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研究成果の概要（和文）：TDP-43 は、前頭側頭葉変性症(FTLD-U)および筋萎縮性側索硬化症

(ALS)の特徴的病理所見であるユビキチン陽性封入体の主要構成蛋白である。細胞内に蓄積し

た TDP-43 はリン酸化および断片化されている。我々は、リン酸化 TDP-43 特異抗体の作製に

成功し、蓄積 TDP-43 の C 末端側のリン酸化部位を同定した。さらに、これらの抗体を用いた

解析により、断片化のパターンは FTLD-U の TDP-43 病理サブタイプによって異なること、リ

ン酸化および断片化した TDP-43 の蓄積は、アルツハイマー病やレビー小体型認知症などの他

の多くの認知症性疾患においても生じることを見出した。以上から、TDP-43 の異常は広く神

経変性に関与している可能性が高い。さらに、TDP-43 凝集体を形成する細胞モデルを構築し、

TDP-43 の断片化が蓄積を促進する要因の一つであることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：TAR DNA-binding protein of Mr 43 kDa (TDP-43) is a major component of 

the tau-negative and ubiquitin-positive inclusions that characterize amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 

and frontotemporal lobar degeneration which is now referred to as FTLD-TDP. Concurrent TDP-43 

pathology has been reported in a variety of other neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s 

disease, forming a group of TDP-43 proteinopathy. Accumulated TDP-43 is characterized by 

phosphorylation and fragmentation. There is a close relationship between the pathological subtypes of 

FTLD-TDP and the immunoblot pattern of the C-terminal fragments of phosphorylated TDP-43. These 

results suggest that proteolytic processing of accumulated TDP-43 may play an important role for the 

pathological process. In cultured cells, transfected C-terminal fragments of TDP-43 are more prone to 

form aggregates than full-length TDP-43. Understanding the mechanism of phosphorylation and 

truncation of TDP-43 and aggregate formation may be crucial for clarifying the pathogenesis of TDP-43 

proteinopathy and for developing useful therapeutics.  
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１．研究開始当初の背景 

 認知症を呈する疾患は、65 歳未満の初老期
に発症するものと、65 歳以上の老年期に発症
するものに大別される。初老期に発症する認
知症性疾患の中では、アルツハイマー病が最
も 多 く 、 次 い で 前 頭 側 頭 葉 変 性 症
(Frontotemporal lobar degeneration: FTLD)
が頻度が高い。FTLD は、タウオパチーと総称
されるタウ陽性封入体を伴う群と、タウ陰性
ユビキチン陽性封入体を伴う群に分けられ
る。後者の群では、しばしば筋萎縮性側索硬
化症(Amyotrophic lateral sclerosis: ALS)
と同様の運動ニューロン変性を伴う。 
 多くの認知症性神経変性疾患の脳におい
ては、特定の蛋白質の細胞内蓄積が神経変性
の原因になっていると考えられている。例え
ば、アルツハイマー病におけるタウやパーキ
ンソン病におけるα-シヌクレインである。
また、これらの蓄積蛋白質の多くはユビキチ
ン化していることが知られている。ユビキチ
ンは、細胞内で不要な蛋白に結合し、プロテ
アソームによる分解の指標となる分子であ
る。タウやα-シヌクレインは、ユビキチン
化はされたものの何らかの原因で分解され
ずに蓄積し、神経変性に関与していると考え
られる。上記の FTLD および ALS においても、
ユビキチン化された何らかの蛋白質が蓄積
していると考えられたが、それが何であるか
は長い間不明であった。2006 年、我々および
ペンシルバニア大学のグループの研究結果
から、TDP-43 という核蛋白の細胞内蓄積が
FTLDとALSの両疾患脳に生じていることが始
めて示された。これにより、TDP-43 の蓄積機
構を解明し、それを防ぐことによる疾患の予
防・治療法開発の可能性が出てきた。そのた
めには、まず患者脳内に蓄積した TDP-43 に
はどのような異常が生じているのかを蛋白
化学的に明らかにするとともに、細胞あるい
は動物を用いた実験でその異常が疾患と同
様の病変を引き起こすことを証明する必要
がある。 
 

２．研究の目的 

(1)FTLD-U および ALS 患者脳に蓄積した
TDP-43 は異常なリン酸化を受けているが、そ
の病的意義は不明であり、リン酸化部位も明
らかにされていない。これらを明らかにする
ため、リン酸化 TDP-43 を特異的に認識する
ポリクローナル抗体を作製し、剖検脳を用い
た免疫組織化学的・生化学的解析を行った。 
(2)TDP-43の異常はFTLD-Uと ALSに特異的な

ものと当初考えられたが、その後アルツハイ
マー病(AD)などの他の神経変性疾患にも
TDP-43 の蓄積が認められる例があることが
報告された。しかしながら、これらの報告に
用いられた市販抗体はリン酸化非依存性で
あり、生化学的解析もなされていないことか
ら、蓄積した TDP-43 の性状については不明
な点が多く、FTLD-U との関係や TDP-43 蓄積
の病的意義も不明であった。そこで、自ら作
製したリン酸化TDP-43 (pTDP-43)特異抗体を
用い、AD、レビー小体型認知症(DLB)、嗜銀
顆粒病、ハンチントン病例について免疫組織
化学的・生化学的解析を行った。 
(3)TDP-43 の蓄積機構やそれによる細胞障害
機構、蓄積抑制による治療薬開発などのため
に培養細胞や実験動物を用いた TDP-43 蓄積
モデルの開発が必要である。そこで、まず培
養細胞を用い、TDP-43 の細胞内凝集体モデル
の構築を試みた。 
 

３．研究の方法 

(1)TDP-43 中に存在する 50 ヶ所のセリン/ス
レオニン部位中 36 ヶ所を選んでリン酸化ペ
プチドを作製し、ウサギに免疫した。血清中
の抗体価およびその特異性について、ELISA
および患者剖検脳を用いた免疫組織化学・生
化学的検討により評価した。免疫反応性およ
び特異性が確認できた抗体を用い、種々の疾
患の患者剖検脳の免疫組織化学染色および
不溶性画分の免疫ブロットを行い、蓄積した
TDP-43 の異常を明らかにした。 
(2)SH-SY5Y細胞を用い、種々の TDP-43の欠
損変異体を発現させることにより、核移行シグナ
ル(NLS)を同定するとともに、TDP-43 の蓄積に
ついて免疫組織化学的・生化学的に解析した。 

 
４．研究成果 
(1)TDP-43の C 末端側のリン酸化ペプチドに
対する抗体は、FTLD および ALS の脊髄に出
現する神経細胞内封入体を陽性に染色した
が、神経細胞核は染色しなかった。これらの
抗体で認識される異常構造の数は、抗ユビキ
チン抗体およびリン酸化非依存性抗 TDP-43

抗体を用いた免疫染色によるものより多か
った。両疾患の剖検脳から調製したサルコシ
ル不溶性画分の免疫ブロットでは、45kDa と
25kDa のバンドおよびスメアが陽性を示し、
これらの免疫反応はサンプルの脱リン酸化
により消失した。以上の結果から、作製した
抗体は患者脳に蓄積した pTDP-43 を特異的に
認識することが証明された。これらの結果は、



pTDP-43 を特異的に認識する抗体の作製およ
び蓄積 TDP-43 のリン酸化部位を世界で初め
て成功した点で画期的である。TDP-43 の C 末
端側のリン酸化は疾患特異的な現象であり、
FTLD-UおよびALSの病理過程に重要な役割を
果たしている可能性が示唆された。 
(2)すべての疾患で高頻度に pTDP-43 の蓄積
を認め、少なくとも TDP-43 の C 末側のリン
酸化は全ての疾患に共通に生じていること
が示唆された。AD および DLB では、大脳新
皮質の pTDP-43 陽性構造のパターンが
FTLD-U の Type 3 に類似し、さらにこれらの
症例の不溶性画分のイムノブロットで認め
られた C 末断片のパターンも、以前我々が明
らかにした FTLD-U の Type 3 に一致した。
PGRN 遺伝子変異による FTLD-U は必ず Type 

3 を示すことや、家族性 AD で PGRN の変異
を有する例が最近報告されていることから、
これらの例ではPGRNの遺伝子レベルあるい
は蛋白レベルでの異常がある可能性が示唆
された。また、これらの一連の結果は、TDP-43

の異常が、当初予想されたよりも広く神経変
性に関与する可能性を示唆している。 
(3)候補配列として検索された２つの領域
(78-84 残基および 187-192 残基)の欠損変異
体を SH-SY5Y 細胞に発現させた結果、78-84
残基が NLS であることが判明した。これらの
欠損変異体を細胞に発現させ、さらにプロテ
アソーム阻害剤処理を行うと、細胞質内ある
いは核内に凝集体が出現した。これらの凝集
体は患者脳で見られる凝集体と大きさが似
ており、ユビキチン抗体および pTDP-43 特異
抗 体 に 陽 性 で あ っ た。 さ ら に 、 green 
fluorescent protein (GFP) と 結 合 し た
TDP-43の N末端側あるいはC末端側断片を細
胞に発現させると、ユビキチンおよび
pTDP-43 陽性の凝集体が認められた。以上か
ら、ヒト疾患脳に形成される TDP-43 凝集体
形成を培養細胞で再現することに成功して
おり、この細胞モデルは病態解明や治療薬探
索に有用であると考えられた。 
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