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研究成果の概要（和文）：多くの筋萎縮性側索硬化症や半数程度の前頭側頭葉変性症(FTLD)の患者脳では核タン
パク質TDP-43が細胞質に凝集・蓄積することが疾患の進行と密接に関係していることが知られている。細胞内成
分を分解する主要な機構であるオートファジーは、TDP-43の細胞内蓄積を抑制することが示唆されているが、疾
患との因果関係は明らかとなっていない。本研究では、FTLDの原因因子であるプログラニュリン(PGRN)がTDP-43
の蓄積を抑制する機構について調べた。PGRNはオートファゴソームとリソソームの融合を促進することでTDP-43
の細胞内蓄積を抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A nuclear protein TDP-43 accumulation in the cytoplasm is a hallmark of most
 of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and about a half of frontotemporal lobar degeneration 
FTLD), and closely related to these diseases progression. Autophagy is a main cell degradation 
system, and inhibits TDP-43 accumulation. However, it remains unknown whether autophagy regulates 
diseases progression accompanied with TDP-43 accumulation. Here we focused on how progranulin 
PGRN), a causal gene product of FTLD, suppresses TDP-43 accumulation. Our results suggested that 
PGRN suppresses TDP-43 accumulation in the cytoplasm through promoting autophagsome and lysosome 
fusion.

研究分野： 分子神経病理学

キーワード： プログラニュリン　オートファジー　リソソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
前頭側頭葉変性症(FTLD)は四大認知症の１つに分類される未だ治療法のない神経変性疾患である。TDP-43の蓄積
を特徴とするFTLD（FTLD-TDP）の原因遺伝子であるプログラニュリン（PGRN）が細胞内分解制御機構であるオー
トファジーの過程の一部を制御していることが明らかとなったことで、オートファジー制御機構の一端が明らか
になったことに加え、オートファジーの破綻がFTLD-TDPの原因となる可能性が示唆された。一方で、PGRNによる
オートファジー制御機構を明らかにすることで、FTLDの新規治療標的を見出せる可能性があり、将来的な発展が
期待できる成果となった。

※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 
多くの筋萎縮性側索硬化症（ALS）及び半数近くの前頭側頭葉変性症（FTLD）では、核タンパク
質 TDP-43 が細胞質に蓄積することが病気の進行と密接に関係している。プリオン病の異常プリ
オンのように、正常な TDP-43 を異常型へと変換するシード能のある TDP-43 が原因となり、これ
らの TDP-43 の蓄積が引き起こされると考えられている。しかし、TDP-43 のシード能獲得を制御
する因子は明らかにされていない。そこで、ALS の原因遺伝子であるプロフィリン１（PFN1）変
異体、及び FTLD の原因となるプログラニュリン（PGRN）産生低下に着目した。その結果、ALS の
原因となる変異型PFN1を発現した細胞の界面活性剤不溶性画分に、正常なTDP-43を病的なTDP-
43 へ変換するシード能があること、及び PGRN の発現抑制が界面活性剤不溶性の TDP-43 を増加
させることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
PFN1 変異体の発現や PGRN の発現抑制が不溶性の TDP-43 を増加させる機構を解明すること。 
 
３．研究の方法 
 
① ハイスループットなシード依存的 TDP-43 細胞質内蓄積検出システムを構築し、変異型 PFN1
の発現や PGRN の発現抑制により作出したドナー細胞の界面活性剤不溶性画分のシード能を評価
する。さらには、ドナー細胞のシード能獲得過程で siRNA ライブラリーを用いたスクリーニング
を行うことで、TDP-43 のシード能獲得過程を制御する因子を同定する。 
② PGRN と相互作用のある候補因子を質量分析により同定する。さらに、細胞においてそれらを
発現増加・抑制し、TDP-43 の凝集を制御する因子を同定する。 
 
４．研究成果 
 
(1) PGRN と相互作用する候補因子を質量分析法により同定し、それら候補因子の中から、オー
トファジー・リソソーム系を制御する因子 Aを同定した。因子 Aを強制発現すると、リソソーム
の酸性化が亢進した。逆に、因子 Aを発現抑制するとリソソームの酸性化が抑制された。これま
での申請者らの研究で、PGRN がリソソーム酸性化を促進することを明らかにしていたので、因
子 Aが PGRN によるリソソーム酸性化に与える影響を調べた。因子 Aの発現抑制下では、PGRN に
よるリソソーム酸性化の促進は認められなかった。したがって、PGRN によるリソソーム酸性化
を因子 A が仲介している可能性が考えられた。因子 A の機能を亢進する薬物を添加する実験で
は、薬物濃度依存的にリソソーム酸性化を亢進した。因子 Aの発現抑制は、オートファジー・リ
ソソーム系を構成するタンパク質の主要転写因子である TFEB の細胞質から核への移行を促した。
この機構は TFEB のリン酸化によって一部制御されていることが知られているが、因子 Aの発現
抑制は、TFEB の脱リン酸化の原因となることが明らかとなった。それを裏付けるように、因子 A
の発現抑制によって、リソソームの細胞内蓄積が増加し、リソソーム腔の拡張が生じた。さらに、
因子 A がオートファジーに与える影響を調べたところ、因子 A の発現増加はオートファジーフ
ラックスを促進し、因子 Aの発現抑制はオートファジーフラックスを抑制した。また、因子 Aの
発現抑制は、TDP-43 の C 末端に GFP が付加したハイブリッドタンパク質の凝集を促進した。以
上のことから、因子 Aは PGRN のオートファジー・リソソーム機能を仲介していることが示唆さ
れた。 
 
(2) PGRN の働きを仲介する候補因子 Aはオートファジーを制御していたが、PGRN がオートファ
ジーを制御する機構は明らかとなっていなかった。そこで、PGRN によるオートファジー制御機
構を調べた。PGRN の発現抑制は、オートファジーフラックスを抑制した。一方で、PGRN の発現
亢進は、オートファゴソーム産生を抑制した。次に、空胞形成に伴いオートファゴソームとリソ
ソームの融合を阻害する薬物を用いて、PGRN がオートファゴソームとリソソームの融合に与え
る影響を調べた。PGRN を発現抑制すると、薬物による空胞形成は認められなくなった。逆に、
PGRN の発現増加は、薬物による空胞形成を促進した。薬物による空胞は、オートファゴソーム
マーカー、及びリソソームマーカー陽性であったことからオートリソソームであることが推測
された。そこで、リソソームマーカーを用いて、PGRN がリソソーム数や大きさ、空胞形成に与
える影響を調べた。PGRN を発現抑制すると、リソソーム数は増加したが、PGRN を補充すると、
リソソーム数の増加は抑えられたことから、PGRN は濃度依存的にリソソーム数を制御すること
が考えられた。PGRN の発現抑制はリソソームの大きさに影響しなかったが、薬物によるリソソ
ーム腔の拡張を抑制した。よって、PGRN の発現抑制は、薬物によるオートリソソーム形成を抑
制していることが示唆された。そこで、薬物を用いて PGRN がオートリソソーム形成に与える影
響を調べた。野生型細胞では、薬物はオートリソソーム数に影響せず、オートファゴソームの蓄
積を増加した。一方で、PGRN 発現抑制下では、オートリソソームが増加し、オートファゴソー



ムが減少した。空胞がオートファゴソームとリソソームが過剰に融合したオートリソソームで
あると仮定すると、野生型の細胞では、リソソームがオートファゴソームとの過剰な融合によっ
て消費された結果、オートファゴソームとリソソームの融合が阻害されている可能性が考えら
れた。そこで、この仮説を検討するために、空胞を形成する前に薬物がオートファジーに与える
影響を調べたところ、薬物はオートファジーフラックスを促進した。さらには、空胞形成はオー
トファジー依存的であった。よって、薬物による空胞形成はオートファゴソームとリソソームが
過剰に融合した結果であることが示唆された。以上の結果から、PGRN はオートリソソーム形成
を促進し、TDP-43 蓄積を抑制していることが示唆された。 
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