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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）では核内タンパク質TDP-43が細胞質内に蓄積する。
TDP-43はそのプレmRNAに結合し、選択的スプライシングを誘発し、発現を自己調節している。本研究では、まず
数理モデルを構築し、TDP-43自己調節を支える転写の冗長性がTDP-43病理を促進することを予測した。次に、ア
ンチセンスオリゴを用いてマウス脊髄のTDP-43選択的スプライシングを抑制し、転写の冗長性を顕在化させた結
果、不溶性TDP-43の増加と断片化、運動ニューロン数の減少を認めた。これらの結果は、ALSの病態の一部を再
現しており、この選択的スプライシングがALSの有望な治療標的となる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：In amyotrophic lateral sclerosis (ALS), the nuclear protein TDP-43 
accumulates in the cytoplasm. TDP-43 binds to its pre-mRNA, induces alternative splicing, and 
autoregulates its expression levels. Here, we first constructed a mathematical model and predicted 
that transcriptional redundancy that underpins TDP-43 autoregulation could drive TDP-43 pathology. 
Then, we used an antisense oligo to suppress TDP-43 alternative splicing and manifested 
transcriptional redundancy. As a result, in the mouse spinal cord, the increase and fragmentation of
 insoluble TDP-43 and decrease in the number of motor neurons were observed. These results, which 
recapitulate part of the ALS pathology, suggested that this alternative splicing could be a 
promising therapeutic target for ALS.

研究分野： 神経内科学
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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）は、病理学的にTDP-43の凝集と蓄積によって特徴付けられる。しかし、このTDP-43
病理がどのように駆動されているのかはほとんど分かっていない。本研究は、TDP-43量調節に潜在する脆弱性に
着目し、遺伝子を改変せずに、マウス脊髄において、TDP-43の病態を模倣させた。これにより、TDP-43量調節に
潜在する脆弱性が、ALSの治療標的となる可能性を示した。これらの成果は、難病であるALSの治療法の開発に向
けた基盤を提供する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動ニューロンの変性によって特徴づけられる致死的な神経

疾患である。ALS は、認知・行動異常を伴うことがあり、前頭側頭型認知症と類縁の疾患である。
これらの神経変性疾患は、TDP-43 が断片化し、核から消失し、細胞質内の封入体を形成すると
いう病理学的背景を共有する。この TDP-43 病理所見の拡がりは、これらの疾患の臨床的な進行
と一致する。遺伝学的には、TDP-43 をコードする TARDBP 遺伝子の変異が家族性 ALS の 1〜5％
に存在し、この変異を有する患者は孤発性 ALS 患者と同様の TDP-43 病理を示す。これらの知見
は、TDP-43 の異常が ALS/FTD の病態に直接的に関与していることを示唆している。 
TDP-43 は、核局在化シグナルおよび核輸出シグナルを介して、核と細胞質の間を移動する核

タンパク質である。RNA 認識モチーフを含み、幅広い RNA 代謝プロセスに影響を与える。さらに、
C末にプリオン様ドメインをもち、凝集性を示す一方、ストレス顆粒などの膜なしオルガネラの
形成に関与する。TDP-43 ノックアウトは致死的であり、さらに運動ニューロン特異的なノック
アウトは年齢依存的な神経変性をもたらす。一方、TDP-43 過剰発現は、発現量依存的に TDP-43
の凝集をもたらし、運動ニューロンを損失させる。すなわち、TDP-43 は細胞の機能維持と生存
に必須であるだけでなく、その発現変動は特に運動ニューロンにおいて毒性を示す。 
TDP-43 は負のフィードバック機構により発現を自己制御する。TARDBP プレ mRNA の 3’UTR に

TDP-43 が結合すると、遠位のポリ A 部位が選択され、次いで、ふたつの選択的スプライシング
が連続して誘発される。この選択的スプライシングを受けた RNA はナンセンス媒介崩壊(NMD)に
よって分解される。遠位のポリ A部位の使用にもかかわらず、選択的スプライシングを回避する
RNA があるが、これらは核内に停留し、核内 TDP-43 が正常のときには、細胞質内での翻訳には
寄与しない（図 1）。このように、核
内TDP-43の量は、細胞質内のTARDBP 
mRNA レベルを厳密に調節し、その機
能を維持している（Koyama et al. 
2016）。 
しかし、厳密に制御されている

TDP-43 の発現が、どのような因子に
より制御不能に陥るのかは明らかで
はない。また、内因性 TDP-43 の発現
が制御不能に至った場合に、運動ニ
ューロンには、どのような影響が起
こるのかは分かっていない。これら
の問いを解き明かすことは、ALS 病
態の根本的な理解につながり得る。 
 

２．研究の目的 
本研究では、TDP-43 発現制御機構がどのような擾乱により脆弱性を示すのかを、TDP-43 細胞

内代謝を模した数理モデルを構築することにより予測する。さらに、TDP-43 発現制御機構の中
心をなす選択的スプライシングを特異的に操作し、ALS の病態がどこまで再現されるのかを明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
遺伝子制御や生化学的ネットワークを描くための構造化ダイアグラムエディタである

CellDesigner を用いて、TDP-43 の細胞内動態を模した数理モデルを構築した。実験結果をもと
にモデルを設計したうえで、TARDBP ヘテロノックアウトマウスと TDP-43 トランスジェニックマ
ウスの観察データと整合性が保たれるようにパラメータを調整し、最終的にモデルの妥当性を
確認した。その後、それぞれのパラメータを変動させたときのシステムの挙動を調べ、どのよう
な変動によりシステムが脆弱性を示すのかを調べた。 
TDP-43 選択的スプライシングを特異的に抑制するアンチセンスオリゴの配列をマウス神経芽

細胞腫（Neuro2a）を用いて調べた。このアンチセンスオリゴを成体マウスの髄腔内に腰椎穿刺
により注入し、脊髄組織における選択的スプライシング抑制効果を確認し、これによる生化学的、
病理学的な変化を調べた。さらに、ヒトに対して同様な選択的スプライシング抑制効果があるア
ンチセンスオリゴ配列を同定し、ヒト iPS 細胞由来のニューロンにおいて、TDP-43 の細胞内局
在を調べた。 

図 1. TDP-43 自己制御機構のモデル



 
４．研究成果 
TDP-43 の細胞内動態を模した数理モ

デルを解析すると、TDP-43 自己制御は
転写の冗長性を伴い、多くの因子の擾乱
に対してロバストであった。しかし、特
定の因子がある一定期間以上において、
ある閾値を超えた変動を示すと、自己制
御機構の脆弱性が明らかになった。これ
らの要因には、TDP-43 の凝集傾向の増
加、核細胞質における TDP-43 の輸送障
害、異常タンパク質の分解効率の低下な
どが含まれており、これらはすべて家族性 ALS/FTD の原因遺伝子に関連する機能異常であった。
この条件下では、TDP-43 病態が加速的に悪化するという負のスパイラルに陥る（図 2）。TDP-43
を制御するシステムは、状況に応じて健常状態と疾患状態の間で双安定性を示しており、このこ
とが TDP-43 病理の病態の根底にある可能性を示した。このとき、疾患状態へ駆動させる転写の
冗長性を抑制することは、潜在的な治療戦略となり得ることを予測した（Sugai et al. 2018）。 
次に、疾患状態へ駆動させると予測した転写の冗長性が顕在化したときの病的意義を実験的

に検証した。アンチセンスオリゴを成体マウスの髄腔内に投与し TDP-43 選択的スプライシング
を特異的に阻害した。その結果、脊髄における TDP-43 mRNA 発現は 2倍以上の増加を示し、TDP-
43 タンパク質の不溶性画分の増加と断片化が誘導された。また、アンチセンスオリゴ投与 5 週
間後には、脊髄運動ニューロン数の減少を認め
た(図 3)。ヒト iPS 細胞由来のニューロンにおい
ても、同様の選択的スプライシングの阻害によ
り、TDP-43 mRNA が増加した一方、核内 TDP-43
は減少した（Sugai et al. 2019）。 
以上の結果は、TDP-43 選択的スプライシング

の変化が TDP-43 の発現を制御不能に陥れ、この
持続により、ALS 病態の一部が再現されることを
示した。このことは、逆に、制御不能になった
TDP-43 に対しての適切な介入が、ALS 病態を修
飾する治療に結びつく可能性を示唆した。 
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図 2. ALS の TDP-43 病態の仮説とその治療標戦略

図 3. マウス脊髄の TDP-43 の断片化（A）、
運動ニューロンの減少（B） 
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