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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症患者の運動ニューロンや前頭側頭葉変性症の神経細胞では、
TDP-43あるいはFUSの蓄積が認められているが、TDP-43、FUSがどのような機序で神経毒性を発揮するか明らかで
はなかった。本研究では、TDP-43がUlk1 mRNAと相互作用して、オートファジーを制御するとともに、ULK1が
TDP-43の神経毒性に関与することを見出し、TDP-43による毒性発揮機序の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Aberrant accumulation of TDP-43 or FUS in the affected motor neurons of 
patients with amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a pathological feature of ALS, however the 
molecular mechanisms whereby TDP-43 induced the neurodegeneration remained unclear. Here, we found 
that ULK1 mRNA was interacted with TDP-43, and knockdown of TDP-43 reduced the level of protein of 
ULK1. Knockdown of TDP-43 also reduced the level of LC3-II, indicating that TDP-43 has an important 
role in the regulation of autophagy. Moreover, ULK1 deficient mice exhibited severer motor 
dysfunction in the AAV9-TDP-43 model. These data suggest that autophagy regulates neurodegeneration 
induced by TDP-43. 

研究分野：病態生化学

キーワード： TDP-43　FUS　筋萎縮性側索硬化症　前頭側頭葉変性症
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　脊髄前角の運動ニューロンが変性脱落することにより、重篤な筋萎縮を引き起こす神経難病である筋萎縮性側
索硬化症において、どのような機序で運動乳論が神経変性を起こすのか不明であった。本研究ではタンパク質の
品質管理に重要な機構であるオートファジーが、TDP-43の神経毒性に関与することを明らかにした。この結果は
これまで根本治療薬のなかった筋萎縮性側索硬化症に、新たな治療標的を提供するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 神経変性疾患は、進行性に神経細胞が変性脱落することにより発症する神経疾患であり、病理
学的に、変性神経細胞内に疾患を特徴づける病理構造物が出現することが知られている。脊髄前
角の運動ニューロンが変性脱落することにより、重篤な筋萎縮を引き起こす筋萎縮性側索硬化
症 (amyotrophic lateral sclerosis; ALS)や、前頭様や側頭葉の神経細胞が脱落することにより、精神
症状や認知症を引き起こす前頭側頭葉変性症 (frontotemporal lobar degeneration; FTLD)では、いず
れも神経細胞にユビキチン陽性細胞質封入体が出現することが知られ、その共通した封入体構
成成分として TDP-43 (Neumann, Science, 2006; Arai, Biochem Biophys Res Commun, 2006)、及び
FUS (Kwiatkowski, Science, 2009; Vance, Science, 2009)が同定された。さらに、常染色体優性遺伝
形式の家族性 ALS (familial ALS, FALS)家系 ALS10において TDP-43をコードする遺伝子に、ま
た ALS6において FUSをコードする遺伝子に点突然変異が同定され、TDP-43、FUSは神経変性
疾患を引き起こす原因タンパク質である可能性が示唆された。そこで、TDP-43蓄積を伴う疾患
を総称して TDP-43 プロテイノパチー、FUS 蓄積を伴う疾患を総称して FUS プロテイノパチー
と呼ぶ疾患概念が提唱された。しかし、TDP-43プロテイノパチー、FUSプロテイノパチーにお
いて、TDP-43、FUSがいかなる分子機序で神経変性を引き起こすか不明であった。  
  
 
２．研究の目的 
 TDP-43 及び FUS はいずれも RNA 認識領域を持ち
RNA processing に関与するタンパク質である（図１）。
さらに、TDP-43、FUSはいずれもストレス時にストレス
顆粒に局在することが知られているが、その病的意義は
明らかではない。本研究では、特に TDP-43に焦点をあ
て、TDP-43 がオートファジーを誘導してストレス顆粒
のターンオーバーに関与し、その異常が神経変性発揮に関与するのではないか、との仮説に立脚
し、オートファジー経路を介した TDP-43の整理機能及び神経変性発揮に関与する分子機序を解
明する。 
 
 
３．研究の方法 
 予備検討において、TDP-43 を複眼に過剰発現するこ
とで進行性の神経変性を呈するTDP-43トランスジェニ
ックショウジョウバエ (TDP-43 tg fly, Ihara, Hum Mol 
Genet, 2013)において、オートファジー開始因子である
Atg1 mRNA の発現が上昇していることを見出した。そ
こで、ショウジョウバエ複眼において TDP-43、FUS tg 
fly (Matsumoto, Hum Mol Genet, 2018)における神経毒性にオートファジーが関連するか RNAi系
統との交配により明らかにする。さらに、TDP-43、FUS tg flyを用いて TDP-43、FUSが神経毒
性を発揮する機序を tg fly、あるいは RNAi系統との交配により明らかにする。 
 また、TDP-43 と Atg1 の哺乳類ホモログ ULK1 の相互作用がオートファジを制御するか否か
検討するため、マウス神経芽細胞腫 Neuro2aを用い、ノックダウン実験を用いて明らかにする。
さらに、アデノ随伴ウイルスセロタイプ９ (AAV9)発現系を用
い、TDP-43を中枢神経系に発現するマウスを作成し、ULK1が
TDP-43の神経毒性に与える影響を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
① TDP-43 tg flyにおいて、オートファジー関連遺伝子の欠損は
神経毒性を軽減させる 
 Atg1は TDP-43 tg fly頭部で発現が上昇したが、FUS tg fly頭
部で発現上昇は認められなかった（図２）。そこで、Atg1が TDP-
43 tg fly における複眼変性に与える影響を検討するため、TDP-
43 tg flyと Atg1 RNAi系統を交配させた。その結果、TDP-43 tg 
flyで観察された複眼厚の菲薄化、空胞変性が回復することが分
かった (図３)。一方 FUS tg flyと Atg1 RNAi系統を交配させて
もそのような複眼変性の回復は認められなかった (図３)。さら
に、オートファジー 関連遺伝子が TDP-43 tg flyにおける複眼変
性に与える影響を検討するため、Atg3, Atg6, Atg13の RNAi系統
と TDP-43 tg flyを交配させて検討したところ、いずれも統計学



的有意に複眼変性を回復させることが分かった。これらの結果から、オートファジー 経路は
TDP-43の毒性発揮に関与するが、FUSの毒性発揮には関与しない可能性が示唆された。 
 
②  Neuro-2a 細胞において TDP-43 は
Ulk1 mRNAと相互作用し、オートファジ
誘導に関与する 
 Atg1 の哺乳類ホモログ ULK1 の
mRNAが TDP-43 と結合するか検討する
ため、Neuro-2a細胞において免疫沈降―
PCR法で検討した。その結果、TDP-43は
Ulk1 mRNAとその RNA認識領域を介し
て相互作用することが分かった (図４)。
そこで、TDP-43 のノックダウン実験に
より TDP-43 がオートファジー活性に影響を与える
か検討を行った。その結果、TDP-43 の siRNA によ
り、ULK1タンパク質量が低下し、オートファジーマ
ーカーである LC3-II 量も低下することが分かった 
(図５)。TDP-43 siRNA による LC3-II 量の低下は
lysosome阻害剤である bafilomycin A1、chloroquineの
投与下でも観察されたことから、TDP-43はオートフ
ァジー経路に関与する可能性が考えられた。さらに、
CRISPR/cas9 を用い、ULK1 遺伝子 exon 28 中の UG 
repeat を欠損させたところ、TDP-43 のノックダウン
による ULK1 タンパク質発現低下が抑制され、TDP-
43は ULK1遺伝子 exon 28中の UG repeatと相互作用
して、その発現を制御する可能性が示唆された。 
 
③ アデノ随伴ウイルスを用いた新規 TDP-43 プロテイノパチー、FUS プロテイノパチーモデル
マウスの作出 
 TDP-43、FUS の神経毒性を評価するため、FLAG 標識したヒト TDP-43 あるいは FUS を神経
細胞特異的プロモーターhSynapsinI下に繋いだコンストラクトを作成し、AAV9にパッキングし
た。AAV9-TDP-43、あるいは AAV9-FUSを P1マウス側頭静脈より導入し、1ヶ月後免疫組織化
学的に解析したところ、大脳、及び脊髄のニューロンに TDP-43、FUSの発現が認められた。さ
らに導入 3、6ヶ月後に rotarod testを行ったところ、TDP-43、FUSを発現したマウスいずれも 6
ヶ月齢において統計学的有意に強調運動機能が低下することが分かった。一方３、６ヶ月後組織
化学的に検討を行ったが、神経細胞の脱落は認められなかった。これの結果から、新たな TDP-
43、FUSの発現特異的に運動機能障害を呈する新たなモデルマウスの作出に成功した。 
 
④ AAV9-TDP-43マウスにおいて、ULK1の欠損は運動機能障害を増悪させる 
 ③で作出した AAV-TDP-43 モデルを用い、ULK1 が TDP-43 に与える影響を検討した。ULK1
欠損マウスに AAV-TDP-43 を発現させたところ、ホモ欠損マウスに発現させると個体が離乳時
までに死亡すること、また、ヘテロ欠損マウスに発現させると、運動機能障害が増悪することを
見出した。この結果はほ乳類において ULK1は TDP-43の神経毒性に防御的に働いている可能性
を示唆するものであった。 
 
⑤ ataxin-2のノックダウンは TDP-43、CRESTの神経毒性
を減弱させるが、FUSの神経毒性には影響しない 
 ataxin-2をコードする ATXN2遺伝子 exon1の CAG repeat
の高度な伸長は脊髄小脳変性症を引き起こすが、中程度の
伸長は ALS の発症リスクを上昇させることが知られてい
る (Elden, Nature, 2010)。そこで、ataxin-2 が TDP-43、
CREST、FUSの毒性に関与するか ataxin-2の RNAi系統を
用いて検討を行った。その結果、TDP-43、CREST tg fly複
眼における神経変性は ataxin-2の RNAiによって減弱した
が (図６, Park, PLoS Genet, 2019)、FUS tg fly複眼における
神経変性には影響を与えなかった。この結果は、Ataxin-2
が TDP-43 及び CREST による神経毒性に関与する可能性
を示唆するものであった。 
 
⑥ Neat1_1の過剰発現は TDP-43の毒性を減弱させるが、
FUSの神経毒性には影響しない 
 近年、TDP-43や FUSは paraspecklesや stress granulesといった膜を持たない細胞内オルガネラ
に局在することが示唆されている。Long non-coding RNAである Neat1_1は paraspecklesに濃縮



されることから、TDP-43、FUSの毒性に Neat1_1が関与するか否か、TDP-43、FUS tg flyの複眼
に Neat1_1を過剰発現させて検討を行った。その結果 Neat1_1の過剰発現で TDP-43 tg flyの複眼
変性が回復したが、FUS tg flyにおける複眼変性の回復は認められなかった (Matsukawa, RNA biol, 
2021)。この結果は、Neat1_1 が TDP-43 の神経毒性に関与する可能性を示唆するものであった。 
 
⑦ hnRNP3のノックダウンは FUSの神経毒性を増悪させる 
 hnRNP3 と FUS は stress granulesにおいて、共局在することが知られている。そこで hnRNP3
が FUSの神経毒性に与える影響を明らかにするため、FUS tg flyにおいて hnRNP3のショウジョ
ウバエ ホモログ Hrb87Fの RNAi系統と交配して検討を行った。その結果、Hrb87Fのノックダ
ウンにより FUS tg flyの複眼毒性が増悪化することが分かり (An, 論文投稿中) 、hnRNP3は FUS
の神経毒性に防御的に関与する可能性が示唆された。 
 
⑧ CK1 / は FUSをリン酸化し、その神経毒性を減弱させる 
 CK1はタウや-synuclein、TDP-43など神経変性
疾患に関与する病因タンパク質をリン酸化して、
その毒性に関与することが知られている。そこで、
CK1 が FUS をリン酸化してその毒性発揮に影響
を与えるか検討を行った。In vitro において CK1
と FUS をインキュベートしたところ、CK1は、
FUSの 10箇所の Ser/Thrをリン酸化することが分
かった。さらに HEK293 細胞において CK1ある
いは CK1を発現させると、FUSの Ser182がリン酸化されることが分かり、CK1ではそのよう
なリン酸化は認められなかった。さらに、FUS tg fly にヒト CK1あるいはショウジョウバエの
CK1ホモログ Dco を過剰発現させたところ、FUS tg fly の複眼毒性が回復することが分かった 
(図７, Kishino, 論文投稿中)。これらの結果、CK1d/eは FUSをリン酸化することで、構造変化を
促し、毒性を緩和しうることが明らかとなった。
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