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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
 本研究は、ALS 新規治療法開発を目的として計画された。ALS 治療法開発上の最重要課題を研究

開発項目として設定し、(a) 新規 ALS 動物／細胞モデル開発、(b) 主要な ALS 関連分子病態の解明、

(c) 病原蛋白伝播と抑止戦略の解明、(d) 診断・病態マーカー開発、(e) 神経再生療法の開発、(f) シ
ーズの非臨床試験、(g) 総合推進会議 を実施した。 
 (a)および(b) 家族性 ALS 関連 FUS および TARDBP 変異 iPS 細胞由来の運動ニューロンを用い

た病態解析基盤を構築でき、表現型を確認、既存薬スクリーニングを実施した。iPS 細胞／ES 細胞

に遺伝子導入することで運動ニューロン分化率を向上させる化合物のハイスループットスクリーニ

ング系を確立しヒットコンパウンドを得た。新規 ALS 動物／細胞モデルとして、OPTN 欠損ヒト変

異 SOD1 遺伝子導入マウス、OPTN ノックアウトマウス、ヒト TFG 遺伝子導入マウス、そして変

異 TDP-43 発現ショウジョウバエモデルを作出した。また、FUS 機能喪失がもたらす病態を細胞レ

ベルで解明し、海馬特異的 FUS ノックダウンによる新規 ALS/前頭側頭型認知症モデルマウスを開

発した。FUS と SFPQ の質的機能喪失が Tau アイソフォーム（3R/4R）バランス変化を通じて病態

に寄与することを発見した。さらに、TDP-43 と関連する重要な核内 Cajal 小体の容積が孤発性 ALS
で減少していることを見出し、in silico モデル解析によって TDP-43 量制御に関するトレードオフ

仮説を導いた。一方、ALS 病態における神経炎症悪化因子としてグリア細胞由来 TGF-βを見出し、

神経炎症制御による実験的モデル動物治療に成功した。ALS に広く共通する発症メカニズムとして

小胞体・ミトコンドリア膜間領域（MAM）の破綻を提唱した。 
 (c) TDP-43 凝集メカニズム・細胞外伝播メカニズムを解明するため、TDP-43 試験管内凝集系を

構築した。その結果、C 末端領域を介した TDP-43 のシード依存性凝集を明瞭に示し、プロフィリン

1 変異による TDP-43 凝集も明らかにした。さらに、エクソソームを介した断片化 TDP-43 の細胞

間伝播現象を生体内で証明した。 
 (d) 孤発性 ALS 診断マーカーとして IDI1-2 遺伝子と PCSK6 遺伝子コピー数異常を見出し、臨床

表現型との関係を解明した。ALS 患者血漿および脳脊髄液を対象とした網羅的マイクロ RNA 解析

により、孤発性 ALS 血漿および脳脊髄液における ALS 病態バイオマーカー候補を見出し報告した。 
 (e) ALS モデルマウスへの骨髄移植と G-CSF 併用による実験的治療を行い、神経および血管保護

効果を見出した。また、再生阻害因子受容体が ALS モデルラット活性化アストロサイトに異所性発

現していることを見出した。さらに、神経再生因子 HGF 遺伝子導入により運動ニューロン疾患モデ

ルマウスの病態改善・寿命延長効果を得た。 
 (f) 新規経口薬として開発中のプリンサルベージ回路の基質とならないキサンチン酸化還元酵素

阻害剤による ALS モデルマウス進行抑制実験に成功し、病理組織学的有効性を確認できた。また、

孤発性 ALS モデルマウスに対する AMPA 受容体アンタゴニストの非臨床試験を実施し、投与法、

評価法を決定し、短期および長期投与の安全性・有効性を確認した。さらに、ショウジョウバエモデ

ルを用いて TDP-43 凝集抑制作用を示す TDP-43 結合核酸を同定し、脳へのデリバリーが可能な核

酸医薬の開発に成功した。 
 (g) 総合推進会議としてワークショップと成果報告会を開催した。 
 以上の成果により、ALS 分子標的治療薬、将来的には神経再生療法の開発につながる本研究の発

展が見込まれ、広く難治性神経筋疾患の医薬品開発に貢献すると期待される。 
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The objective of this study is to develop novel therapeutic strategies of amyotrophic lateral 

sclerosis (ALS), which is a devastating neurodegenerative disease characterized by progressive 
and systemic loss of motor neurons. We focused fundamental issues, as follows: (a) newly-
developed animal/cellular models, (b) ALS-related molecular pathogenesis, (c) propagation of 
ALS-linked pathogenic proteins, (d) posiible diagnostic/surrogate biomarkers, (e) 
neuroregeneration, (f) preclinical testing, and (g) promotion and management of the study group. 

(a) and (b): Using patients-derived induced pluripotent stem (iPS) cells carrying familial ALS-
linked mutant FUS or mutant TARDBP, we developed high-throughput drug-screening platforms, 
leading to several candidate compounds. As novel animal/cellular models of ALS, we also 
developed OPTN-knock out mice crossed with ALS-linked mutant Cu/Zn superoxide dismutase 
gene (SOD1) mice, mutant human TRK-fused gene (TFG) transgenic (Tg) mice, Drosophila 
expressing mutant TAR-DNA binding protein-43 (TDP-43). In addition, as an 
ALS/frontotemporal dementia model, hippocampus-specific FUS-knock down mice clearly 
showed the functional loss of FUS and splicing factor, proline- and glutamine-rich (SFPQ) leads 
to the hippocampal neuronal loss through an increased 4-repeat/3-repeat tau ratio. 

Moreover, we found decreased volume of intranuclear Cajal bodies, which is colocalized with 
TDP-43, in spinal motor neurons of patients with ALS. In silico analysis resulted in a trade-off 
hypothesis on the TDP-43 quantity control. On neuroinflammation, which is another key 
mechanism in ALS, astrocyte-derived TGF-β1 was found to accelerate desease progression in Tg 
mice with mutant ALS-linked SOD1. Furthermore, disruption of the mitochondria-associated 
membrane (MAM) has been revealed as a common pathomechanism in mutant sigma 1 receptor 
gene-linked ALS16 and mutant SOD1-linked ALS1. 

(c): We identified the amino acid sequence required for aggregation of TDP-43, and the 
aggregation-responsible residues could convert the TDP-43 to amyloid-like fibrils. Transduction 
of the fibrils induced seed-dependent aggregation of TDP-43 in cultured cells. Additionally, ALS-
linke profilin 1 mutants induced seed-dependent accumulation of TDP-43. Moreover, 
transduction of C-terminal fragments of TDP-43 in exosomes was demonstrated in mice. The 
seed-dependent propagation of TDP-43 pathology may be a novel biomarker and also a effective 
therapeutic target in ALS. 

(d): Copy number variations in the isopentenyl diphosphate isomerase 1 and 2 gene (IDI1-2) 
and proprotein convertase subtilism/kinesin type 6 (PCSK6) were found to be a possible 
diagnostic marker of sporadic ALS. Comprehensive analysis of microRNA extracted from plasma 
or cerebrospinal fluid of patients with ALS revealed candidate microRNAs for surrogate 
biomarker in the disease. 

(e): Bone marrow transplantation combined with administration of granulocyte clony 
stimulating factor (G-CSF) showed neuro- and angio-protection in a mouse model of ALS. 
Aberrant and progressive astrocytic expression of chondroitin sulfate proteoglycan receptors in 
ALS Tg rats provided insights into how the receptors become targets for constructing a 
regeneration-permissive microenvironment. In addition, overexpression of hepatocyte growth 
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factor, which is a potent neuroprotectant, in a mouse model of spinal and bulbar muscular atrophy 
showed an additive neuroprotective effect in combination with castration. 

(f): To establish novel treatments for ALS, we conducted preclinical testing. A nonpurine-
analogue inhibitor clearly showed a neuroprotective effect in ALS-linked mutant SOD1-Tg mice, 
resulting in delayed onset, prolonged survival and duration of the disease. Using AR2 mice, in 
which an RNA editing enzyme adenosine deaminase acting on RNA2 (ADAR2) is conditionally 
knocked out specifically in motor neurons, a selective and non-competitiveα-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptor antagonist significantly attenuated the ALS-
like phenotype, leading to a Phase II clinical trial for sporadic ALS. Furthermore, by employing 
invitro transcription/translation system and Drosophila model expressing ALS-linked mutant 
TDP-43, we screened and identified inhibitory nucleic acids for TDP-43 aggregation. 

Taken together, the present study has uncovered novel underlying mechanisms and 
therapeutic targets, providing promising strategies for the treatment of ALS. 
 
 

 研究開発分担者による報告の場合 
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