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研究成果の概要（和文）：1.百寿者iPS細胞由来神経細胞は、その他の疾患由来iPS細胞と比較して、神経変性疾患にお
けるバイオマーカーを評価した研究におけるコントロールとして応用可能であることが示された．本研究より、超高齢
者の亡くなられたあとの皮膚からでもiPS細胞樹立は可能であり、神経変性疾患研究へ応用が可能であることが示され
た．
2.C末端の欠損株（△C-FUS）の変異型FUS Tgマウスの樹立を行った．表現型の検討で運動ニューロン疾患を示唆する所
見は認められなかったが、組織学的な検討において、△C-FUSの変異型マウスにおいて核移行の障害を認めた．

研究成果の概要（英文）：1. We generated iPSCs from fibroblasts obtained immediately postmortem from centen
arian donors who were extremely healthy until an advanced age. The series of iPSCs would be useful in neur
odegeneration and longevity research and as valid super-controls for use in studies of various late-onset 
diseases.
2. We generated transgenic mutant FUS mice under the control of thy-1 promoter who express mutant FUS prot
ein ( C-terminal region deleted protein) particularly in the central nervous system. Motor phenotype evalu
ation showed no significant motor dysfunction through 50 weeks follow-up. Immunohistochemical study showed
 nuclear transport impairment, resulting in cytoplasmic accumulation of FUS protein. This finding is compa
tible with in vitro studies.
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１．研究開始当初の背景 
 
筋萎縮性側策硬化症（Amyotrophic lateral 
sclerosis: ALS）は進行性に上位,下位の運
動ニューロンが障害を受け、数年のうちに呼
吸不全に陥る難治性疾患である. しかしそ
の疾患概念の確立から140年間を経た現在ま
で孤発性 ALS の原因は不明であった. 一方、
2006 年に 2つのグループより、ALS とユビキ
チン陽性封入体を伴う前頭側頭葉変性症
(frontotemporal lobar degeneration with 
ubiquitin-positive inclusions; FTLD-U)の
封入体の構成蛋白として TAR DNA Binding 
Protein-43(TDP-43)が同定された. さらに
本邦では三山型ALSとしてしられていた認知
症を伴う筋萎縮性側索硬化症(ALS with 
dementia; ALS-D) でも運動ニューロン以外
に大脳皮質にTDP-43陽性封入体が観察され、
FTLD-U、ALS-D と ALS が共通の分子生物学的
基盤をもつ疾患スペクトラムであることが
病理学上示めされた. このことは遺伝学か
らも支持され、2008 年に複数のグループから
家族性 ALS、FTLD の中で TDP-43 変異が相次
いで見出され、TDP-43 が ALS/FTLD-U におけ
る神経変性の一次的原因となりうることが
示されたとともに、TDP-43 プロテイノパチー
という新たな疾患概念の確立に結び付いた. 
ALS/FTLD-U 疾患スペクトラムは更なる広が
りを見せた. 2009 年、TDP-43 と同じ RNA 結
合蛋白の Fused in sarcoma (FUS)が染色体
16 番に連鎖する ALS6 の原因遺伝子であるこ
とが同定された. 一方、Neumann らをはじめ
複数のグループが、ユビキチン陽性タウ、
TDP-43 陰性封入体を持つ FTLD において、FUS
蛋白の細胞質蓄積を報告した. したがって、
TDP-43 と同様に、FUS プロテイノパチーとし
て新規疾患概念として提唱されるにいたっ
た. 最近の検討では、孤発性 ALS で FUS、
TDP-43 が共存する封入体が報告されており
二つの RNA 結合蛋白がクロストークして、
ALS/FTLD-U 疾患スペクトラムの分子メカニ
ズムを構成している可能性が示唆されてい
る. 筋萎縮性側策硬化症と前頭側頭葉変性
症の共通の分子基盤として、RNA 結合蛋白で
ある TDP-43 と FUS が同定された.  
我々は、これまでの研究で TDP-43 蛋白の
新規機能として SG を介し RNA の安定化に関
わることが示された.さらには、FUS において
も C 末端の欠損株（△C-FUS）では核輸送が
著明に障害されており、FUS C 末端の ALS 関
連変異は相加的にその局在が核から細胞質
に移行していることを明らかにした. した
がって、FUSの C末端は核移行シグナルで ALS
関連変異はその作用を障害していることが
示された. 以上より、ALS 関連変異は核輸送
に障害を引き起こし、FUS の細胞質への過剰
移行、蓄積が ALS /FTLD-U の変性カスケード
のトリガーであることが示された. このこ
とから TDP-43 と FUS は RNA 結合蛋白という
共通性だけでなく、核から細胞質への移行と

SG の形成という点からも ALS/FTLD-U の病態
カスケードを協同して構成している可能性
が推測された. これらの知見をもとに、我々
は TDP-43 と FUS などの RNA 結合蛋白の細胞
質移行と過剰蓄積が、RNA 代謝を撹乱し神経
変性を引き起こすとの仮説を提唱している. 
2007 年、山中らはヒト線維芽細胞を用いて、
ES 細胞に匹敵する多分化能を有する iPS 
(induced pluripotent stem)細胞の樹立に成
功した．この技法を応用して患者に由来する
iPS 細胞を樹立することができれば、その多
能性を基に、疾患に関連した臓器を含む種々
の組織を誘導することが可能となる．そのた
め、生体からの入手が困難である中枢神経系
の組織の作成も可能となり、従来にない観点
からの疾患研究が期待できる．さらに、将来
的に、再生医療に応用する場合、疾患由来の
幹細胞レベルでの異常を把握することは、有
効性・安全性を担保するために必須である. 
我々はすでに、多数の神経疾患患者由来 iPS
細胞に成功しており、それらを神経細胞へ分
化誘導を行い、解析を行なってきた経験があ
る．本研究では、FUS の核内輸送と細胞質内
蓄積と神経変性への分子メカニズムについ
て iPS 細胞技術を用いて、変異 FUS 患者由来
iPS 細胞の樹立、神経細胞への分化誘導を行
い、in vitroでの網羅的解析(特に Exon Array
解析)を行ない、RNA dysregulation を明らか
にするとともに新しい治療ターゲットを見
出すことを第一の目標とする. さらに、細胞
質移行、SG形成を引き起こす FUS (変異型 FUS、
△C-FUS）の Tg マウスを作成し、RNA 結合蛋
白の過剰細胞質移行が、運動ニューロン変性
を引き起こすか個体レベルで検証し、ALS の
疾患モデルマウスとして確立することを最
終目標とする. 
 
２．研究の目的 
 
Aim 1:変異 FUS 患者由来 iPS 細胞を用いた
TDP-43/FUS と RNA 軸索輸送および RNA 
dysregulation に関する検討  
我々の検討では、TDP-43、FUS といった RNA
結合蛋白の細胞質内蓄積が変性カスケード
のトリガーとなることが示されているが、そ
の神経変性分子機構の詳細は不明である. 
Aim1 では、患者由来皮膚繊維芽細胞より疾患
由来 iPS 細胞の樹立を行い，それらを神経細
胞(さらには運動ニューロン)へ分化誘導を
行い、疾患由来神経細胞を、生化学的、細胞
生物学的解析を行う. 生化学的解析として、
TDP-43・FUS の発現量、プロセシング、リン
酸化をウエスタンブロット、蛍光免疫染色に
より正常対象者と神経疾患を比較する. 細
胞生物学的解析として、RNA の軸索輸送の障
害に着目し、RNA 輸送と運動ニューロン変性
の分子メカニズムの関連を検討する. さら
には、マイクロアレイ、Exon Array 解析、プ
ロテオミクス解析により mRNA、蛋白質の発現
を網羅的に解析する. 特に、スプライシング



バ リ ア ン ト の 異 常 に 注 目 し 、 RNA 
dysregulation を解析する． 
Aim 2: 変異型 FUS Tg マウスの作製と分子メ
カニズムの in vivo 解析 
 これまでに、TDP-43 の Tg マウスは数多く
作成されて、興味深い知見として野生型
TDP-43 の Tg マウスでも ALS と酷似した表現
型を呈する点にあるがその分子病態は不明
である. 上述のごとく、FUS (変異型 FUS、△
C-FUS)の発現、細胞質蓄積は ALS/FTLD の分
子病態のトリガーとなることが示唆される. 
Aim2 では、細胞質移行型 FUS (変異型 FUS、
△C-FUS）の Tg マウスを作成し、in vivo で
神経変性を誘導できるかを検討する. Tgマウ
スから、細胞質移行型 RNA 結合蛋白が運動ニ
ューロン変性のトリガーとなるとの我々の
仮説を in vivo で証明するとともに、ALS の
神経変性過程・RNA dysregulation が個体レ
ベルで詳細に解析できることとなり、ALS の
モデルマウスとして利用できると考えてい
る. 
 
３．研究の方法 
 
Aim 1:変異 FUS 患者由来 iPS 細胞を用いた検
討 
疾患 iPS 細胞を用いた研究を行う際に、重
要な問題となるのはコントロールとなる正
常 iPS 細胞である．特に、神経変性疾患のよ
うな年齢依存性に頻度の上がる高い高齢発
症疾患は、細胞提供者が晩年に発症する可能
性は否定できない．従って、神経変性疾患患
者のコントロールには、重篤な疾患が否定さ
れた高齢者からiPS細胞を作成する必要があ
ると考えた．慶應義塾大学倫理委員会の承認
のもと生前重篤な疾患がなく極めて健康な
老後を過ごした百寿者（105 歳以上）の 2 例
より iPS 細胞の樹立を行い、特性解析を行っ
た． 
Aim 2: FUS Tg マウスの作製と分子メカニズ
ムの in vivo 解析 
変異型 FUS は、AC 末端の欠損株（△C-FUS）
を Thy-1 プロモーターの下流に導入し、トラ
ンスジェニックベクターとした. このベク
ターでは、目的遺伝子を神経細胞に安定に発
現し、多くの Tg マウスの作製に利用されて
おり信頼度が高いと考えた. F1ヘテロ変異体
獲得後は、本大学医学部構内の共同動物実験
施設で、飼育を行った. FUS Tg マウスを、生
化学的（SGマーカー、TDP-43、FUS 発現、不
溶分画、細胞質分画）、組織学的(H&E、TUNEL
染色、TDP-43、FUS、ユビキチン免疫染色)検
査を行いその神経変性過程を検討した.行動
解析としては生存曲線を比較するとともに、
footprint、rota-rod treadmill (ENV-577, 
neuroscience, Tokyo)、hanging wire test
などを評価して運動能力、活動性を定量的に
解析した.  
 
 

４．研究成果 
 
Aim 1:変異 FUS 患者由来 iPS 細胞を用いた検
討 
百寿者（105 歳以上）の 2 例より iPS 細胞の
樹立を行い、特性解析を行った．免疫染色に
おいて、Tra1-60、Tra1-81、SSEA3、SSEA4 の
発現確認を行った．RT-PCR において、
transgeneのsilencingとESマーカーの確認
を行った．三胚葉の分化能を評価するため、
in vitro で胚葉体を介して、内胚葉・中胚葉・
外胚葉への分化を行った．また in vivo で
SCID マウスへ iPS 細胞の皮下注を行い、テラ
トーマの形成を認め、三胚葉への分化の確認
を行った．以上より、超高齢者の皮膚からで
もiPS細胞を作り出せることを示したととも
に、重篤な疾患のない理想的な正常 iPS 細胞
(スーパーコントロール)が確立できた．百寿
者由来 iPS 細胞を Embryoid Body を介して、
神経系への分化誘導を行い、iPS 細胞由来神
経細胞レベルでアミロイドβの測定を行っ
たところ、ポジティブコントロールとして用
いた家族性アルツハイマー病(Presenilin1
変異型および Presenilin2 変異型)由来と比
較して、有意に Aβ42/Aβ40 ratio が低いこ
とが示された．さらに、神経細胞レベルにお
いて、αsynuclein および tau の発現をみた
ところ、家族性パーキンソン病(PARK4；α
synuclein triplication)と比較して、有意
に低いことが示された．以上から、Aβおよ
びαsynuclein をバイオマーカーとした研究
におけるコントロールとして応用可能であ
ることが示された．本研究より、超高齢者の
亡くなられたあとの皮膚からでもiPS細胞樹
立は可能であり、神経変性疾患研究へ応用が
可能であることが示され、早期診断法や新規
治療薬の開発につながるものと考えられる． 
Aim 2: 変異型 FUS Tg マウスの作製と分子メ
カニズムの in vivo 解析  
C 末端の欠損株（△C-FUS）の変異型 FUS Tg
マウスの表現型評価を行った。経時的に体重
測定、運動機能評価(rota-rod treadmill、
hanging wire test)、異常反射(abnormal limb 
reflex)の出現の有無について、評価を行っ
たが、経過期間中(生後 50 週まで)において
明らかな異常所見は認められなかった．ヘテ
ロ接合体の変異型 FUS Tg マウス(△C-FUS)に
おいて、我々が樹立した系統において、表現
型の検討で運動ニューロン疾患を示唆する
所見は認められなかった．また、組織学的な
検討において、△C-FUS の変異型マウスにお
いて核移行の障害を認め、細胞質へ FUS の蓄
積を認めたが、明らかな神経変性は認められ
なかった．よって、我々は、さらなる検討を
行うために、ホモ接合体の変異型 FUS Tg マ
ウス(△C-FUS)の作成を行って、表現型の解
析を進めている．さらなる評価として The 
Jackson Laboratory より購入した wild type 
TDP-43 の変異型マウスを今回樹立した変異
型 FUS Tg マウス(△C-FUS)と交配を行い、得



られた仔の genotyping を行い、TDP-43 およ
びFUSが両方とも陽性のマウスをTDP-43/FUS 
Tg マウスとして、表現型の解析を現在検討中
である． 
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