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研究成果の概要（和文）：ヒト筋萎縮性側索硬化症(ALS)における運動ニューロン変性のメカニズムは依然として不明
であるが，ALS関連遺伝子としてTDP-43, FUSなど様々なものが知られ，さらに蛋白分解系の異常によって運動ニューロ
ンにおける細胞内凝集体形成や細胞死が促進されることがわかってきた．本研究では，各種の組換えウイルスベクター
を用いてTDP-43, FUSなどのALS関連遺伝子および蛋白分解系に対するshRNAを培養系および成体マウス・ラット運動ニ
ューロンに発現させ，ALSに特徴的な凝集体の形成過程や細胞死，周囲の細胞への播種・進展様式を解析することによ
り，ALS病変の発症進展機序の解明を目指している．

研究成果の概要（英文）：Formation of TDP-43- or FUS-positive cytoplasmic aggregates in neuronal and glial 
cells is one of the pathological hallmarks of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). We have demonstrated 
that inhibition of protein degradation pathways enhanced adenovirus-induced neuronal cytoplasmic 
aggregate formation of TDP-43 and FUS in vitro and in vivo. We then produced recombinant adeno-associated 
virus type 9 (AAV9) and lentivirus vectors encoding wild type and mutant TDP-43 or FUS, and those 
encoding shRNAs for protein degradation machineries and demonstrated their long-term retrograde 
transduction of the foreign genes and formation of cytoplasmic aggregates in adult mouse facial and 
spinal motoneurons. We also performed time-lapse imaging analysis of neuronal and glial cells infected 
with adenoviruses encoding TDP-43 and FUS cDNAs under conditions of proteasome inhibition to examine 
cytoplasmic aggregate formation, cell death, and cell to cell spreading of these aggregates.

研究分野：神経科学・神経解剖学・神経病理学

キーワード： 運動ニューロン　TDP-43　FUS　筋萎縮性側索硬化症　凝集体　組換えウイルス　プロテアソーム　オー
トファジー
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１．研究開始当初の背景 
 ALS における運動ニューロン死に関して
は，これまで活性酸素・窒素種の関与や，細
胞体内のニューロフィラメントの蓄積と軸
索輸送の障害，ミトコンドリアの障害，グル
タミン酸と興奮毒性の関与，プロテアソー
ム・エンドソーム・オートファジー経路によ
る蛋白分解系の機能障害など，様々な病態メ
カニズムが指摘されてきたが，その一次的な
病態は依然として解明されていない．一方，
Neumannら，Araiらによって 2006年に TAR 
DNA binding protein-43 (TDP-43)がFTLD, ALS
における神経細胞内凝集体の主たる構成成
分として同定され，2008年に TDP-43遺伝子
変異による家族性 ALS が発見されて以来，
ALSの病態解明に関する研究は TDP-43を中
心として飛躍的な進展を遂げている．しかし
ながら，当初の予想と異なり，ヒト ALSの病
態を忠実に反映した培養細胞あるいは動物
モデルの作製は変異 TDP-43 においても容易
ではないことが明らかになってきた．家族性
ALSにみられる点変異 TDP-43 cDNAを培養
細胞にそのまま発現させても凝集体形成は
なかなか誘導されず，他方，変異 TDP-43 の
みでなく正常の TDP-43 を発現するトランス
ジェニックマウスでも運動神経症状を発症
する反面，TDP-43 の細胞内局在の異常や
TDP-43 陽性凝集体の形成はあっても僅かで
あることが報告されている．さらに，ALS関
連遺伝子発見の嚆矢となった SOD1の他，こ
こ 数 年 間 で fused in sarcoma (FUS), 
valosin-containing protein (VCP), optineurin, 
ubiquilin-2 (UBQLN2), C9ORF72 など多数の
ALS 変異遺伝子が相次いで同定されている．
一方，ALSを含む神経変性疾患全般において，
プロテアソームやエンドソーム，オートファ
ジー経路による蛋白分解系の障害が凝集体
形成や細胞死に深く関わっていることが指
摘されており，蛋白分解系の障害が ALSの発
症進行に直接間接の影響を与えていると想
定されている．さらに，近年，ALS病変の進
展様式として細胞内凝集体を構成する異常
蛋白の周囲細胞への播種・伝播が想定されて
いるが，実験的検証はほとんどなされていな
い．これら蛋白分解系と細胞死および ALS
関連遺伝子の関わりを培養細胞や生体脳組
織で解析し，病変の伝播を検証するには，運
動ニューロン内の特定の分子を強制発現ま
たはノックアウトしその細胞内変化および
組織変化を経時的に捉えうる新たな実験系
が必要であり，その実験系は培養系，生体系
ともにニューロン，とりわけ運動ニューロン
の特異性を明確にターゲティングしたもの
でなくてはならない． 
 そこで我々はこれまで，正常および変異
TDP-43, FUS cDNA，および蛋白分解系を阻害
する shRNA を発現する組換えアデノウイル
スを培養運動ニューロンや成体ラット運動
ニューロンに感染発現させ，ヒト ALSに特徴
的な細胞内凝集体を形成させる実験系を確

立した（渡部雑誌論文 4,10）．ヒト正常・変
異 TDP-43または C末断片 (208-414) TDP-43 
cDNA，ヒト正常・変異 FUS cDNAおよびプ
ロテアソーム  (PSMC1)，エンドソーム 
(VPS24)，オートファジー (ATG5)に対する
shRNA を発現する組換えアデノウイルスを
作製し，マウス ES 細胞由来分化運動ニュー
ロン，ラット神経幹細胞由来ニューロン・グ
リア培養系に接種したところ， TDP-43また
は変異 FUSと蛋白分解系 shRNA組換えウイ
ルスの共感染により細胞体に粗大な凝集体
形成を認めた．これら組換えウイルスを成体
ラット顔面神経に感染接種すると，組換えウ
イルスの逆行輸送により顔面神経核運動ニ
ューロンに導入遺伝子が強発現し，培養系と
同様に TDP-43 または FUS と蛋白分解系
shRNA 組換えウイルスの共感染により運動
ニューロン細胞体に凝集体の形成が認めら
れた．すなわち，運動ニューロンにおける
TDP-43, FUSの凝集体形成は蛋白分解系の阻
害により促進されると考えられた．しかしな
がら，組換えアデノウイルスによる遺伝子発
現は接種後 1週間をピークに急速に減衰して
いき以降の解析は困難であった．そこで我々
は最近，より長期間安定した遺伝子導入発現
が期待できる組換えアデノ随伴ウイルス 9型
(AAV9)または組換えレンチウイルス
(LxFuGB2)の末梢神経からの逆行輸送を試み，
成体マウス運動ニューロンへの ALS 関連遺
伝子導入に成功した．これら組換えウイルス
の感染により凝集体形成が可能になれば，当
初は感染運動ニューロンに限局するこの凝
集体が伝播していくか否かを長期的に観察
できると考えている． 
 
２．研究の目的 
(1) 培養運動ニューロンにおける凝集体形
成と細胞死の解明：ALS関連遺伝子
（TDP-43, FUS）の cDNA，およびプロ
テアソーム・エンドソーム・オートファ
ジー経路の主要分子に対する shRNAを
発現する組換えアデノウイルス，AAV9，
レンチウイルスをマウス ES細胞由来分
化運動ニューロン，またはラット神経幹
細胞由来ニューロン・グリア培養系に
種々の組み合わせで接種し，培養下で経
時的に解析することにより凝集体形成
や細胞死のメカニズムを明らかにする． 

(2) 成体ラット運動ニューロンにおける凝
集体形成と細胞死の解明： 上記の各種
組換えウイルスを成体マウス・ラット顔
面神経または坐骨神経に注入接種し，逆
行輸送によって成体運動ニューロンに
遺伝子導入し経時的に解析することに
より凝集体形成や細胞死のメカニズム
を明らかにする．さらに，組換え AAV9，
レンチウイルスの末梢神経注入後の長
期観察により，当初は感染運動ニューロ
ンに限局するこの凝集体が伝播してい
くか否か，いわゆる seeding仮説に沿っ



た ALS病変の脳内播種を実験的に証明
しうるかを検討する． 

 
 本研究において組換えアデノウイルス，
AAV9，レンチウイルスを使用する主な利点
は，１）非増殖細胞培養系において高効率
の遺伝子導入が可能であること，２）成体
運動ニューロンに対して上記組換えウイル
スの逆行輸送による特異的遺伝子導入が可
能であること，にある． 
１）これまで培養系における ALS関連変異
遺伝子の発現実験の大半はマウス神経芽腫
細胞株 Neuro-2aやマウス運動ニューロン様
ハイブリッド株NSC34などを用いて検討さ
れてきた．しかし最近のプロテオーム解析
では，これら（増殖する）神経細胞株は本
来のニューロンとは性質が著しく異なるこ
とが判明し (Hornburg et al., Mol Cell 
Proteomics 2014)，ALS運動ニューロンの研
究に用いるには最早不適当であり，その実
験結果をもって運動ニューロンに特異的な
病態を説明出来るとは云い難い．我々は増
殖を停止し完全に分化したマウス ES細胞
由来運動ニューロン，ラット神経幹細胞由
来運動ニューロン・グリア，ヒト iPS細胞
由来運動ニューロンを用いて実験を行い，
上記組換えウイルスの感染よって 80%以上
の細胞に遺伝子を導入しうることを確認済
みであり，極めて確実かつ効率的な実験解
析を行いうる． 
２）我々はこれまでに，組換えアデノウイ
ルス，AAV9，レンチウイルス(FuGB2)を成
体マウス・ラットの末梢神経に接種すると，
軸索からの逆行輸送によりウイルスが運動
ニューロンの細胞体に運ばれ，ウイルスに
組み込まれた外来遺伝子が転写翻訳され目
的とする蛋白が産生されることを証明した．
単独または複数（一度に８種類程度までひ
とつの細胞に感染検出可能である）の組換
えウイルスを逆行輸送によって運動ニュー
ロン限定的に感染導入することにより，凝
集体形成や細胞死がどの経路の組み合わせ
で起こっているかを各パーツに分けて明瞭
に順次解析していくことが可能である．こ
れら組換えウイルスは非増殖性で当該運動
ニューロン以外に感染が広がることはなく，
特に AAV9，レンチウイルスを用いれば，
当初は感染運動ニューロンに限局するこの
凝集体蛋白が周囲の細胞に伝播するか否か
の長期的な解析が可能である．さらに，こ
の seeding仮説を検証するためには，脳実質
を傷つけることなく末梢神経からのウイル
スの逆行輸送によって特定の運動ニューロ
ンのみに凝集体を形成させるメリットは極
めて大きい．これまでの凝集体蛋白や組換
えウイルスをマウス脳実質に針やガラスピ
ペットで直接注入する実験系では needle 
trackに沿った注入物の脳全体への漏出が不
可避で，伝播が起きたか否かの結果の解釈
が実際は非常に困難なためである． 

 すなわち，これらのシステムを利用して
以下の点を成体動物において明らかにでき
る可能性が大きい． 
①成体運動ニューロンにどの ALS 関連遺伝
子を発現させると凝集体が形成されるか，②
成体運動ニューロンのどの蛋白分解系の遺
伝子をノックアウトすると凝集体形成が促
進されるか，③成体運動ニューロンにおける
蛋白分解系，凝集体形成と細胞死にはリンク
があるのか，あるとすればどこにリンクがあ
り，何が引き金となるのか．④ALS変異遺伝
子の発現による病変惹起は運動ニューロン
のほかにグリア細胞の関与が必要か否か，⑤
本モデルで「凝集体の重合が細胞から細胞へ
伝播して広がり病変が拡大する」という
seeding仮説を検証しうるか．以上の大変重要
な諸問題の検討が，多大な時間，労力，費用
を要する遺伝子改変マウスの作成および掛
け合せに依らず，本研究によって比較的容易
かつ短時間に解析しうると考えている． 
 
３．研究の方法 
(1) 組換えアデノウイルス，AAV9，レンチウ
イルスの作製 
① ALS関連遺伝子 TDP-43, FUSのクローニ
ング：ヒト正常および変異 TDP-43 または C
末断片 (208-414) TDP-43，正常および変異
FUS を そ れ ぞ れ RT-PCR, site-directed 
mutagenesis により DsRed 発現ベクターにク
ローニングした． 
② shRNA 発現ベクターの作製：以下の蛋白
分解系に関与する遺伝子の発現を阻止しう
るラット・マウス shRNA配列を shRNA/EGFP
発現ベクターにクローニングした；PSMC1 
(proteasome 26S subunit, ATPase 1)，VPS24 
(vacuolar protein sorting 24)，ATG5, ATG7 
(autophagy 5, 7)． 
③ 組換えアデノウイルスの作製：上記①②
の cDNA/DsRed, shRNA/EGFP 断片をアデノ
ウイルス・コスミドカセットにサブクローニ
ングし，293 細胞にトランスフェクトして組
換えアデノウイルスを作製し精製アデノウ
イルスを得た． 
④  組換え AAV9 の作製：上記①②の
cDNA/DsRed, shRNA/EGFP断片を AAV発現
プラスミドにサブクローニングし，AAV9 
packaging & helper plasmidsとともに 293細胞
にトランスフェクトして培養上清から精製
組換え AAV9を得た． 
⑤ 組換えレンチウイルスの作製：上記①②
の cDNA/DsRed, shRNA/EGFP 断片をレンチ
ウイルス発現プラスミドにサブクローニン
グし，helper plasmidsとともに 293T細胞にト
ランスフェクトして培養上清から精製組換
えレンチウイルスを得た． 
(2) 組換えアデノウイルスを用いた培養運動
ニューロン・グリア細胞における凝集体形成
と細胞死の経時的観察 
 ニューロン，アストロサイト，またはオリ
ゴデンドロサイトに分化すると各々tubulin 



beta-3 (TUBB3), GFAP, cyclic nucleotide 
phosphodiesterase (CNP) プロモータ制御下に
EGFP を発現するプラスミドをラット神経前
駆細胞株1464Rに導入し各安定発現株を得た．
これら細胞株をレチノイン酸負荷によって
EGFP 陽性ニューロン，グリアに分化させた
のち，ヒト正常または C 末断片 (208-414) 
TDP-43 を DsRed とともに発現する組換えア
デノウイルスを共感染させた．感染 24 時間
後，プロテアソーム阻害剤MG-132を添加し，
DeltaVision (GE) によるタイムラプス蛍光撮
影を 72 時間行い，細胞質凝集体の形成と細
胞死を経時的に観察した． 
(3) 成体マウス・ラット運動ニューロンにお
ける凝集体形成 
 2~3ヶ月齢 ICRマウス，Fischer 344ラット
の顔面神経または坐骨神経に上記組換えウ
イルスを単独または複数の組み合わせによ
り 33Gシリンジで注入接種した．接種 3日後
より 6ヶ月後まで経時的に灌流固定し脳幹・
脊髄の凍結切片を作成した．組換えウイルス
の逆行輸送による運動ニューロンにおける
導入遺伝子の発現は，DsRed, EGFPの蛍光あ
るいは免疫染色でモニターすることによっ
て確認した．一方，凝集体の周囲の細胞への
播種・進展様式を解析するための予備実験と
して，ヒト正常 TDP-43 を EGFP とともに発
現する組換えAAV9を１日齢 ICRマウスの側
脳室に注入接種した．接種 2,4 週〜6 ヶ月後
に灌流固定し脳脊髄の凍結切片を作成し，ヒ
ト TDP-43の長期発現を検討した． 
 
４．研究成果 
(1) 組換えアデノウイルスを用いた培養運
動ニューロン・グリア細胞における凝集体形
成と細胞死の経時的観察 
 これまでの研究で，ヒト正常および C末断
片 (208-414) TDP-43，ヒト変異 FUSを発現す
る組換えアデノウイルス，およびプロテアソ
ーム (PSMC1)，エンドソーム (VPS24)，オー
トファジー (ATG5)に対する shRNAを発現す
る組換えアデノウイルスをマウス ES 細胞由
来分化運動ニューロン，ラット神経幹細胞由
来ニューロン・グリア培養系に単独または混
合して感染接種した．組換えウイルスは上記
培養細胞系に対してほぼ 100％の感染発現効
率を示し，TDP-43 または FUS/DsRed と
PSMC1, ATG5 shRNA/EGFP 組換えウイルス
の共感染により凝集体形成を認めた． 
 今回の培養タイムラプスの解析では，組換
えアデノウイルスをラット神経幹細胞由来
EGFP 陽性分化ニューロン，グリアに感染発
現させ MG-132 を負荷すると，DsRed 陽性
TDP-43 凝集体が細胞質に徐々に充満し，や
がて細胞膜の破綻とともに細胞死に至り，残
存した不溶性の凝集体が長時間浮遊する像
が観察された．この凝集体は sarkosyl 不溶性
の顆粒状構造物からなり，リン酸化 TDP-43
を含んでいた．また細胞外に放出された凝集
体が隣接する細胞に取り込まれる像も観察

された．現在，凝集体の細胞間伝播の可視化
に関しても検討を行っている【図 1】． 
 
【図 1】培養タイムラプス解析 

(2) 成体マウス・ラット運動ニューロンにお
ける凝集体形成 
 成体マウス・ラットでは，組換えアデノウ
イルス接種後 5日で注入軸索からの組換えウ
イルスの逆行輸送により顔面神経核，腰髄前
角運動ニューロンに導入遺伝子の強い発現
を認め，TDP-43または FUS/DsRedと PSMC1, 
VPS24, ATG5 shRNA/EGFP組換えウイルスの
共感染により運動ニューロン細胞体に凝集
体の形成が認められた【図２】．すなわち，
運動ニューロンにおける TDP-43, FUSの凝集
体形成はプロテアソームまたはオートファ
ジーの阻害により促進されると考えられた．  
 
【図２】ラット運動ニューロン凝集体形成 

 

 一方，組換え AAV9，組換えレンチウイル
スともに顔面神経または坐骨神経からの逆
行輸送により注入後 2~4 週間で顔面神経核，
腰髄前角運動ニューロンに限局して TDP-43, 
FUS, shRNA 導入遺伝子の発現を認めた【図
３】．さらに，TDP-43 または FUS/DsRed と
PSMC1, ATG5 shRNA/EGFP組換えAAV9の共
感染によりマウス運動ニューロン細胞体に
凝集体の形成が認められた【図４】． 
 組換えAAV9またはレンチウイルスの軸索
内逆行輸送によって運動ニューロン限局的
な TDP-43, FUSや shRNAの長期にわたる遺



伝子導入が可能であり，組換え AAV9の共感
染により細胞質凝形成された．当初は感染運
動ニューロンに限局するこの凝集体が伝播
していくか否かを経時的に観察できると考
えられる． 一方，TDP-43/EGFP組換え AAV9
の新生仔マウス側脳室注入接種により，接種
2,4 週〜6ヶ月後にわたって大脳，脳幹，脊髄
に瀰漫性に EGFP陽性ニューロンを認め，ヒ
ト特異的 TDP-43 免疫組織化学では核が陽性
に染色された．今後，このマウスにヒト
TDP-43および蛋白分解系阻害 shRNA組換え
アデノウイルスを追感染させて局所の運動
ニューロンにヒト TDP-43 凝集体を形成させ，
凝集体が周囲の細胞にヒト TDP-43 を介して
伝播していくか否かを経時的に観察する予
定である． 
 これらの実験系を用いて，細胞変性や凝集
体形成のメカニズムを解析するとともに変
性を抑止する方法を見出し，ALSの治療法開
発に繋げていきたい． 
 
【図３】AAV9, レンチウイルスによる運動ニ
ューロンへの逆行性遺伝子導入 

 
 
【図４】AAV9による凝集体形成 
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