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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）では多くの蓄積タンパク質、疾患原因遺伝子が見つかっている
が、運動ニューロン死を引き起こす作用機序は明らかになっておらず、治療への道筋は得られていない。本研究におい
て変異型TDP-43により特異的に誘導されるmicroRNAが同定されたことは今後の研究の大きな足がかりとなるものと考え
られる。また脳発生時の細胞移動にTDP-43などが関係する可能性も示唆され、細胞死の新たなメカニズムや生理的機能
についても知見を加えるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In amyotrophic lateral sclerosis (ALS), many aggregated proteins and disease 
causative genes are found. However, the precise mechanism for motoneuronal cell death has been still 
unclear and we don’t get the path to ALS-treatment. In this study, we found the microRNAs specifically 
regulated by mutated (M337V) TDP-43. This discovery is considered to be a major foothold for further 
study. Also it is suggested that TDP-43 and other gene are involved in cell migration process during 
brain development. This may add the new insight to the mechanisms and the physiological function of the 
neuronal cell death.

研究分野： 神経内科学
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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、全身の運
動ニューロンが徐々に死滅していく緩徐進
行性の難病である。現在までいくつかの家族
性の原因遺伝子が見つかってはいるが、神経
細胞死を引き起こす機序ははっきりしてお
らず、有効な治療法は見つかっていない。遺
伝子から mRNA が形成される過程で遺伝情
報が書き換えられることを RNA editing（編集）
と呼ぶが、研究代表者は、1999 年にグルタミ
ン酸受容体の RNA 編集が孤発性 ALS 患者組
織において低下しており、ALS 発症に関与し
ていることを初めて発見した（Takuma et al., 
Ann Neurology 1999）。その後、この機構は単
一運動ニューロンや遺伝子改変動物におい
ても確認されている（Kawahara et al. Nature、
Hideyama et al. J Neurosci）。以来、Alzheimer

病における神経細胞死のメカニズム探索を
通じ（Takuma et al. J Neuropathol Exp Neurol, 
2004）、RNA 制御や封入体形成過程が神経細
胞死に深く関与していると考えるに至った。 
 2006 年になり前頭側頭型認知症（FTLD）
におけるユビキチン陽性封入体が TDP-43 と
いうタンパク質から構成されていることが
明らかになり、ALS 患者の運動ニューロンで
も TDP-43 陽性封入体が認められた。この
TDP-43 は、DNA/RNA 結合タンパク質であり、
スプライシング、発現調節や RNA の安定性
に関与していると考えられている。一方 RNA
編集は ADAR2 (adenosine deaminase acting on 
RNA 2)という酵素がpre-mRNAに結合するこ
とにより起こる。ALS 患者組織やマウス組織
において、ADAR2 欠失運動ニューロンでは、
リン酸化 TDP-43 が細胞質内封入体を形成し
ていることが示されており（Aizawa et al., 
Acta Neuropathol 2010; 山下ら、日本神経科学
大会 2011）、ADAR2 欠失と TDP-43 を介す
る細胞死や封入体形成には密接な関係があ
ると考えられる。一方、近年の遺伝子解析技
術の進歩により、家族性 ALS の原因遺伝子が
次々に単離され、孤発例にも多くの遺伝子変
異が認められてきている。それらの中には軸
索輸送関連、ユビキチン化関連遺伝子もある

が、FUS/TLS、ataxin2 など、TDP-43 と同様
に RNA 結合活性を有するタンパク質をコー
ドするものが多く含まれている（Anderson 
and Al-Chalabi, Nat Rev Neurol 2011）。
FUS/TLS 遺伝子変異を持つ患者組織で運動
ニューロンでの ADAR2 欠失が確認されてお
り（Hideyama et al., Neurobiol Dis 2012）、ま
た C9orf72、angiogenin、ataxin2 など TDP-43
封入体を生じるものもあることから、これら
RNA 関連の ALS 原因遺伝子群も ADAR2 と
相互作用を持つ可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 今までのところ ALS 原因遺伝子群が運動
ニューロン毒性を引き起こす作用機序はほ
とんど明らかになっておらず、治療への道筋
は得られていない。運動ニューロン死のメカ
ニズムを考える上にも、また ALS 治療戦略
を考える上にも、これら細胞死カスケードの
解明は必須である。本課題ではこれまでに開
発した新しいモデルマウス系を用い、
ADAR2 が様々に関連した運動ニューロン死
のメカニズム解明に迫ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 TDP-43 変異の検討過程で、細胞培養系で
は十分にヒト病理像や細胞死が再現できな
いことが知られている。これには細胞周辺環
境が密接に影響していることが考えられる
ため、研究代表者らが開発したマウス胎仔電
気穿孔法による in vivo モデルを用いること
により、生体に近い環境で解析する。 
（1）in vivo 電気穿孔法ならびに同法使用プ
ラスミドの作成 
 胎生12.5-13.5日の胎仔脳室内にプラスミ
ドを注入し、電圧をかけ脳室周囲の皮質錐体
細胞前駆細胞に遺伝子を導入する。自然分娩
により胎仔を成育させ、灌流固定後に薄切し、
組織学的に大脳皮質運動野ニューロンを蛍
光顕微鏡で観察する。導入プラスミドは、
CAGプロモーターを持つpCXを使用し、GFP
タグを付加した。成育後、胎生15日齢、生後
0日齢、生後7日齢、生後21日齢、生後28日齢
において組織学的に検索した。細胞死を起こ
しているかを細胞数、TUNEL法により観察し、
抗TDP-43抗体（Proteintech）、抗リン酸化
TDP-43抗体（CosmoBio）、抗ユビキチン抗体
（Dako）、抗TAF15抗体（IHC-00094 (Bethyl)）
を用い、封入体形成を検討した。 
（2）microRNAチップ／mRNAチップによる
解析 
 GFPタグ付TDP-43遺伝子（野生型、変異型）
を導入したマウス胎仔の大脳皮質から、蛍光
発色部位を実体顕微鏡下で採取する。定法に
則りmiRNAを含むtotal RNAを精製し
（miRNeasy Mini Kit, QIAGEN）、microRNA

ADAR2 発現・活性低下 

GluA2 編集低下 
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チップおよびmRNAチップ（3D-Gene、東レ）
を用いて発現解析を行う。さらに統合解析を
行い、候補microRNAを絞り込む。 
 
４．研究成果 
（1）ALS 原因遺伝子のクローニング 
 ADAR2 と相互作用を及ぼす候補として、
TDP-43 ならびに家族性 ALS 遺伝子群から
RNA結合活性を持つFUS/TLS (ALS6)、TAF15
について定法により野生型と変異型のクロ
ーニングを行い、GFP タグ付き in vivo 導入用
プラスミドを構築した。またコントロールと
してやはり ALS 原因遺伝子である optineurin
のプラスミドも構築した。 
 
（2）in vivo 電気穿孔法による病理学的変化の
検討 
 TDP-43 については平成 23 年度までの課題
において既に研究代表者らにより検討され
ており、明らかな神経細胞死は生じないが、
封入体形成は起こることが分かっている
(Akamatsu et al., 2013)。FUS/TLS ならびに
TAF15 を in vivo 電気穿孔法において導入し
た場合においても細胞死は生じなかった。一
方 FUS/TLS 導入では明らかな封入体形成も
生じなかったが、TAF15 導入においては封入
体形成が観察された。 

 

 TDP-43（C 末断片）を導入したマウスにつ
いて電子顕微鏡下で観察を行ったところ、多
くの核内封入体が認められ、クロマチン様構
造や核膜との結合・接触が認められた。また、
細胞質内封入体にはミトコンドリアなどの
細胞内小器官が巻き込まれており、核内外で
の物質輸送や、転写などへの影響、細胞内小
器官の機能低下が神経毒性の原因となる可
能性が示唆された。 
 興味深いことに TDP-43 および TAF15 導入
により、側脳室周囲から皮質下への皮質 V 層
錐体細胞前駆細胞の移動が阻害されている
可能性が示唆された。このため ADAR2 発現
調節のみならず、細胞移動も調節する因子が

関与している可能性が考えられ、GluA2 だけ
でなく他の遺伝子の関与が疑われた。そこで
遺伝子発現を調節する microRNA を探索する
こととした。 
（3）microRNA チップ解析 
 野生型と変異型の TDP-43 導入組織におけ
る比較から、変化率、存在部位などを指標に
8 種の microRNA を候補として選択した
（miRNA34b/34c/134/138/204/434/448/449）。
これら 8 種の miRNA について、実際に in vivo 
TDP-43 導入組織にて発現が変化しているこ
とを定量 PCR（TaqMan）を用いて確認した。
しかしながら培養細胞系（HEK および
Neuro2a 細胞）を用いて一部の miRNA を導入
し強制発現させたが、明らかな TDP-43 発現
の変化や封入体形成は認められなかった。 
 
 本課題において、研究代表者らが疾患モデ
ル動物に対して確立した in vivo電気穿孔法が
有効なツールであることが確認できた。また
同法により、ALS 疾患遺伝子の一つである
TAF15 が過剰発現により細胞内封入体を形
成することが分かり、同遺伝子による病因に
迫る知見が得られた。また TDP-43 において
変異型 TDP-43 により特異的に誘導される
microRNA が同定されたことは、同遺伝子に
よる ALS などの神経変性疾患の神経細胞死
メカニズムの本質に迫るもので、今後の治療
戦略の進展に大きく貢献するものと考えら
れる。 
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