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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動ニューロンの変性が原因で、全身の筋肉が衰え
る難病である。我々はゼブラフィッシュをモデルに用いて、ALS脆弱性が高いとされる細胞サイズが大きい運動
ニューロンほど、オートファジー流動が亢進していることを見出していた。本研究では、大きい運動ニューロン
ほど細胞内ATPレベルが低下していることを見出した。また、オートファジー流動を阻害すると、細胞内ATPレベ
ルは低下し、神経軸索の成長が阻害された。これらの結果から、細胞内のエネルギー供給において、オートファ
ジー流動への依存度が大きい細胞ほど、ALSに対して脆弱である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A major hallmark of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is that the motor 
neurons regulating skeletal muscle contraction are selectively targeted for degeneration, while 
sensory neurons and interneurons are relatively spared. It has also been known that, among the motor
 neurons, large cells are more vulnerable than smaller ones. Understanding of molecular and 
physiological basis of these selective neuronal vulnerability in ALS may provide a clue for 
designing effective therapy for this currently incurable disease. In this study, we discover that, 
in zebrafish, the larger spinal motor neurons display a higher autophagic flux and lower 
intracellular ATP level than smaller ones. Repression of autophagic flux by overexpression of mTOR 
kinase led to a decrease in intracellular ATP level and diminished motor axon outgrowth. These 
results imply that a stagnant autophagic flux would increase neuronal ALS vulnerability via 
reduction of intracellular ATP level.

研究分野：遺伝学、神経科学、細胞生物学
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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、脳が発する運動の指令を筋肉に伝達する神経細胞「運動ニューロン」が変性し
て失われ、全身の筋肉が衰える難病である。ALSの根本的な原因は未だ不明であるが、運動ニューロンの中でも
とりわけ、サイズが大きい運動ニューロンほど、変性しやすいことが知られている。本研究によって、大きい運
動ニューロンでは、「細胞のエネルギー通貨」ともよばれるATPが低下していて、なおかつ、細胞内のリサイク
ルシステム「オートファジー」が活発に働いていることをがわかった。細胞のエネルギーの産生をオートファジ
ー流動に大きく依存している細胞ほど、ALSで失われやすい可能性が考えられた。

※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 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、筋肉の収縮を制御する脳や脊髄の神経細胞「運動ニューロン」
が変性によって失われ、全身の筋肉が衰える難病である。運動ニューロンが変性する一方で、感
覚ニューロンや介在ニューロンは保たれることが ALS の大きな特徴であるが、運動ニューロン
のサブタイプ間においても、(i)速い、かつ、疲労しやすい筋収縮(Fast-twitch, Fast-fatigable)
を指令する運動ニューロン（FF 運動ニューロン）ほど変性し易い、あるいは、（ii）眼球運動を
制御する運動ニューロンは変性し難い、といった変性のし易さに差があることが知られている。
ALS における神経細胞の変性し易さ（神経細胞の ALS 脆弱性）のメカニズムは、効果的な ALS の
治療戦略を構築するための突破口になると期待されているが、現在、ほとんど理解されていない。 
我々は、ゼブラフィッシュを用いて ALS の神経変性をモデル化する過程で、オルガネラやタン

パク質の分解系であるオートファジーの活性（オートファジー流動）をイメージングによって解
析する系を構築した。この系を用いて、脊髄運動ニューロンのオートファジー流動が、感覚ニュ
ーロンや介在ニューロンよりも有意に亢進していることを、思いがけず見出した。また、ゼブラ
フィッシュにおいて、FF 運動ニューロンに相当する性質を備えた細胞のサイズが大きい運動ニ
ューロンほど、オートファジー流動が高いことを確認した。さらに、眼球運動ニューロン（外転
神経）と脊髄運動ニューロンを同時に可視化するゼブラフィッシュ系統を構築することにより、
眼球運動ニューロンにおけるオートファジー流動が、脊髄運動ニューロンよりも有意に低いと
いう、結果を得た。 
このような結果を基にして我々は、ゼブラフィッシュにおいて見出した神経細胞のオートフ

ァジー流動の多様性と、ALS 脆弱性との相関関係に着眼することで、神経細胞の ALS 脆弱性の理
解を前進させることができるかもしれないと考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、オートファジー流動の活発さの差に着目して運動ニューロンの多様性を理解するこ
とにより、神経細胞の ALS 脆弱性の分子生理的メカニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
我々は、運動ニューロンにおけるオートファジー流動の活発さは、細胞内のエネルギー代謝と何
らかの関連性があると予想した。そこで、レシオメトリックな細胞内 ATPのレポーターを酵母転
写因子 Gal4 依存的に発現するトランスジェニックゼブラフィッシュ系統を構築し、脊髄運動ニ
ューロンの ATP レベルをイメージングによって定量し、比較した。また、同様の ATP レベルの解
析を、ALS の原因遺伝子の一つである TDP-43/TARDBP 遺伝子の過剰発現の条件において実施する
ことにより、ALS 病態における細胞内のエネルギー状態を検討し、オートファジー流動との関連
性を探った。 
 
４．研究成果 
(1)細胞内エネルギーを定量的に評価するための細胞内 ATP レポーターフィッシュ系統の構築 
細胞内 ATP レベルをモニターする為に、先行研究において開発された緑蛍光を発する ATP セン
サーiATPSnFR（引用文献①）と赤色蛍光タンパク質 mRFP1を、自己切断活性を持つ T2Aペプチド
配列で連結し、酵母転写因子 Gal4の認識配列（UAS）に接続した UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1 コン
ストラクトを作製した。UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1 をゲノムに組み込んだトランスジェニックゼ
ブラフィッシュ系統 Tg[UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1]を樹立した。Tg[UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1]フ
ィッシュを、脊髄における感覚ニューロン（RB細胞）、少数の介在ニューロン、脊髄運動ニュー
ロン CaPにおいて Gal4を発現するドライバーTg[SAIG213A]系統（引用文献②）と交配し、得ら
れた Tg[SAIG213A]Tg[UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1]二重トランスジェニックフィッシュの脊髄のラ
イブイメージングを実施した。それぞれの単一細胞ごとに iATPSnFR/mRFP1の蛍光レシオを計測
したところ、RB細胞、介在ニューロン、CaPのそれぞれにおいて iATPSnFRの発現レベルに関わ
らず、ほぼ一定の値を得たことから、これらの細胞種は、ほぼ同程度の ATP レベルを維持してい
ることが示唆された。また、この結果は、iATPSnFR-T2A-mRFP1をプローブとして、細胞外環境や
遺伝子変異などによる様々な摂動が、生体内の細胞の ATP レベルの増減を評価できること示唆
していた（以降参照）。 
 
(2) 細胞サイズに相関した脊髄運動ニューロンの細胞内 ATP レベル勾配 
運動ニューロン特異的な Gal4 ドライバー系統 Tg[mnr2b-hs:Gal4](引用文献③ )と、
Tg[UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1]を交配し、ほぼ全ての脊髄運動ニューロンに iATPSnFR-T2A-mRFP1
を発現する二重トランスジェニックフィッシュを構築した。共焦点顕微鏡を用いて、個々の単一
脊髄運動ニューロンの細胞内 ATP レベルの比較検討を行った。その結果、細胞のサイズが大きい
脊髄運動ニューロンほど、細胞内 ATP レベルが有意に低い傾向があることを見出した。 
 



 

 

(3)オートファジー流動の変化が細胞内 ATP レベルに与える影響の評価 
脊髄運動ニューロンのオートファジー流動を遺伝学的手法によって操作し、オートファジー流
動の変化が細胞内 ATP レベルに及ぼす影響を評価することを試みた。mTOR キナーゼは、様々な
細胞種においてオートファジー流動を抑制することが知られている(引用文献④)。脊髄運動ニ
ューロンにおいても、mTOR がオートファジー流動を抑制するか否かを検証する為に、オートフ
ァジー流動のレポーターGFP-LC3-RFP-LC3∆G（引用文献⑤）と mTOR を、Gal4 依存的に同時に発
現する二方向性 UAS 系統 Tg[myc-mTOR:UAS:GFP-LC3-RFP-LC3∆G]を樹立した。Tg[SAIG213A] 
Tg[myc-mTOR:UAS:GFP-LC3-RFP-LC3∆G]二重トランスジェニックフィッシュにおいて、CaPのオー
トファジー流動を定量したところ、mTOR の発現によってオートファジー流動が抑制されている
ことがわかった。次に、細胞内 ATPのレポーターiATPSnFR-T2A-mRFP1と mTORを同時に発現する
二方向性 UAS 系統 Tg[myc-mTOR:UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1]を樹立した。Tg[SAIG213A] Tg[myc-
mTOR:UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1]フィッシュにおいて、CaPの細胞内 ATPレベルを定量したところ、
mTOR の発現によって細胞内 ATP レベルが低下することがわかった。この結果は、オートファジ
ー流動による細胞内 ATP レベルの直接的な制御を示すものではないが、脊髄運動ニューロンに
おいてはオートファジー流動によって細胞内 ATP レベルが維持されている、という仮説を支持
する。 
 
(4)TDP-43 の過剰発現が脊髄運動ニューロンのオートファジー流動と細胞内 ATP レベルに与え
る影響の評価 
我々は、ALS の変性運動ニューロンに凝集体を形成する RNA/DNA 結合タンパク質 TDP-43 を CaP
において過剰発現すると、神経軸索の伸長が阻害されることを見出していた（Asakawa et al., 
2020）。TDP-43の過剰発現が、オートファジー流動に与える影響を評価する為に、GFP-LC3-RFP-
LC3∆Gと myc タグを付加したヒト TDP-43（myc-TDP-43）を、Gal4 依存的に同時に発現する二方
向性 UAS 系統 Tg[myc-TDP-43:UAS:GFP-LC3-RFP-LC3∆G]を樹立した。Tg[SAIG213A] Tg[myc-TDP-
43:UAS:GFP-LC3-RFP-LC3∆G]フィッシュにおいて、CaPのオートファジー流動を定量したところ、
myc-TDP-43 の過剰発現によってオートファジー流動が抑制されることがわかった。次に、TDP-
43 の過剰発現が、細胞内 ATP レベルに与える影響を評価する為に、二方向性 UAS 系統 Tg[myc- 
TDP-43:UAS:iATPSnFR-T2A-mRFP1]を樹立した。Tg[SAIG213A] Tg[myc-TDP-43:UAS:iATPSnFR-T2A-
mRFP1]フィッシュにおいて、CaPの細胞内 ATP レベルが著しく低下することがわかった。これら
の結果から、TDP-43 過剰発現が、オートファジー流動と細胞内 ATP レベルをともに低下させる
効果を発揮することがわかった 
 
(5)まとめと展望 
我々は、本研究の実験結果を基に、健康な状態においても細胞内 ATP 量が相対的に低下している
ことが、大きい運動ニューロンの ALS 脆弱性を高めており、細胞内 ATPを補うためにオートファ
ジー流動を亢進させている、という仮説を考えた。また、ALS における TDP-43 の細胞毒性は、
オートファジー流動の低下や、細胞内 ATP レベルの低下を介して発揮されている可能性が示唆
された。この為、生得的に細胞内 ATP レベルが低い傾向がある大きい運動ニューロンでは、より
TDP-43の毒性が発揮されやすい（ALS 病態が進行しやすい）可能性がある。今後は、オートファ
ジー流動と細胞内 ATP レベルの因果関係を明らかにする為に、脊髄運動ニューロンにおいて亢
進しているオートファジー流動は、細胞の主要な ATP の供給源であるミトコンドリアの品質管
理の活発さを反映している可能性を検証する必要があると考える。 
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Pathological alterations of the spinal motor neurons induced by optogenetic TDP-43 oligomerization

PI3Kα-mTOR経路の活性化は、TDP-43のタンパク質恒常性破綻による運動ニューロンの神経萎縮をレスキューする
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