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研究成果の概要（和文）：ALSとFTLDは神経細胞が選択的に変性する原因不明の神経変性疾患である。TDP-43や
TBK1はALS/FTLDの神経細胞において、その機能喪失が神経細胞死に関連していると考えられている分子であるが
その変性メカニズムはよくわかっていない。研究代表者らは新たに神経細胞特異的synapsinプロモーター下に
GFPという特別に標識したリボソーム蛋白“GFP－RPL10a(GRP)”とCreを共発現するSyn-GRP-Creマウスを作成
し、このマウスを用いてTDP-43やTBK1の機能喪失が生体内神経細胞の変性をおこす病態を神経細胞特異的な網羅
的遺伝子解析により解析した。

研究成果の概要（英文）：ALS and FTLD are progressive neurodegenerative diseases and the causes are 
unknown. The genetic and neuropathological studies suggest that  loss of functions of TDP-43 or TBK1
 are related to the neurodegeneration. We established a novel transgenic mouse, in which GFP-tagged 
ribosomal protein (RPL10a) and Cre are expressed under synapsin promotor. This mouse allows us to 
perform neuron-specific polysome (mRNA-ribosome complex) in the conditional TDP-43/TBK1 knockout 
mice. We validated the expression profile of GFP-RPL10a of the transgenic mouse and analyzed the 
neuron-specific transcriptome data of the conditional knockout mice.  

研究分野：神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSとFTLDは上位・下位運動ニューロンや前頭側頭葉皮質のニューロンが選択的に変性する原因不明の神経変性
疾患である。これらの疾患における神経変性病態を解明するにはニューロン特異的な解析が必須であるが、モデ
ル動物において変性過程にあるニューロンの単離は非常に困難である。この問題を解決するために、
Syn-Ribotag-Creマウスを作成した。このマウスと各floxマウスを交配することで特定の遺伝子をノックアウト
したニューロン特異的な遺伝子発現解析が可能となった。今後多くの神経変性疾患の病態解明に利用することが
できるため研究を発展させていきたい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
孤発性 ALSは成人発症で上位と下位運動ニューロンの選択的変性により進行性の運動機能障害
をきたす神経変性疾患である。特別な環境的要因、遺伝的背景を持たない健康な成人の運動ニュ
ーロンが突如として変性していく様はまさに“奇異”であり、近年の科学技術の進歩にも拘らず、
今なお原因は不明のままである。しかし、2006 年に TDP-43 が孤発性 ALS とユビキチン封入
体をともなう前頭側頭葉変性症（FTLD-U）患者の変性部位におけるユビキチン化細胞質内封入
体（NCI）の主要構成蛋白質として同定されて以降病態解明が進んできている。TDP-43 は RNA
結合蛋白質でmRNAの代謝、安定化や alternative splicingに重要な役割を果たしていること、
NCI を認める細胞内では核蛋白質である TDP-43 の核内染色性が著しく低下していることから
ALS/FTLDの病態として TDP-43の loss-of-function（LOF）が想定されている（図 1）。我々は
世界に先駆けて TDP-43が神経系細胞の恒常性維持に必要不可欠であることを報告した（Iguchi 
et al., J Biol Chem 2009）。次に Cre/Loxpシステムにより運動ニューロン特異的 TDP-43ノッ
クアウト（TDP CKO）マウスを作成した。TDP CKOマウスは約 50週齢までは無症状だが、
その後年齢依存性に運動機能障害を来し、病理学的にも進行性の筋萎縮や脱神経所見、運動ニュ
ーロン内のリン酸化ニューロフィラメントやオートファゴソームの蓄積など ALS患者に見られ
る特徴を有していた（Iguchi et al., Brain 2013, 図２）。また、このマウスでは明確な運動機能
障害を呈する 100週齢においても運動ニューロン死は観察されなかった。この研究により TDP-
43の機能喪失は一次的に運動ニューロン変性を引き起こす、しかし機能的 TDP-43を失ったニ
ューロンは一定期間機能を維持し、その後軸索終末から変性して行くことが判明した。この結果
は ALS 患者の剖検組織像において多くのニューロンが 核内 TDP-43 を喪失してもなお残存し
ていることや、ALSの初期病態は”distal axonopathy”と想定されている（Fisher et al., Exp 
Neurol 2004）ことと一致している。そこで、我々は機能的 TDP-43を失った後のニューロンの
変性病態を解明することにより、ALS/FTLD 発症後の残存ニューロンの変性阻止治療に結びつ
けたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
近年 OPTN, VCP, SQSTM1 /p62, UBQN2, TBK1などユビキチンプロテアソーム系やオートフ
ァジーによる蛋白分解系に関わる分子が新規家族性 ALS/FTLDの原因遺伝子として相次いで報
告されている。中でも TBK1は OPTNや SQSTM1/p62のリン酸化を介して選択的オートファ
ジー分解を促進することが報告されており（Matsumoto et al., HMG 2015; Richter et al., PNAS 
2016）分解系の上流に位置づけられている分子である。さらに TBK1 の LOF 変異を有する家
系は ALS/FTLD（FTDALS4）を発症し、変性ニューロンには孤発性 ALS/FTLDに特徴的に見
られる TDP-43陽性の NCIが認められるため、TBK1の LOFが孤発性 ALS/FTLD発症病態に
類似した病態を引き起こしていることが想定される。全身性 TBK1 ノックアウトマウスは胎生
致死であるため、ニューロン特異的 TBK1ノックアウトマウスの解析を通じて ALS/FTLD発症
のメカニズムの解明が期待される。以上を踏まえて、我々はニューロン特異的に GFPtag で標
識した Ribosomal protein L10a (GRP) を発現させたマウスからリボソーム/mRNA複合体を精
製する技術を使って、生体内の TDP-43/TBK1ノックアウトニューロン特異的な transcriptome
解析を行い、ALS/FTLD 病態の解明、さらに病態に基づいた分子標的治療につなげたいと考え
本研究を発案した。 
 
３．研究の方法 
ニューロン特異的 synapsin プロモーター下に GFPで標識した Ribosomal protein（GRP）と
Cre を共発現するコンストラクト、Syn-GRP-Cre を作成した。このプラスミドを NSC34 細胞
に Creレポータープラスミド（Cre依存性に DsRedが発現する）とともに発現させると、GFP
陽性の細胞に DsRedが発現しているため GFP-RPL10aと Creが共発現していることが確認さ
れた（図３）。このコンストラクトを用いてC57BL/6J胚へのマイクロインジェクションを行い、
トランスジェニックマウスを得た。このマウスの病理学的解析を行い、GFP染色にてGRP (GFP-
RPL10a)の脳脊髄内ニューロン特異的な発現と、Creレポーターマウス ROSA27との交配によ
り Cre タンパクの発現パターンを解析した。さらに神経細胞特異的 TDP-43/TBK1 ノックアウ
トマウスを作成するため、Syn-GRP-Cre マウスと TDP-43flox マウス/TBK1flox マウスの交配
を行った。交配により得られる予定の Syn-GRP-Cre+/-, TDP-43 flox/flox マウス内のニューロ
ンでは Cre が発現するため TDP-43 がノックアウトされ、さらに GRP も同時に発現するため
TDP-43ノックアウトニューロンのmRNAを容易に精製することができる。 
ニューロン特異的リボソーム/mRNA 複合体を抽出するためにマウス大脳と脊髄ホモジェネー
トから抗GFP抗体beadsを用いた免疫沈降法を用いた。精製されたRNAを使用してAffymetrix
社 GeneChip Mouse Exon 1.0 ST exon arrayを用いて transcriptome解析を行った。 
 
４．研究成果 
８週齢の Syn-GRP-Cre マウスを解剖し免疫染色を行い GRP の発現パターンを確認した。全脳、脊
髄の広範なニューロンに GRP の発現が確認された。ニューロン特異的なマーカーである NeuN と
の蛍光二重染色では GFP と NeuN の共存がみられ GRP はニューロン特異的発現であることが判明
した（図４）。また、Syn-GRP-Cre マウスを Cre レポーターマウス ROSA27 と交配し、Syn-GRP-Cre, 



ROSA27マウスのX-gal染色を行いCreタンパクの発現を確認するとGFP染色よりも高頻度に脳、
脊髄ニューロンにおける Cre タンパクの発現が確認できた（図４）。GFP 染色と X-gal 染色の違
いは X-gal 染色の感度が免疫染色に比べ高いことが原因と考えられた。 
次に野生型と Syn-GRP-Cre マウス脊髄のホモジェネートからリボソーム/mRNA 複合体を抽出、
RNA を精製し RT-qPCR を行った。グリア細胞のマーカーとして GFAP をニューロンマーカーとし
て MAP2 を増幅したところ、Syn-GRP-Cre マウスにおいて MAP2 特異的に反応がみられた（図５）。
この結果により簡便な免疫沈降法により、脳脊髄ホモジェネートからニューロン特異的 mRNA が
抽出できることが確認できた。 
次に Syn-GRP-Cre マウスと TDP-43flox マウスを交配しニューロン特異的 TDP-43 ノックアウト
マウスの作成を試みたが Syn-GRP-Cre+/-,TDP-43flox/flox マウスは周産期致死となることが判
明した。このため Syn-GRP-Cre+/-;TDP-43flox/flox 胎児脳からリボソーム/mRNA 複合体を抽出
し transcriptome 解析を行った。Syn-GRP-Cre+/-;TDP-43+/+胎児脳をコントロールとした。現在
そのデータ解析を行っており論文投稿を予定している。 
また、TBK1flox マウスとの交配も行い Syn-GRP-Cre+/-;TBK1flox/flox マウスを得た。現在２４
週齢まで観察しているが運動機能、高次脳機能に異常を認めていない。さらに野生型 hTDP-43 ト
ランスジェニックマウスを掛け合わせ hTDP-43+/-;Syn-GRP-Cre+/-;TBK1flox/flox を作成し解
析を行う予定である。 
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