニューロンの軸索伸長が阻害される
ことを見出した。また、tardbpと tardbplのダブルノックアウトによる軸索伸長の欠損は、活
性化型 PI3 キナーゼによってレスキューされた。これらの結果は、TDP-43 タンパク質恒常性の
崩壊が脊髄運動ニューロンに毒性をもたらし、その毒性は PI3 キナーゼによってレスキューさ
れることを示している。PI3 キナーゼによるレスキューのメカニズムを解明することで、TDP-43
タンパク質恒常性の崩壊によってもたらされる細胞毒性のメカニズムに迫ることができるので
はないかと期待された。	
	
⑶	 TDP-43 毒性の緩和に必要な PI3 キナーゼの標的として、PI3K キナーゼの下流因子の一つと
して知られている mTOR 経路の関与を検証した。活性化型 PI3 キナーゼを CaP に発現させると、



mTOR 経路の標的であるリボソーム S6 サブユニットのリン酸化が亢進することを、抗体染色に
よって明らかにした。さらに、活性化型 PI3 キナーゼの発現は、野生型の脊髄運動ニューロン
の軸索の伸長も促進することがわかった。この活性化型 PI3 キナーゼによる軸索伸長の促進は、
mTOR 阻害剤のラパマイシンの薬浴処理によって阻害されることがわかった。これらの結果は、
PI3 キナーゼが mTOR 経路を活性化することで、TDP-43 毒性による神経軸索の伸長阻害をレスキ
ューしていることを示している。mTOR は、細胞内のタンパク質分解機構であるオートファジー
の制御因子であるため、TDP-43 毒性とオートファジーの関連性の検証が今後の課題となると考
えられた。	
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