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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細胞死により、筋萎縮と運動麻痺が
惹き起こされ、呼吸不全などにより発症から数年で死に到る難病である。ALS原因遺伝子のひとつである変異型
TDP-43は、細胞内で凝集体を形成することで、神経細胞死を誘導していると考えられている。本研究では、断片
化したTDP-43が細胞質内において直鎖ユビキチン化されていること、直鎖ユビキチン化を担う酵素LUBACを欠損
させた細胞では変異型TDP-43の凝集が劇的に抑制されること、我々が開発したLUBAC特異的阻害剤である
HOIPIN-8がTDP-43の凝集を抑制できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an intractable disease that causes 
muscle atrophy and motor paralysis due to motor neuron cell death, leading to death within a few 
years of onset by respiratory failure. Mutant TDP-43, one of the causative genes of ALS, is thought 
to induce neuronal cell death by forming aggregates in cytosol. The mutant TDP-43 is thought to 
induce neuronal cell death by forming intracellular ggregates. In this study, we have shown that 
fragmented TDP-43 is highly modified with linear ubiquitin chain in the cytoplasm, aggregation of 
mutant TDP-43 is dramatically suppressed in cells lacking the E3 enzyme responsible for linear 
ubiquitination, LUBAC, and the LUBAC-specific inhibitor we developed, HOIPIN-8 can suppress the 
TDP-43 aggregation.

研究分野：分子細胞生物学, 免疫学

キーワード： 神経変性疾患　神経炎症　ユビキチン　プロテイノパチー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSではこれまでに複数の原因遺伝子が同定され、発症メカニズムも明らかにされつつあるが、根本的な治療法
は未だ開発されていない。ALS患者の神経細胞内に形成され神経細胞死の原因とされているタンパク質凝集体成
分のひとつとしてTDP-43が知られている。今回の研究により凝集体形成にはTDP-43の直鎖ユビキチン化が重要で
あることが明らかとなった。細胞内で直鎖状のユビキチンを付加する酵素はLUBACのみである。すなわち我々が
開発したLUBAC阻害剤であるHOIPIN-8はTDP-43の凝集形成を阻害し、ALSの発症や進行を抑える薬剤となりうるこ
とが示された。

※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 
 遺伝性筋萎縮性側索硬化症(ALS)は上位および下位運動ニューロンが侵される進行性の神経
変性疾患であり、致死的な転帰をたどるが、いまだに有効な治療法が確立されていない。最初に
責任遺伝子として SOD1 が同定されたが、2006 年には孤発性 ALS 患者の神経細胞でユビキチ
ン化された封入体の主要なタンパク質として別の原因遺伝子 TAR DNA-Binding Protein 43 
(TDP-43)が同定された。その後家族性 ALS においても TDP-43 の変異が次々と発見され、TDP-
43 による ALS の病態解明は新たなステージに入った。TDP-43 は核内移行シグナルと核外移行
シグナルを同時にもつ RNA 結合因子であり、RNA スプライシングやノンコーディング RNA を
介した遺伝子の発現制御、リボソームタンパク mRNA の軸索輸送や、ストレス顆粒の形成によ
るストレス応答を担っていると考えられている。しかしながら TDP-43 がどのような機序によ
って凝集体を形成するのか、またその凝集によってどのように細胞死が惹起されるのか、詳細が
明らかになっていなかった。TDP-43 プロテイノパチーに起因する ALS の治療法開発にはこれ
らの分子機序の解明とそれに対応する薬剤の開発が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 TDP-43 の遺伝的変異はほぼ ALS の発症と相関するため、TDP-43 は一部の ALS 症例の直接
的な原因となっていると考えられる。また非 SOD1 遺伝子変異型の ALS においても、TDP-43
の変異の有無にかかわらず神経細胞内において TDP-43 の凝集体が観察される TDP-43 プロテ
イノパチーが認められることから、TDP-43 の凝集、および機能異常が ALS 発症の原因である
と考えられるが、TDP-43 の凝集メカニズムやそれによる ALS の発症メカニズムはまだ完全に
は解明されていない。 
 われわれはこれまでに炎症性応答を担う転写因子 NF-kB の活性化にかかわる E3 リガーゼ複 
合体 LUBAC とそれによって形成される直鎖型のポリユビキチン鎖が関わる疾患について研究
を行ってきた。その過程で ALS 患者に認められる神経細胞内封入体に直鎖ユビキチン鎖が認め
られること、また in vitro の実験系では筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因遺伝子の一つとされる
TDP-43 タンパクの神経細胞における凝集が LUBAC の活性化により亢進し、逆に LUBAC の
特異的阻害剤によって減弱することを見出した。本研究では TDP-43 の異常による ALS 発症メ
カニズムにおける LUBAC の寄与、および動物モデルを用いた LUBAC阻害剤による ALS の発
症抑制や根本的治療の可能性について検討することを目的とし、研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 直鎖ユビキチン鎖が TDP-43 凝集に与える生化学的影響の検討 

TDP-43 を過剰発現させると一部の細胞内にユビキチン陽性の凝集体が形成されることが知
られている。われわれは、ALS で報告がある TDP-43 変異体（G298S, A315T, M337V, Q343R）、
および切断型 TDP-43 を GFP で標識した発現ベクターを作製し、マウス神経細胞株である
Neruo2A に発現させて、TDP-43 の凝集体形成に与える影響や、付加されるユビキチン鎖の種
類についてウェスタンブロッティングによる生化学的解析、および共焦点蛍光顕微鏡による画
像解析を行った。また CRISPR-Cas9 法により直鎖ユビキチン化を担う E3 酵素 LUBAC の活
性中心を持つ HOIP を欠失させた Neuro2A 細胞を作製し、TDP-43 の凝集体形成における直鎖
ユビキチンの寄与を検討した。同様にわれわれが開発した LUBAC の特異的阻害剤である
HOIPIN-8 が TDP-43 の凝集体形成に与える影響についても検討を行った。 
 
(2) TDP-43 がもたらす LUBAC 活性の亢進による神経炎症応答と ALS 病態への関与 
神経変性疾患においては、神経炎症がもたらす細胞死が原因である可能性も指摘されている。

直鎖ユビキチン化された凝集 TDP-43 と NF-kB を介した炎症性シグナル経路との間にクロスト
ークがあるか検討するため、Neuro2A 細胞において NF-kB レポーターアッセイ系を構築する
とともに、LUBAC阻害剤が NF-kB を介した炎症応答に与える影響について評価を行った。 
 
(3) ALSマウスモデルに対する LUBAC阻害剤による治療効果の検討 
 培養細胞を用いた in vitro 実験系により直鎖ユビキチン化が TDP-43 の凝集体形成に与える影
響、および神経炎症シグナルに対する影響を評価したのち、ALS モデルマウスである変異型ヒ
ト TDP-43(A315T)トランスジェニックマウスを用いて、LUBAC阻害剤による治療実験を行っ
た。ALS 発症前後のマウスにマイクロポンプを用いて LUBAC阻害剤を継続的に投与し、生存
曲線の比較を行った。またインバーテッドグリッドテストやワイヤハングテストなどの運動機
能試験を行い運動機能の治療効果を評価するとともに、脳や脊髄の組織染色による病理組織解
析を行った。 
 



４．研究成果 
 ALS 関連変異のうち A315T、G298S、M337V、Q343R の各変異を導入したヒト TDP-43 の
発現ベクターを構築し、マウス神経芽細胞株である Neruo2A 細胞に導入して、凝集体の形成を
免疫蛍光染色により評価した。その結果、
全長型のTDP-43はおもに核内に局在し、
ユビキチン陰性で目立った凝集体形成は
認められなかった一方、カルパインやカ
スパーゼにより部分切断されて生じると
されている切断型 TDP-43 では顕著な細
胞内凝集体が形成され、それらは直鎖ユ
ビキチン陽性であった。さらに核移行シ
グナルを破壊した TDP-43 は全長でも細
胞内に局在して直鎖ユビキチン陽性の凝
集体を形成することが明らかとなった。
これらの事は TDP-43 の切断による核移
行シグナルの喪失が C 末端側の細胞質局
在と凝集体形成の起因となっていること
を示唆している（図 1）。 
 
【図 1】 
Neuro2A 細胞に発現させた切断型
TDP43(A315T)は直鎖ユビキチン (M1-
Ub)陽性の細胞内凝集体を形成する. 
（スケールバー 10µm） 
 
 
Neuro2A に変異型 TDP-43（A315T）を発現させ、可溶性画分および不要性画分のそれぞれに
ついて TDP-43 の直鎖ユビキチン化をウェスタンブロッティングにより検討したところ、直鎖
ユビキチン化は断片型の変異 TDP-43 においてより顕著であり、大部分が界面活性剤不溶性画
分において認められた。ゲノム編集により直鎖ユビキチンを生成する E3 リガーゼ複合体
LUBAC の活性中心である HOIP を欠損したマウス神経芽細胞株Neuro2A を作製し、この細胞
に TDP-43 を発現させたところ、野生型の Neuro2A 細胞に発
現させた場合と比較して有意に細胞内の凝集体が減少した。こ
れは直鎖ユビキチン鎖が TDP-43 の凝集体形成に関わってい
ることを強く示唆している。（図 2）さらにわれわれが開発した
LUBAC の特異的阻害剤 HOIPIN-8 で細胞を処理すると、濃度
依存的に TDP-43 の凝集体形成が抑制された。 
 
【図 2】 
Neuro2A(N2a)細胞に TDP-43 を発現させ、可溶性画分(RIPA-
soluble)と不溶性画分(RIPA-insoluble/urea-soluble)それぞれ
について GFP(=TDP-43)と直鎖ユビキチン(M1-Ub)について
ブロットした. 不要性画分には断片化が進み, 高度に直鎖ユビ
キチン化された TDP-43 が多く含まれているが, HOIP欠損細
胞(KO)では凝集タンパクが著しく減少している. 
 
 

Neuro2A 細胞を用いたレポーターアッセイの結果、TDP-43 の凝集体形成は TNF-aで刺激し
た Neruo2A 細胞における NF-kB の活性化を亢進させ、この効果も HOIPIN-8 が抑制しうるこ
とが NF-kB の活性測定から明らかとなった。（図 3）
これらの結果は TDP-43 の直鎖ユビキチン依存的な凝
集体形成が神経細胞における炎症に関与しており、
LUBACの活性阻害がTDP-43の凝集体形成や 神経炎
症を抑制することによって ALS の治療に応用できる
可能性を示唆している。 
 
【図 3】 
Neuro2A 細胞における NF-kB レポーター活性. 
凝集体を形成しやすいTDP-43 ほどTNF-aによって誘
導された NF-kB の活性をより強く促進する傾向があ
る. LUBAC 阻害剤である HOIPIN-8 は TDP-43 によ
る炎症性 NF-kB促進効果を完全に抑制した. 
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Figure 1. Linear ubiquitin is colocalized with cytoplasmic aggregates of truncated forms of A315T
TDP-43. (A) Domain structures and constructed mutants of the C-terminally GFP-tagged TDP-43
with the ALS-associated A315T mutation are shown. NLS, nuclear localization signal; RRM—RNA
recognition motif; NES—nuclear export signal. In A315T1-414-DNLS-GFP, the K82-R83-K84 amino acid
sequence in NLS was replaced by S82-S83-S84. (B) Colocalization of linear ubiquitin with cytoplasmic
aggregates of TDP-43. GFP and various A315T mutant of TDP-43-GFP were transiently expressed
in Neuro2a cells, and the recruitments of pan-ubiquitin (Ub) and linear ubiquitin (M1-Ub) were
visualized by immunofluorescence analyses. Inserts: Enlarged images of boxed regions. Bars = 10 µm.
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3.2. LUBAC Plays an Important Role in Cytoplasmic Aggregation of Truncated TDP-43
To clarify the involvement of LUBAC activity in the formation of TDP-43 aggregates,

we constructed Hoip-knockout (KO) Neuro2a cells by the CRISPR/Cas9 technique, resulting
in the elimination of HOIP and reduced the HOIL-1L and SHARPIN levels (Figure S3A,B).
When full length A315T1-414-GFP was expressed in the Hoip-KO cells, nuclear localization
and non-aggregate formation were detected, as in the parental Neuro2a cells (Figure 4A). In
contrast, the number of cytosolic aggregates of A315T247-414-GFP were reduced in the Hoip-
KO cells compared to those in the parental cells, and indeed, the intensity and size of the
A315T247-414-GFP aggregates were significantly reduced in the Hoip-KO cells (Figure 4B,C).
Furthermore, the amount of A315T247-414-GFP in the RIPA-insoluble/urea-soluble aggre-
gate fraction was reduced in the absence of Hoip, although almost equal numbers of
full length A315T1-414-GFP were detected in both the parental and Hoip-KO Neuro2a
cells (Figure 4D). Importantly, M1-ubiquitin was detected in the insoluble fraction of the
parental cells, but not the Hoip-KO cells. In the presence of MG-132, the accumulation of
A315T247-414-GFP in the insoluble fraction was enhanced in both the parental and Hoip-KO
Neuro2a cells, and the chain length of M1-ubiquitin seemed to be extended.

Figure 4. LUBAC-mediated linear ubiquitination activity is involved in cytoplasmic aggregation of
the TDP-43 mutant. (A) Genetic ablation of Hoip reduces the cytoplasmic aggregation of truncated
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3.5. HOIPIN-8 Suppresses Truncated TDP-43-Induced Upregulation of NF-kB Activity
Finally, to investigate the effects of TDP-43 and HOIPIN-8 on neuroinflammatory

responses, we performed an NF-B luciferase reporter assay in the TNF-↵-treated Neuro2a
and HEK293T cells (Figures 7 and S6). Compared with GFP alone, WT1-414- or A315T1-414-
GFP showed no effect on the TNF-↵-induced NF-B activity. In contrast, the TDP-43
truncation mutants, WT247-414- and A315T247-414-GFP, upregulated the NF-B activity. In
the HOIPIN-8-treated cells, the NF-B activity was suppressed by the expression of GFP or
any of the TDP-43-GFPs. These results suggest that the aggregate-prone TDP-43 truncation
mutants potentially upregulate the NF-B activity in the presence of an inflammatory
cytokine, and that HOIPIN-8 cancels the increased neuroinflammatory responses.

Figure 7. HOIPIN-8 suppresses the increased NF-B activity by truncated TDP-43. Neuro2a cells
transfected with the NF-B luciferase reporter, WT1-414-GFP-, A315T1-414-GFP-, WT247-414-GFP, or
A315T247-414-GFP with LUBAC were treated with 100 ng/mL TNF-↵ for 6 h, and as indicated, cells
were pretreated with 10 µM HOIPIN-8 for 1 h before the TNF-↵ treatment. The luciferase activities
were then analyzed. Data are shown as mean ±SEM, n = 4. One-way ANOVA was followed by a
post hoc Tukey HSD test. ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001, NS—not significant.

4. Discussion
ALS is a fatal neurodegenerative disease. Analyses of fALS have revealed the causative

genes of ALS such as TARDBP (which encodes TDP-43), SOD1, FUS, C9ORF72, ATXN2,
OPTN, VCP, UBQLN2, UBQLN4, SQSTM1, TBK1, and so on, but the mechanism of ALS
onset has remained elusive. TDP-43-containing cytoplasmic inclusions are reportedly
detected in 97% of ALS and 45% of FTD cases [29]. Therefore, TDP-43 inclusions are
a hallmark of ALS/FTD-mediated proteinopathy [3,4]. The recent structural analysis
of TDP-43282-360 showed that the region has a unique double-spiral-shaped fold, and is
oligomerized with a prion-like filamentous structure [10]. Ubiquitination as well as phos-
phorylation is a crucial post-translational modification of TDP-43 in the brain inclusions of
ALS patients [11,30]. TDP-43 contains 20 Lys residues, and multiple ubiquitination sites
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