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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）、前頭側頭葉変性症（FTLD）ではRNA結合蛋白質TDP-43の
神経細胞内での異常沈着がみられ、病態との関連が示唆される。我々はTDP-43による神経軸索へのmRNAの輸送障
害がALS/FTLDを発症すると考え、その標的としてリボソーム蛋白質（Rp）mRNAを同定した。Rp mRNA は軸索内で
TDP-43と結合・共局在して輸送され、輸送されたRp mRNAは軸索内で局所翻訳されて内在性リボソームにアセン
ブリされることが示唆された。TDP-43が発現低下した軸索ではリボソームによる局所翻訳能が低下し軸索伸長障
害がみられたが、Rpの発現上昇によりこの障害が是正された。

研究成果の概要（英文）：In amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal lobar degeneration
 (FTLD), abnormal deposition of the RNA-binding protein TDP-43 in neurons was observed, suggesting a
 relationship with the pathogenesis. We hypothesized that impairment of TDP-43-mediated mRNA 
transport to neuronal axons would cause ALS/FTLD, and identified ribosomal protein (Rp) mRNA as its 
target. It was suggested that Rp mRNA is transported by binding and colocalizing with TDP-43 in 
axons, and the transported Rp mRNA is locally translated in axons and assembled into endogenous 
ribosomes. In the axons in which TDP-43 was down-regulated, local translational ability by ribosomes
 and axonal outgrowth was impaired, while the disturbance was ameliorated by overexpression of each 
Rp.

研究分野：神経内科学

キーワード： TDP-43　軸索輸送　筋萎縮性側索硬化症　前頭側頭葉変性症　リボソーム蛋白質　局所翻訳

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
筋萎縮性側索硬化症（ALS）、前頭側頭葉変性症（FTLD）は根本的治療法のない重篤な神経変性疾患であり、一
刻も早い効果的治療法の開発が切望されている。ALS/FTLDではRNA結合蛋白質TDP-43の神経細胞での局在異常が
知られているが、我々は独自に開発した神経細胞区画培養法を用いて神経軸索を選択的に解析する手法を確立
し、それによりTDP-43による軸索輸送標的としてリボソーム蛋白質（Rp）mRNAを同定した。Rp mRNAの発現を増
加させる薬剤により、ALS/FTLDの新たな治療法が開発されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 筋萎縮性側索硬化症（ALS）およびユビキチン陽性封入体を伴う前頭側頭葉変性症（FTLD-U）

では RNA 結合蛋白質である TAR-DNA binding protein（TDP）-43 が病変部位の神経細胞内に異常

凝集、沈着することが知られている。TDP-43 は核内での遺伝子の転写や pre-mRNA のスプライシ

ングの制御に加え、核外での mRNA の輸送に関与することが推測されている。特に神経細胞は軸

索や樹状突起といった長い神経突起を持つため、その突起内に必要な mRNA を輸送し局所で蛋白

質に翻訳して供給することは神経細胞の形態や機能を維持する上で重要である。我々は

ALS/FTLD-U においては、TDP-43 の異常沈着によりその軸索への特定の mRNA の輸送機能が障害

され、神経細胞の形態や機能を維持できずに神経変性が生じる可能性を考え、培養神経細胞を用

いた検討により TDP-43 の輸送標的 mRNA 候補としてリボソーム蛋白質（Rp）mRNA を同定した。

このことは ALS/FTLD-U では TDP-43 の機能障害により Rp mRNA の軸索への輸送が障害され、そ

れにより軸索でのリボソームによる全般的な蛋白質合成能が低下して神経変性が生じる可能性

を示唆している。 

 

２．研究の目的 

 そこで本研究では TDP-43 が軸索への Rp mRNA の輸送と軸索局所でのリボソームによる蛋白質

合成能の制御に関与しているか、TDP-43 による Rp mRNA の軸索輸送に他の RNA 結合蛋白質が関

与しているか、TDP-43 の発現低下によりリボソーム機能を介した軸索の形成に障害が生じるか、

TDP-43 の機能障害による神経変性が Rp の発現上昇により軽減されるか、を初代神経培養細胞、

神経特異的 TDP-43 遺伝子欠損マウス、ヒト TDP-43 過剰発現ショウジョウバエを用いた解析に

より検証した。 

 

３．研究の方法 

 マウス大脳皮質神経細胞を培養し、軸索での Rp mRNA および TDP-43 蛋白質の局在をそれぞれ

in situ hybridization、免疫染色により観察した。また同神経細胞に対してファージ蛋白質 MS2

と Venus との融合蛋白質および MS2 により認識される RNA 配列を組み込んだリボソーム蛋白質

cDNA の発現プラスミドを共発現させ、Rp mRNA の軸索での局在を可視化した。さらにその際 FLAG

タグを融合した種々の RNA 結合蛋白質あるいは mCherry を融合した TDP-43 cDNA の発現プラス

ミドを共発現させ、Rp mRNA と各 RNA 結合蛋白質あるいは mCherry-TDP-43 の共局在の有無を観

察した。また Neuro2a 細胞に対して Myc タグを融合したヒト TDP-43 cDNA および Rp cDNA の発

現プラスミドを共発現させ、抗 Myc抗体を用いて TDP-43 を免疫沈降した上で沈降物中の Rp mRNA

量を PCR により定量し、TDP-43 蛋白質と Rp mRNA との結合を解析した。 

 次にマウス大脳皮質培養神経細胞に対し shRNA レンチウイルスベクターを用いて TDP-43 の発

現を低下させ、その際の神経突起伸長の程度を定量するとともに、神経突起区画のみをピューロ

マイシン標識し、そこでの新規の蛋白質合成能を検出した。また大脳皮質培養神経細胞の神経突

起区画のみに in vitro 合成した GFP 融合 Rp の mRNA を導入し、同部位で翻訳された Rp の内在

性リボソームとのアセンブリの有無を検証した。次に大脳皮質培養神経細胞に対しTDP-43 shRNA

発現プラスミドと Rp cDNA あるいは上記 RNA 結合蛋白質 cDNA 発現プラスミドを共発現させ、

TDP-43 の発現低下による神経突起伸長障害に対する Rp cDNA、他の RNA 結合蛋白質の保護効果

を解析した。さらに各 Rp を複眼で過剰発現するショウジョウバエを作成してヒト野生型 TDP-43

を複眼で過剰発現するショウジョウバエと交配し、その複眼変性に対する Rp の保護効果を観察

した。 



 また TDP-43 flox マウスと Enolase2-Cre マウスとの交配により神経細胞特異的に TDP-43 を

欠損したマウスを作成し、その大脳白質をレーザーマイクロダイセクションにより採取し、RNA

を抽出して Rp mRNA の定量 PCR を行い、対照マウスと比較した。さらに同マウス由来の大脳皮

質神経細胞を培養し、神経突起伸長の程度や新規蛋白質合成能を前述と同様の方法により解析

した。 

 

４．研究成果 

 マウス大脳皮質神経細胞において Rp mRNA は神経突起内で TDP-43 と共局在して移動してい

た。Rp mRNA は TDP-43 と結合するがその非翻訳領域の欠失により TDP-43 との結合は減少しその

神経突起内での量も減少した。このことより Rp mRNA の神経突起への輸送に TDP-43 が重要な働

きを果たしていることが推測された。RNA 結合蛋白質の中で La 蛋白質は神経突起内で Rp mRNA

および TDP-43 と最もよく共局在していた。 

 TDP-43 の発現を低下させた大脳皮質神経細胞では神経突起伸長が阻害され、その際神経突起

での局所蛋白質合成能の低下がみられ、神経突起におけるリボソームの機能障害が起こってい

ることが示唆された。 

 大脳皮質神経細胞の神経突起区画に GFP-Rp mRNA を加えたところ、GFP-Rp は神経突起内で局

所翻訳され取り込まれて内在するリボソームと共局在した。GFP 配列のみではこのような局所翻

訳や内在性リボソームへの取り込みはほとんど起こらず、神経突起に存在する Rp は内在性リボ

ソームへアセンブリされることが確認された。TDP-43 shRNA プラスミドを導入した大脳皮質神

経細胞では突起伸長障害がみられたが、各 Rpあるいは La蛋白質の cDNA を共発現させると突起

伸長が改善することが明らかとなった。ヒト野生型 TDP-43 を複眼で過剰発現するショウジョウ

バエでは複眼変性がみられたが、各 Rp を複眼で過剰発現するショウジョウバエと交配させると

その複眼変性が軽減した。 

 神経細胞特異的 TDP-43 欠損マウスの大脳白質は対照マウスと比較して形成が不良でそこでの

Rp mRNA 量は低下傾向であった。さらに同マウス由来の大脳皮質神経細胞は神経突起の伸長が悪

く、神経突起でのリボソームによる局所蛋白質合成能も低下していた。 

 以上より ALS/FTLD-U において TDP-43 の局在変化・異常沈着に伴う神経変性機序として、同蛋

白質による Rp mRNA 軸索輸送の障害を介した同部位での局所蛋白質合成能の低下が関与するこ

とが考えられた。 
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