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研究成果の概要（和文）：TDP-43凝集体を減少させるT-RNaseがALS/FTLDモデルマウスの病態を改善できるか検
討するため、T-RNase発現マウスの作製を試みた。神経細胞以外の影響を排除するため、T-RNaseを神経細胞のみ
に発現させることを目指した。神経細胞のみにT-RNaseを発現させる遺伝子改変マウスを作製するためのベクタ
ーを導入したマウスは産まれなかったため、テトラサイクリン誘導的にT-RNaseを発現させる遺伝子改変マウス
の作成に変更した。ベクターの作成を行ったが、マウスの作製には至らなかった。一方で、TDP-43の凝集体形成
を阻害する新たな試薬を発見できた。

研究成果の概要（英文）：To investigate whether T-RNase, which reduces TDP-43 aggregation, a 
causative agent of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal dementia (FTLD), can 
reduce TDP-43 aggregation in vivo in ALS/FTLD model mice and improve the pathological phenotype, I 
tried to generate T-RNase-expressing mice.
To eliminate non-neuronal effects, we aimed to express T-RNase in a neuron-specific manner. We 
succeeded in creating a vector for producing genetically engineered mice that express T-RNase 
specifically in neurons (T-RNase neuro-Tg mice), but when I actually created the mice, I found that 
they died before they were born. Therefore, I switched to creating genetically engineered mice that 
express T-RNase in a tetracycline-inducible manner (inducible T-RNase neuro-Tg mice). Vectors for 
this purpose were created, but mice were not produced. On the other hand, I was able to discover a 
new reagent (NMS-873) that inhibits TDP-43 aggregate formation.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
T-RNaseは培養細胞では顕著な毒性を示さないものの、生体における神経細胞では細胞死を引き起こすほどの毒
性を示すことが示唆された。そのため、基礎医学実験のためには有用なツールであると考えているが、医療への
応用は難しいことがわかった。TDP-43の凝集体形成を阻害する試薬を発見できたが、これを医療応用する際にも
マウス等モデル生物を用いた毒性検証が重要と考えられる。ALSとFTLDに対する有効な治療法の開発が望まれて
いる。失敗のリスクが高い本研究のような内容の研究も積極的に行い、得られた情報を開示することがそのよう
な治療法の開発に必要と考えている。

※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。



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）は運動神経の脱落、機能不全が急激に起こり、発症後数年で死に

至る重篤な神経変性疾患である。長らくその発症メカニズムが不明であったが、ゲノム解析技術
の進展で原因遺伝子の同定が進み、前頭側頭型認知症 (FTLD) と共通の遺伝子変異で発症する
ことが明らかとなってきた。一方、ALS/FTLD 患者の死後脳で特徴的にみられるタンパク質凝集
体が検出され、その構成タンパク質の一つとして TDP-43 が同定された。ALS/FTLD 患者でこの
TDP-43 をコードする遺伝子変異が認められることから、TDP-43 に着目した研究が飛躍的に進み、
その成果から、TDP-43 タンパク質の細胞質における凝集体形成が ALS と FTLD の発症原因として
考えられていた。 
 
凝集体形成メカニズムの解析がいくつかなされていたが、これを止める方法、ならびに既に形

成された凝集体を脱凝集させる方法についての研究が遅れていた。申請者は、TDP-43 凝集体を
減少させることで、ALS/FTLD を改善できると考え、まず TDP-43 凝集体の形成機構を培養細胞レ
ベルで調べた。TDP-43 は RNA の様々な部位に結合することが知られていたため、一つの RNA に
複数の TDP-43 が結合し、その結果 TDP-43 同士の距離が近接することで凝集体形成が促進され
る可能性を検討した。予想通り、TDP-43 の RNA 結合能を減少させると TDP-43 の凝集体形成が減
少したことから、TDP-43 は自身に結合する RNA を介して凝集体を形成することが示唆された。
RNA を分解するタンパク質（RNase）が知られていたため、自身に結合した RNA を分解する目的
で、TDP-43 に RNase を融合させたタンパク質（T-RNase）を作成したところ、T-RNase が自身の
凝集体形成を抑制できることが分かった。さらに、T-RNase が、既に形成された TDP-43 凝集体
も減少させることを見出した。 
 
T-RNase はタンパク質であるため、ALS/FTLD に対する治療目的のためには、T-RNase を発現す

る遺伝子の運動神経への導入が必要と考えられた。もし TDP-43 凝集体を脱凝集させることがで
きる化合物があれば、T-RNase の遺伝子導入よりも ALS/FTLD に対する治療応用へのハードルが
低いと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) T-RNase が生体内においても TDP-43 の凝集体を減少させ、ALS/FTLD モデルマウスの病的表
現型を改善できるか検討する。 
 
(2) 新たな TDP-43 凝集体形成阻害薬、脱凝集薬を発見する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 神経細胞特異的に T-RNase を発現させる遺伝子改変マウス（T-RNase neuro-Tg マウス）を
作製する。このマウスと、ALS/FTLD モデルマウスを掛け合わせ、ALS/FTLD 症状が改善するか検
討する。 
 
(2) ALS/FTLD 原因タンパク質のうち、TDP-43 凝集体形成を促進するタンパク質を同定する。そ
のタンパク質に対する阻害薬が TDP-43 凝集体形成を減少させるか、また既に形成された TDP-43
の凝集体を脱凝集できるか検討する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 神経細胞特異的に転写を活性化するプリオン遺伝子のプロモーター配列を C57BL/6-
Tg(Prnp-TARDBP*M337V)4Ptrc/J（Jackson laboratory Strain #:017604, 引用文献①）マウスゲ
ノムからクローニングした。次に T-RNase 配列をプリオンプロモーターの下流に挿入した。 
 
このベクターを受精卵にインジェクションし、仮親に移植した。この仮親から生まれたオスマ

ウを野生型 C57BL/6J メスマウスと掛け合わせ、その仔のゲノムを抽出した。このゲノムの PCR
を行い、T-RNase 遺伝子がゲノムに挿入されていることを確認した。次にこのマウスをさらに掛
け合わせ、そのうち T-RNase がゲノムに挿入されたものについて、全脳を離乳時に摘出し、T-
RNase の発現を調べたが、全くその発現が認められなかった。T-RNase には TDP-43 と RNase の
間にリンカーとして 9myc タグが挿入してあるため、本実験では抗 myc タグ抗体を用いた。すべ
てのマウスについて T-RNase に発現が認められなかったため、T-RNase を発現するマウスは T-
RNase 遺伝子を生殖系列に有していないか、または離乳時まで生存できなかったと想像できた
（図１、トライアル１）。 



 
これを回避するために、試薬（テトラ

サイクリン）依存的に T-RNase の発現を
調節できるT-RNaseマウスの作製を試み
た（図１、トライアル２）。このシステム
では Jackson laboratory から入手可能
な NEFH-tTA マウス（Strain #:025397, 
引用文献②）と tet オペレーター-T-
RNase マウスを掛け合わせ、テトラサイ
クリンを除くことでT-RNaseの発現を神
経特異的に誘導できる。tet オペレータ
ー-T-RNase マウスは自身で作製する必
要があるため、Tet オペレーター下流に
T-RNase 配列を挿入したターゲティング
ベクターを作製した。本ベクターを受精
卵にインジェクションするには至らな
かった。また、NEFH-tTA マウスの購入に
も至らなかった。 
 
(2) ALS/FTLD 原因タンパク質として報
告されている 12種類のタンパク質（C21ORF2, Cyclin F, FUS, NEK1, OPTN, SOD1, SQSTM1, 
TAF15, TBK1, TDP-43, UBQLN2, VCP）をクローニングした。それぞれにタグをつけた発現ベクタ
ーを作製し、HEK293T 細胞に発現させ、それらのタンパク質同士の結合を検討した。その結果、
TDP-43 が Cyclin F および VCP に結合することを見出した。VCP は ATPase 活性を有しており、
ALS 患者変異体ではこの活性が変化することが報告されていたため、VCP ATPase 活性を促進す
る変異体と減少させる変異体を発現す
るベクターを作製し、U2OS細胞に発現さ
せた。続いて TDP-43 の凝集体を誘導し
たところ、VCP ATPase 活性と相関して
TDP-43 凝集体が形成されることを見出
した。VCP ATPase 活性に対する阻害薬
NMS873 を処理した後 TDP-43 の凝集体を
誘導したところ、その形成が有意に減少
していた。しかし、T-RNase とは異なり、
NMS873 は既に形成された TDP-43 凝集体
に対しては効果が認められなかった。最
後に Cyclin F は VCP ATPase 活性を増加
させること、また ALS 変異を導入した
Cyclin F はこの活性化効果が高く、VCP 
ATPase の過剰活性化を介して TDP-43 凝
集体形成を促進し、ALS/FTLD の発症に寄
与することを見出した。この成果は論文
で報告した（引用文献③）。 
 
本知見を ALS/FTLD に対する治療へ展開するために、今後 NMS873 が ALS/FTLD の発症を抑制、

または遅らせることができるか、マウスレベルで検討することが求められる。 
 
 
＜引用文献＞ 
① Xu Y-F. et al., Mol Neurodegener. 6: 73 (2011) 
② Walter A.K. et al., Acta Neuropathol. 130: 643-660 (2015) 
③ Yu Y., Nakagawa T. et al., Hum Mol Genet. 28: 3486-3497 (2019) 
 
 

図１：T-RNase 発現方法の戦略の変更。 

恒常的発現から誘導的発現に変更した。 

図２：NMS873 による TDP-43 凝集体形成阻害。

T-RNase は既に形成された TDP-43 凝集体を脱

凝集させることができるが、NMS873 はこの効

果が認められなかった。 
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