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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動ニューロンの変性が原因で全身の筋力が致死的
に衰退する難病である。我々は、ALSの運動ニューロンに異常な凝集体を形成するRNA/DNA結合タンパク質TDP-43
に注目し、熱帯魚ゼブラフィッシュのTDP-43機能に摂動を加えると、運動ニューロンの細胞内ATPレベルが著し
く低下することを見出した。この研究では、主要な細胞内ATP供給経路の1つである解糖系を操作することで、運
動ニューロンの細胞内ATPレベルを上昇させる新しい遺伝学的手法を開発し、TDP-43異常に起因する運動ニュー
ロンのATPレベルを部分的に回復させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic sclerosis (ALS) is a debilitating disease where muscles 
throughout the body fatally waste due to degeneration of motor neurons. We found that perturbation 
of TDP-43, an RNA/DNA-binding protein that forms abnormal aggregates in motor neurons in ALS, lead 
to a significant decrease in cellular ATP levels. In this study, by manipulating the glycolysis 
pathway, one of the major cellular ATP supply routes, we developed a new genetic approach to 
increase cellular ATP levels in motor neurons, partially restoring ATP levels in motor neurons 
affected by TDP-43 abnormalities.

研究分野： 神経科学、遺伝学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSに対する効果的な治療法は、現在のところ非常に限られており、治癒はない。本研究は、生体内の運動ニュ
ーロンを直接的に観察できる利点を持った熱帯魚ゼブラフィッシュをモデルに用いて、運動ニューロンの細胞内
エネルギー代謝状態の研究を実施した。その結果、TDP-43の機能異常に起因するATPレベルの低下を、解糖系の
特定の遺伝子の機能操作によってレスキューできることを実証した。この成果は、新たなALSの治療戦略の構築
に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 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、脳からの運動指令を筋肉に伝達する神経細胞「運動ニューロン」

が変性によって失われ、全身の筋力が致死的に衰退する難病である。1869 年に最初に記載され

て以来 150 年以上を経た現在でも、依然として ALS の発症機序はほとんど不明であり、効果的な

治療法が存在しない。 

 ALS 全体の 90％以上を占める単一の遺伝子変異に連鎖しないタイプの ALS（孤発性 ALS）では、

変性運動ニューロンに蓄積する封入体が、凝集した TDP-43 タンパク質を主成分として含んでい

ることが 2006 年に見出された。TDP-43 は、転写、スプライシング、mRNA 輸送、翻訳などの多様

な RNA 代謝の機能を担う RNA 結合タンパク質として知られていたことから、この発見を契機に

して、RNA 代謝の異常が ALS の発症に関与していると考えられるようになった。一方で、TDP-43

は、哺乳類の中枢神経系においては約 6,000 種類の遺伝子（ヒト全遺伝子のおよそ 30%）に由来

する mRNA に結合しうるという報告などがなされている。これらの先行研究を考慮に入れると、

限られた特定の遺伝子のスプライシングや翻訳を修正することが、効果的な ALS の治療戦略と

なりうるか、という問題については予断を許さない。 

 運動ニューロンは、脊椎の中を走行する脊髄に細胞体を保持し、細長い神経軸索を伸長して標

的筋を支配する複雑な形態をもった大きい細胞である。それ故に、生体内の運動ニューロンを研

究することは非常に難しく、ALS の原因究明を困難にさせている。我々は、この難点を克服すべ

く、透明性の高い身体組織をもった熱帯魚ゼブラフィッシュを用いて、運動ニューロン内部の

ALS 関連因子のダイナミックな振る舞いを研究する技術を開発してきた。その過程で、運動ニュ

ーロンの TDP-43 のタンパク質量を増加させると、細胞内 ATP のレベルが減少することを見出し

た（未発表）。これらの結果から、細胞内 ATPレベルの低下（つまり、細胞内エネルギーの低下）

こそが、TDP-43 の異常によって顕在化する主要な細胞毒性であり、実は、神経変性のトリガー

に近い現象なのではないか、という仮説を立て、本研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

本研究は、運動ニューロンの細胞内 ATPレベルを上昇させる新しい遺伝学的手法を開発し、TDP-

43 の機能異常がもたらす運動ニューロンの欠損を細胞内 ATP の供給によってレスキューできる

か、否か、を検証することを目的とした。これにより、「細胞内 ATP の供給」という新たな ALS

治療戦略の可能性を拓くことを目指した。 

 

３．研究の方法 

【１、細胞内 ATPレベルを上昇させる戦略：解糖系の活性化】TDP-43 の異常によって細胞内 ATP

レベルが低下するメカニズムとして、(1) TDP-43 の制御を受ける既知の複数のミトコンドリア

における呼吸鎖関連遺伝子の機能が低下し、ミトコンドリアの ATP産生能が低下する、(2)グロ

ーバルなスプライシング異常に対処するタンパク質品質管理に、過剰な ATP が消費されている、

などの可能性が考えられる。そこで我々は、ミトコンドリアにおける呼吸鎖とは別の ATP の産生

経路である解糖系を活性化すれば、細胞内 ATP レベルを効果的に上昇させることができるので

はないか、と考えた。 

 

【２、運動ニューロンの解糖系の理解】ほぼ全ての脊髄運動ニューロン（mnr2b 陽性細胞）が EGFP

を発現するトランスジェニックゼブラフィッシュ系統 Tg[mnr2b-hs:Gal4] Tg[UAS:EGFP]（文献

①）を用いて、シングルセルトランスクリプトーム（sc-RNAseq）解析を実施し、脊髄運動ニュ

ーロンのクラスタリングを行うことを目指した。これにより、脊髄運動ニューロンにおける解糖

系遺伝子の発現プロファイルを理解することを試みた。 

 

【３、運動ニューロンの ATP産生における解糖系の機能評価】解糖系は、9段階の主要な酵素反

応によって、グルコースからピルビン酸を産生し、その過程で正味２分子の ATP を産生する。解

糖系遺伝子を、Gal4/UAS 法を用いて過剰発現させ、運動ニューロンの細胞内 ATP レベルが上昇

するか検証した。ATP の検出には、iATPSnFR1.0（文献②）を利用して独自に構築したレシオメト

リック ATPセンサー系統を用いた。 

 



【４、解糖系の活性化は TDP-43 異常による運動ニューロン欠損を緩和するか？】過剰発現によ

って運動ニューロンの細胞内 ATP レベルを上昇させる効果を持つ解糖系遺伝子を、TDP-43 の遺

伝子破壊系統（文献③）において過剰発現し、運動ニューロンの神経軸索の伸長阻害を回復させ

るか検証した。これにより、解糖系の活性化が TDP-43 の機能異常に起因する運動ニューロンの

欠損を緩和するか検証した。 

 

４．研究成果 

運動ニューロンにおける解糖系遺伝子群の発現パターンを理解するために、ゼブラフィッシュ

の運動ニューロン（mnr2b 陽性細胞）をセルソーターによって分取し、sc-RNAseqによって解糖

系遺伝子の発現プロファイルの全体像を明らかにしようと試みた。しかし、ゼブラフィッシュ仔

魚の全細胞に占める mnr2b 陽性細胞の割合が少ないために、sc-RNAseqを実施するために必要な

mnr2b 陽性細胞数を回収することが困難であることがわかった。 

 一方で、別課題において、運動ニューロンの神経軸索を伸長させる効果を発揮するリン酸化経

路を見出していた。遺伝的にコードされた ATP センサーiATPSnFR1.0を、Gal4/UAS 法を用いて運

動ニューロンに発現させ、さらに、このリン酸化経路を活性化させたところ、運動ニューロン細

胞内 ATP レベルが上昇することを見出した。このリン酸化経路を全身性に活性化させたゼブラ

フィッシュ仔魚の全身からシングルセルを分取して sc-RNAseq を実施した。神経細胞（elavl3

陽性細胞）において、このリン酸化経路の活性化によって発現レベルが上昇する遺伝子群を網羅

的に同定した。その結果として同定された遺伝子群に、解糖系の遺伝子が含まれることがわかっ

た。本報告では、便宜的にこの解糖系遺伝子を glycolysis1 と記す。 

 glycolysis1 遺伝子が、運動ニューロンの細胞内 ATPレベルを上昇させる効果を発揮するか否

か、を検証するために、Gal4/UAS 法を用いて、glycolysis1 と iATPSnFR1.0をゼブラフィッシュ

の脊髄運動ニューロンに異所的に発現させた。その結果、glycolysis1 の過剰発現により、運動

ニューロンの細胞内 ATPレベルが上昇することがわかった。この結果は、glycolysis1 の発現量

が解糖系の ATP産生効率に重要な影響を及ぼすことを示している。 

 ゼブラフィッシュの TDP-43 タンパク質をコードする２種類の遺伝子（tardbpと tardbp1）を

欠失させた仔魚の運動ニューロンに iATPSnFR1.0を発現させ、細胞内 ATP のレベルを検証した。

その結果、TDP-43遺伝子破壊によって運動ニューロンのATPレベルが低下することがわかった。

この結果は、細胞内 ATPレベルの低下が、運動ニューロンの ALS 病態の一つである、という仮説

を支持する。さらに我々は、glycolysis1 の過剰発現が、TDP-43 遺伝子破壊によって低下した運

動ニューロンの ATPレベルを回復させることができることを見出した。この結果は、解糖系の活

性化が、TDP-43 の機能が低下した運動ニューロンの ATP ホメオスタシスを部分的に回復させる

効果を持っていることを示している。一方で、glycolysis1 の過剰発現には、TDP-43 遺伝子破壊

によって顕れる神経軸索の伸長欠損をレスキューする効果は認められなかった。この結果から、

細胞内 ATP レベルの低下が、TDP-43 遺伝子破壊による神経軸索の伸長欠損の直接的な原因では

ない可能性が示唆された。 

 glycolysis1 は、過剰発現によって細胞内 ATPレベルを上昇させる効果を発揮するが、他の解

糖系遺伝子も同様に過剰発現によって細胞内 ATP レベルを上昇させる効果があるか検証した。

glycolysis1 以外の解糖系の律速酵素を iATPSnFR1.0と共に、運動ニューロンにおいて過剰発現

させた。その結果、ヘキソキナーゼ（HK）、ホスホフルクトキナーゼ（PFK1）、ピルビン酸キナー

ゼ(PKM2)の過剰発現は、細胞内 ATPレベルの上昇効果を示さなかった。この結果は、遺伝学的な

解答系への介入によって ATP レベルを操作するためには、適切な遺伝子を選定しなくてはなら

ないことを示している。glycolysis1 は、そのような効果的な介入点の一つと言える。 

 本研究では、運動ニューロンの細胞内 ATP レベルを上昇させるための遺伝学的アプローチを

同定した。今後は、glycolysis1 の過剰発現が、細胞内 ATPレベルの回復以外の TDP-43欠損を

レスキューできるかを検証していく必要がある。 
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