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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）関連変異TDP-43遺伝子を有する患者由来の人工多能性幹
（iPS）細胞株より運動ニューロンを分化誘導し、健康成人対照と比較して軸索長が有意に短く、その軸索で
PHOX2B遺伝子発現の低下を網羅的RNA解析と生物情報学により見出した。ゼブラフィッシュにおいてphox2b遺伝
子をノックダウンすると神経突起長の減少と運動機能の低下がもたらされた。さらにiPS細胞から感覚および自
律神経細胞へと分化誘導するプロトコルを改良した結果、マイクロ流体デバイス上で異なる細胞種の軸索分画を
得ることができ、網羅的RNA解析による治療標的分子の探索が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Patient-derived induced pluripotent stem cells (iPSCs) harboring familial 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS)-linked mutant TARDBP were differentiated into motor neurons. The
 neurite length of the TARDBP mutant motor neurons (MNs) were significantly shorter than that of 
healthy control. In transcriptome analysis of the axononal compartment of motor neurons, PHOX2B 
showed lower expression in the TARDBP mutant axons in comparison with healthy control subjects. In 
addition, phox2b knockdown in zebrafish resulted in short spinal axons and impaired motor function. 
Furthermore, we improved previously reported protocols for the differentiation from iPSCs into 
sensory and noradrenergic neurons, which enabled to measure the neurite length or separate the axons
 using microfluidic devices. The bioinformatic analysis of RNA-sequencing to identify small molecule
 candidates is now in progress.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　運動ニューロン　軸索変性　軸索再生　オミックス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ALS関連変異TDP-43患者由来iPS細胞から脊髄運動神経細胞に分化誘導することで、軸索における
PHOX2B遺伝子発現の低下を初めて見出した。さらにゼブラフィッシュにおいてphox2b遺伝子をノックダウンする
ことで神経突起長の減少と運動機能の低下といった表現型を再現することができた。さらに、異なる種類の神経
細胞の軸索で発現する遺伝子を網羅的に比較解析することが可能となった。このようなヒトALS由来細胞モデル
を活用し、PHOX2B関連因子および下流因子を同定することで、細胞種選択的な軸索変性と軸索伸長不全のメカニ
ズムを解明し、ALS治療標的分子を発見することが期待できる。

※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 

 

 筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis: ALS）は運動野を主とした大脳皮質、脳幹の

運動神経核、そして脊髄の前角細胞にほぼ選択的な成人発症の神経変性疾患である。国内約 1 万

人の患者数は高齢化にともない増加している。本症では骨格筋の萎縮と筋力低下が全身に拡が

り、発症から数年で呼吸筋麻痺にいたるが、進行を防止する治療法は未確立である。 

 ALS 全体の約 10%で家族性発症があり、日本人家族性 ALS では 2 番目・3 番目に変異頻度の

高い FUS および TARDBP1 は DNA／RNA 結合蛋白をコードし、病理学的に細胞質内異常凝集と

核からの脱失という病理学的な共通点がある。さらに、孤発性 ALS においても同様に TDP-43 蛋

白の局在異常が共通してみられるほか、RNA 結合蛋白をコードする ALS 原因遺伝子が続々と発

見されていることから、ALS 共通の分子病態として RNA 代謝異常が有力視されている。 

 ALS 患者および ALS マウスモデルでは早期から軸索変性が生じることが従来から複数なされ

ており、申請者らも ALS 患者由来人工多能性幹細胞（iPSC）から運動ニューロンモデルを確立

し軸索形態異常を報告してきた 2。しかし、これらの軸索形態異常が真に成人発症の ALS 神経変

性につながるか、投射先とシナプス形成していない環境下での表現型が神経変性につながるか

は不明である。 

 

 

２．研究の目的 

 

 上記のような背景のもと本研究では、ALS 軸索の変性病態を解明することを目的とし、軸索

再生不全に注目し、ALS 患者由来 iPSC から分化誘導した複数の細胞種、複数の ALS 関連遺伝

子変異の比較解析を主体とし、これらの知見を動物モデルで検証することで確度の高い治療標

的の発見をめざした。 

 

 

３．研究の方法 

 

既存の FUS 変異 ALS-iPS 細胞株に加えて、TARDBP 変異、HNRNPA1 変異、SOD1 変異ヒト iPS

細胞株、健常者由来 iPS 細胞株を準備した。これらの iPSC を脊髄運動神経細胞と同様に長大な

軸索を有する感覚神経細胞、自律神経細胞に分化誘導し、マイクロ流体デバイスを用いた培養系

で軸索分画と細胞体分画および異なる細胞種間で RNA シークエンス比較解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

  

ALS 関連変異 FUS 遺伝子を有する患者、および変異 TARDBP 遺伝子を有する患者由来の iPS 細



胞株より運動ニューロンを分化誘導し、とくに後者では健康成人対照由来の運動ニューロンと

比較して軸索長が有意に短く、その軸索では PHOX2B 遺伝子発現が低下していることを RNA シ

ークエンスとバイオインフォマティクスにより見出した 3。さらにゼブラフィッシュにおいて

PHOX2B 遺伝子をノックダウンすると神経突起長の減少と運動機能の低下がもたらされた。同

時に iPSC から感覚神経細胞および自律神経細胞に分化誘導するプロトコルを改良し、マイクロ

流体デバイス内で軸索の伸長を捉えることができた。これらにより、軸索分画と細胞体・樹状突

起分画間に分取し、トランスクリプトーム比較解析が可能になった。現在、バイオインフォマテ

ィクスにより PHOX2B 遺伝子と相互作用し、軸索変性病態に関連する候補分子の絞り込みを行

っている。 

 本研究成果をふまえ、変異 TARDBP 遺伝子による ALS 軸索変性の病態解明のみならず、複数

の ALS 遺伝子変異の比較解析を行うことで、ALS に共通の軸索変性メカニズムの解明と治療標

的分子の発見をめざす。 
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