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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）の運動ニューロン選択的変性の原因解明を目標とし
TARDBP変異ALS患者の人工多能性幹細胞 （iPS細胞）由来運動ニューロン（iMN）を用いて、軸索分画のRNAシー
クエンス （RNA-Seq）を行い、変異軸索で発現が減少し、神経突起伸長に関与するPHOX2Bを見出した。
さらに、PHOX2Bが豊富かつALSで保たれやすい自律神経と、運動ニューロンのRNA発現比較を行い、PHOX2Bの下流
標的遺伝子候補を絞り込んだ。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult-onset, progressive and fatal
 neurodegenerative disease that causes generalized muscle weakness and atrophy, breathing and 
swallowing dysfunction. To elucidate the cause of selective degeneration of motor neurons in ALS, 
induced pluripotent stem cells (iPS cells) from TARDBP mutant ALS patients were differentiated to 
motor neurons (iMNs). Axon fractionated RNA sequencing (RNA-Seq) of iMNs revealed PHOX2B, which is 
down-regulated in the mutant axons and involved in neurite outgrowth.
Furthermore, we compared the RNA expression of iMNs with iPS cells derived autonomic neurons, which 
were rich in PHOX2B and maintained in ALS late-stage. Some downstream target candidate genes of 
PHOX2B have narrowed down.

研究分野： 神経変性疾患
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  １版

令和

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）は成人発症難治性進行性の致死的な神経変性疾患である。病態は未解明で根本的治
療法はない。
PHOX2BはALSで発症後長期まで保たれる自律神経等に多く含まれるが、これまでALSとの関連が指摘されていなか
った。PHOX2Bの下流に位置する治療標的を見出すことは、ALS病態解明と新規治療法開発につながると考える。
さらにPHOX2B mRNAはTARDBP mRNAやそのタンパクTDP-43との相互作用や結合が確認され、PHOX2B下流の治療標的
研究は、患者病理でみられるような細胞内TDP-43異常凝集をきたす神経筋疾患群の病態研究にも貢献する可能性
がある。

※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 
 （１） 筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis, ALS）とは 
成人発症で、上位（大脳皮質運動野）および下位（脊髄前角細胞および脳幹部運動核）運動ニ

ューロン変性をきたす。全身の筋力低下・筋萎縮から呼吸・嚥下機能障害を呈し、発症後 3～5
年で死に至る。病態は未解明で根本的治療法はなく、治療薬の開発が急務である。 
（２）TDP-43（TAR DNA binding protein 43 kDa）の病態解析上の重要性 
ALS の約 10%が家族性であり、原因遺伝子の内訳として、本邦では、SOD1（Cu/Zn superoxide 

dismutase）、FUS（fused in sarcoma）に次いで、TARDBP（transactive response DNA binding 
protein）が 3番目に多いことを申請者らの研究グループは報告している（引用文献①）。TARDBP
がコードする TDP-43 は RNA 結合蛋白のひとつで、多くの孤発性および家族性 ALS 患者の運動ニ
ューロン細胞質に凝集することが病理学的な特徴である。TARDBP 変異の家族性 ALS に占める頻
度と、孤発性と家族性 ALS の病理の類似性から、TDP-43 は ALS の病態解析上重要と考えられる。   
（３） 運動ニューロン選択的変性の病態は未解明 
 ALS では、運動ニューロン系が選択的および進行性に変性する。感覚神経系や自律神経系、運
動ニューロンの中でも動眼神経は発症後長期まで保たれ、眼球運動の追跡装置を使用して意思
疎通を図る患者もいる。なぜこのような選択的変性がみられるのかの理由は解明されていない。 
（４）軸索に着目した研究で見出した TARDBP 変異運動ニューロン軸索における転写制御因子
PHOX2B 発現低下 
ALS モデル動物やヒト ALS 病理学的検討から、運動ニューロン変性がその長大な神経突起であ

る軸索異常からはじまる可能性を示す報告がある（引用文献②）。そこで、TARDBP 変異をもつ家
族 ALS 患者より樹立した iPS 細胞由来の運動ニューロンを用いて、軸索に着目した RNA シーク
エンス（RNA-Seq）を実施し、軸索分画の RNA-
Seq から変異運動ニューロン軸索で変動する
複数因子を同定した。その中から、発現抑制
実験で、TARDBP 変異運動ニューロンのように
突起伸長を抑制させる新規病態関連因子
PHOX2B を見出した（図 1）。変異運動ニューロ
ン軸索で発現が低下している新規病態関連因
子 PHOX2B は、ALS で発症後長期まで保たれる
動眼神経や自律神経において発現が高く（引
用文献③）、発現量が細胞生存にも関わること
から（引用文献④）、変異運動ニューロンの選
択的変性のカギとなる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新規病態関連因子 PHOX2B の発現の再現性と、過剰発現や動物モデルの表現型を
確認する。また、PHOX2B による運動ニューロン選択的変性の解明および下流の治療標的を見出
すことを目指す。 
 
 

３．研究の方法 
（１） ヒト iPS 細胞アイソジェニックラインを用いた PHOX2B 発現変化の再現性の確認 
本研究では、健常者から樹立した iPS 細胞へ、ゲノム編集で TARDBP 変異を導入し、同じヒト

由来で変異の有無以外は同じ背景遺伝子をもつ 1 セットのアイソジェニックラインを使用する。
アイソジェニックラインは武田薬品工業株式会社より分与いただいた。それら iPS 細胞から分
化誘導した運動ニューロン（iMN）を用いた RNA-Seq で、PHOX2B が変異運動ニューロン軸索で低
下することを確認する。 
（２）in vitro での PHOX2B の過剰発現実験 
 TARDBP 変異をもつ ALS 患者 iPS 細胞由来運動ニューロンの表現型として、健常者由来と比較
して神経突起伸長の抑制や、培養上清や免疫細胞化学での細胞死マーカーの増加が報告されて
いる。本研究では、レンチウイルスベクターによる PHOX2B の過剰発現で変異運動ニューロン突
起長の改善や細胞死の軽減を観察する。 
（３）in vivo での PHOX2B の発現抑制実験 
胚や幼生が無色透明で生体の軸索観察が容易なゼブラフィッシュを用い、Phox2B の投与によ

る過剰発現やモルフォリノの投与による発現抑制で、ゼブラフィッシュの運動機能や脊髄運動
ニューロン軸索長、形態の変化を評価する。運動ニューロンの評価には、Hb9 プロモーター下に
改変 GFP である Venus を発現するレンチウイルスベクターを用いて、運動ニューロンを蛍光標
識する。 



（４）転写因子 PHOX2B の減少が運動ニューロン変性に関わる細胞内機構の確認 
転写因子である PHOX2B の機能を仲介する標的分子を PHOX2B 抑制細胞の RNA-Seq で確認する。

また、ヒト iPS 細胞を、PHOX2B を多く含み ALS 発症後期まで保たれやすい動眼神経や自律神経
に分化誘導し RNA-Seq を行う。運動ニューロンの RNA-Seq 結果と比較することで、PHOX2B やそ
の標的分子の発現量、さらに運動ニューロン選択的変性に関与する遺伝子を絞り込む。 
 
 
４．研究成果 
 〇研究の主な成果 
（１） ヒト iPS 細胞アイソジェニックラインを用いた PHOX2B 発現変化の再現性の確認 
本研究では、健常者から樹立し

た iPS 細胞へ、ゲノム編集で
TARDBP 変異を導入し、同じヒト由
来で変異の有無のみ異なる 1 セッ
トのアイソジェニックラインを運
動ニューロンへ分化誘導した。
TARDBP 変異の有無のみ異なる iMN
でも、軸索分画 RNA-シークエンス
においてTARDBP変異運動ニューロ
ン軸索でPHOX2Bが低下することを
確認した。 
追加で PHOX2B 発現変化と TDP-

43 との関連について検討した。
PHOX2B を多く含む神経芽細胞種由
来細胞（SH-SY5Y 細胞）を用いて、
抗 TDP-43 抗 体 を 用 い た RNA 
immunoprecipitation（RIP）を実施
すると、内因性の野生型 TDP-43 と
の結合が確認できた（図 2A）。さら
に、PHOX2B ｍRNA の iMN 内での局
在 を single molecule 
fluorescence in situ hybridization にて評価すると、健常者由来 iMN では細胞体や軸索の一
部に PHOX2B ｍRNA の局在が確認できたが、TARDBP 変異をもつ ALS 患者由来 iMN では軸索内の
PHOX2B ｍRNA は乏しかった（図 2B）。 
さらに、健常者由来 iMN と TARDBP 変異

を導入した iMN のアイソジェニックライ
ン間で PHOX2B ｍRNA の発現量の変化が
どのような機序で生じているかを検討す
るために、アクチノマイシン D投与で新規
の mRNA 転写を阻害し、PHOX2B mRNA の発
現量を経時的に確認した。TARDBP 変異を
導入した iMN では早期に PHOX2B mRNA の
発現量が減少することが分かり、PHOX2B 
mRNAの安定性低下がTARDBP変異を導入し
た iMN の PHOX2B ｍRNA 減少に寄与して
いると考えられた（図 3）。 
（２）in vitro での PHOX2B の過剰発現実験 
 TARDBP 変異をもつ ALS 患者 iPS 細胞由来 iMN の表現型として、健常者由来と比較して神経突
起伸長の抑制や、培養上清や免疫細胞化学での細胞
死マーカーの増加が報告されている。本研究では、
PHOX2B 過剰発現実験において神経突起伸長や細胞
死マーカーの発現の変動を評価することとした。
PHOX2B 過剰発現は、iPS 由来運動ニューロンに GFP
タグ付き PHOX2B を発現するレンチウイルスベクタ
ーを感染させることで過剰発現を試みた。PHOX2B-
GFPは RNAレベルで容量依存的に発現が上昇する一
方で内因性の PHOX2B の発現が減少しており、タン
パクレベルでも同様の変化が認められた。運動ニュ
ーロン内の PHOX2B 総発現量を増やし、過剰発現を
行うことは困難だった。 
（３）in vivo での PHOX2B の過剰発現・発現抑制
実験 



 胚や幼生が無色透明で生体の軸索観察が容易
なゼブラフィッシュを用い、Phox2B に対するモ
ルフォリノの投与による発現抑制実験を行っ
た。Hb9 プロモーター下に改変 GFP である Venus
を発現するレンチウイルスベクターを用いて、
蛍光標識されたゼブラフィッシュ脊髄運動ニュ
ーロンを観察すると、軸索長が短縮する形態変
化を観察した（図 4）。さらに、尾への刺激に対
する反応性を評価すると、Phox2B の発現抑制で
ゼブラフィッシュの反応性が著明に低下した
（図 5）。以上から、生体においても Phox2B が
運動ニューロンの軸索の形態や運動機能に関連
することが確認できた。さらに、TARDBP と同様に
ALS の原因遺伝子の 1 つである SOD1 の変異をも
つ human SOD1 transgenic（Tg）ラット（ALS モデ
ルラット）の腰髄の免疫細胞化学を行うと、正常
のラットでは脊髄運動ニューロンに存在する
Phox2b の発現が、ALS モデルラットでは減少して
いることも確認した（図 6）。 
 ここまでの TARDBP 変異 iMN の突起伸長抑制に
PHOX2B 発現低下が関わっている可能性を示す内
容を、Stem Cell Reports に報告した（引用文献
⑤）。 
（４）転写因子 PHOX2B の減少が運動ニューロン
変性に関わる細胞内機構の確認 
 PHOX2B 下流標的因子の検索のために、神経芽細胞種由来細胞を用いた PHOX2B 発現抑制細胞

の RNA シークエンスを行ったが、優位な変動を示す遺伝子群の検出は難しかった。PHOX2B 過剰
発現困難の結果と併せて、ニューロン内では PHOX2B は厳格に制御されており、PHOX2B の下流標
的因子の特定には、単なる過剰発現や発現抑制実験のみでは不十分と考えた。PHOX2B を多く含
み ALS で発症後期まで保たれる自律神経と運動ニューロンとの比較で下流標的因子の候補を見
出すことで、運動ニューロン選択的変性に繋がる PHOX2B の下流標的因子へ近づけると考えた。 
PHOX2B を多く含み ALS で発症後期まで保たれる自律神経の分化誘導を行い誘導後の細胞の評

価を行った。Kirino らの既報告（引用文献⑥）を基に
分化誘導を行うこととし、論文の著者に問い合わせを
し、プロトコールの修正と、PHOX2B プロモーター下に
eGFP を発現するレポーター細胞である PHOX2B::eGFP
細胞の供与をうけた。誘導後細胞の免疫細胞化学、お
よび上記既報告の著者らより分与いただいた PHOX2B
プロモーター下に eGFP を発現するレポーター細胞で
ある PHOX2B::eGFP 細胞の誘導後の GFP 陽性率により
評価し、高い誘導効率を得た（図 7）。iPS 由来自律神
経ニューロンを、運動ニューロンと同様に細胞体と軸
索に分けて RNA シークエンスを実施し、解析中である。 
 
〇得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
 TDP-43 は ALS の病態に深くかかわり、重要であるが、TARDBP ホモ接合性欠失マウスは胎性致
死で（引用文献⑦）、しかも TDP-43 は自己の発現量を厳密に制御している（引用文献⑧）。その
ため、TDP-43 を直接標的とした発現抑制は ALS の治療戦略になりにくく、TDP-43 と関連がある
他の標的を見出す必要がある。 
本研究では、運動ニューロン軸索に着目した解析を行った。ALS モデル動物やヒト ALS 病理学

的検討から、運動ニューロン変性がその長大な神経突起である軸索異常からはじまる可能性が
示されている。ALS の軸索に着目した報告は近年増加しており、TARDBP 変異においても軸索輸送
障害や局所翻訳の報告が多数あり（引用文献⑨‐⑬）、ALS 患者の TDP-43 病理に類似した細胞質
内 TDP-43 の増加と関連する報告もある（引用文献⑭）、重要な視点である。今回評価した iMN の
神経突起伸長の抑制は、これまでの報告とも一致した表現型であり、軸索を含めた神経突起の形
態異常が ALS の原因遺伝子変異により生じることを改めて示した。 
また、軸索に局在する mRNA には細胞種特異的な差異があることや（引用文献⑮）、特定の mRNA

には遺伝子特異的な局所翻訳機構がある報告から（引用文献⑯）、細胞種やそこに含まれる遺伝
子に配慮した研究が望まれる。本研究では、ヒト運動ニューロンを用い、さらに TARDBP 変異の
み異なるアイソジェニックラインを用いており、見出された新規因子 PHOX2B は、ALS 病態解明
と TDP-43 に代わる新規治療標的の発見につながる可能性がある。 
 
 



 
〇今後の展望 
実際、TARDBP 発現抑制で PHOX2B 発現は減少し、PHOX2B mRNA の TDP-43 結合、TARDBP 変異運

動ニューロン内での安定性低下など、TDP-43 との関りを確認したが、神経変性を引き起こす機
序が未解明である。PHOX2B がどのように運動ニューロン変性を来すかの解明を目標に、PHOX2B
下流標的因子の評価や、転写調節領域を特定、軸索局所での挙動を研究する。 
さらに、生体での研究として、ノックインマウスモデルの作出を行い、PHOX2B およびその下

流標的因子が関わる、運動機能などの表現型を評価する。 
PHOX2B という独自に着目している因子をきっかけに、新しい視点で ALS の病態研究を進めて

いきたい。加えて、TDP-43 が異常凝集する ALS や類縁疾患、広くタンパク異常凝集をきたす疾
患群の病態研究にまで寄与することができれば、生命科学の発展に大きく貢献できる。 
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