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研究成果の概要（和文）：我々は、臨床病理学的並びに免疫組織化学的に筋萎縮性側索硬化症剖

検例を検討し、孤発性 ALS、は広汎な部位の神経細胞及びグリア細胞の双方を侵す TDP-43 プロ

テイノパチーであることを示した。また、TDP-43 遺伝子改変マウスを作製し、ヒト患者凍結脳

と併せ分子生物学的解析を行った結果、ALS は“TDP-43 の機能としての他の遺伝子に対する選

択的スプライシングの異常、あるいは TDP-43 自身への選択的スプライシングの異常”によって

引き起こされる可能性を示唆する今後に向けた予備的データを得ることができた。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined clinicopathologically and immunohistochemically a 
large series of sporadic amyotrophic lateral sclerosis (SALS) cases, including those 
having long disease durations with artificial respiratory support. In each case, various 
brain regions were immunostained with an antibody against TDP-43, showing occurrence of 
TDP-43-positive neuronal (NCIs) and glial cytoplasmic inclusions in many regions, 
including the lower motor neuron nuclei. The results obtained indicate that SALS is a 
multisystem neuro-glial proteinopathy of TDP-43 and can show two pathological phenotypes 
(types 1 and 2; type 2 can be distinguished from type 1 by the presence of TDP-43-positive 
NCIs in the frontotemoral cortex, hippocampal formation, neostriatum and substantia 
nigra). We also generated a transgenic TDP-43 KO mouse model for further biochemical and 
molecular analyses on the pathomechanisms underlying SALS. The several data obtained 
strongly suggest that our next target is “splicing abnormalities of TDP-43”. 
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症及び筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic 
lateral sclerosis: ALS) において、その病
的タンパクとして、正常では核内に存在する
TDP-43 が同定された。我々は、その報を受
けて、世界に先駆けて、この TDP-43 につい
て孤発性及び家族性 ALS 剖検例を用いた免
疫組織化学的研究を行い、その成果を発表し
た (Tan C-F et al., Acta Neuropathol 2007)。 
 
２．研究の目的 
 ALS は神経変性疾患の中でも代表格とさ
れる難病である。本研究では、ALS における
病的タンパクである TDP-43 の発現細胞、部
位、程度を明らかにし、我々が示してきた孤
発性 ALS の神経病理像 (Pioa Y-S et al, 
Brain Pathol 2003) と比較検討し、その全
貌、つまり 「ALS とはどのような疾患か」
を明らかにするとともに、TDP-43 の関わる
分子病態機序の解明を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
 本研究所に長年にわたって収集・保存・管
理されてきた多数の ALS 剖検例を用いて、
病理組織学的、免疫組織化学的、生化学的、
そして分子生物学的手法を駆使し、またそれ
らを専門とする研究者・連携研究者から成る
共同研究体制下に研究を展開する。 
 
４．研究成果 

(1) ALS における TDP-43 異常と臨床病
理について。 

①臨床病理学的に孤発性 ALSと診断された
35 症例（人工呼吸器使用有、ARS+；無、ARS-、
使用例は 10 年以上生存）を対象に、抗 TDP-43
抗体を用いた免疫組織化学的検討を行った。
その観察結果は、孤発性 ALS は広汎な部位の
神経細胞及びグリア細胞の胞体内に TDP-43
の異常蓄積を認めるプロテイノパチーであ
ることを示していた。 

 
 
 
 
 
 

 
図 1. ALS 神経細胞：                            

核内タンパク TDP-43 の核内→細胞質             

への変位と異常線維性凝集体の形成。         

a 脊髄前角細胞、b 中脳赤核、c 延髄網様体。 

 
統計学上、TDP-43 陽性神経細胞胞体内封入

体の分布は 2 つの型に分けられた。1 型は脳
幹・脊髄中心型、2 型は脳幹・脊髄に加え、
大脳にも広汎に分布する型であった。ARS-お
よび ARS+のいずれの症例も同じ 1 あるいは 2
型に分類され、2 型は認知症と有意な相関を

示した。 
②下位運動ニュ－ロン症状のみを認め、長

期間生存し得た孤発性 ALS の 5例を対象に免
疫組織化学的検討を行った。通常の孤発性
ALS 群に比し、これらの症例では TDP-43 陽性
神経細胞内封入体の数は明らかに少なく、そ
の分布も限局性であった。また、アストロサ
イトと思われるグリア細胞内における異常
TDP-43 の蓄積は通常の ALS より目立ち、とく
に変性の強い脊髄前角において著明であっ
た。このような臨床型の ALS は、TDP-43 の動
態から見ても通常の ALS とは異なっていた。 
 ③人工呼吸器を使用し、長期生存し、臨床
的に totally locked-in state へ移行した孤
発性 ALS 1 剖検例の組織学的並びに免疫組織
化学的検討を行った。上位・下位運動ニュー
ロン系の変性は高度で、多くの部位の非運動
ニューロン系でも高度であった。本例では、
運動ニューロン系を含む多くに部位に
TDP-43 陽性神経細胞胞体内封入体を認めた。
それら個々の部位の変性の程度は強いが、
TDP-43 陽性神経細胞胞体内封入体と神経細
胞脱落の分布は孤発性 ALS の type 2 に相当
した。つまり、本来 type 2 の TDP-43 陽性神
経細胞胞体内封入体の分布を示す症例は人
工呼吸器の導入後に本例のような多系統高
度神経変性と totally locked-in state へ移
行しえるものと考えられた。 
 以上、ALSは TDP-43を指標とした場合、
多系統変性症であり、病理学的には 2 つ
の型に分類可能であること、また、その
病理型は、人工呼吸器による長期生存の影
響を受けないことが示された。さらに、ALS
には、TDP-43 異常が軽度で、臨床経過の長い
亜型の存在が明らかとなった。 
 
 (2)家族性 ALS の TDP-43 遺伝子異常につ
いて。 
 我々は、世界に先駆けて、非 SOD1、病理学
的に孤発性 ALS と全く同様の像を呈する家
族性 ALS の１家系 (Tagawa Aet al., Acta 
Neuropathol 2007; Tan C-F et al., Acta 
Neuropathol 2007) において、TDP-43 の遺
伝子異常の存在することを見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. Q343R (A1028G) 変異を示す               

非 SOD1 家族性 ALS の 1 家系。 



 

 

 (3) ALS 以 外 の 変 性 疾 患 で あ る
Machado-Joseph病(MJD)におけるTDP-43の異
常発現について。 
遺伝性神経疾患のポリグルタミン病のひ

とつである MJD の 10 例を対象に脊髄・脳幹
について TDP-43の異常発現を免疫組織化学、
生化学的に検討した。その結果、MJD の下位
運動ニューロン胞体内のみに、選択的に
TDP-43 が蓄積することが判明した。生化学的
には、孤発性 ALS で認められる断片型 TDP-43
は検出されなかった。ALS における運動ニュ
ーロン変性・死における TDP-43 の病的メカ
ニズムを考察する上で重要な新知見と考え
られた。 
 
 (4)ALS の病態メカニズムに関する実験病
理学的研究について―TDP-43 遺伝子改変マ
ウスの作製―。 
 孤発性 ALS と同一の病理所見をもつ家族性
ALS にて見いだされた変異型 TDP-43、Q343R
変異を導入したノックインマウスを作製し
た。12 ヶ月齢において，マウスは明らかな神
経症状は示さず、また病理学的検索にても，
神経細胞脱落や，異常凝集体を認めなかった。
この結果より，変異型 TDP-43 による神経症
状発症のためには，変異に加え，他の要因が
必要であること、あるいはマウスモデルでは
病態発症にさらに長時間を要すること、の２
つの可能性が考えられた。 
 
 (5) ALSにおけるTDP-43異常に関する分子病理

学的研究について。 

 ①ALS 患者剖脳における TDP-43 スプライ
シングバリアントの解析：TDP-43 のエクソン
内でのスプライシングは、このエクソン内に、
2 カ所にイントロンを形成することで制御さ
れている。主なものは 1、5番であり、1番は
ナンセンス依存性分解機構で分解される。最
初のイントロン 1のスプライシングが極めて
多様性に富むが、ここが正確なアクセプター、
ドナーサイトを使用しない場合、イントロン
2 のスプライシングがおこらず、ナンセンス
依存性分解機構が惹起されず、結果として、
C末の異なる TDP-43 が産生される。患者剖検
例の脊髄由来 cDNA を検討し、これら C 末の
異なる TDP-43 由来の mRNA の存在することを
確認した。 
 ②TDP-43 のスプライシングを制御する因
子の検討：mRNA 前駆体のスプライシングは
mRNA 前駆体への抑制因子と促進因子の結合
のバランスで制御されている。促進因子の代
表的なものとして SC35、抑制因子としては
hnRNP が挙げられる。TDP-43 のエクソン 6は
これらの因子の結合領域を多く含む。元来
TDP-43 は hnRNP 結合蛋白であり、スプライシ
ング抑制因子としての役割が推定されてい
る。そこで我々は、TDP-43 そのものが TDP-43

のスプライシングに寄与すると考えた。KO マ
ウスのヘテロ結合体にて TDP-43 の mRNA 量が
減少していないこと、このマウスの線維芽細
胞でスプライシングバリアントの構成が変
化していることを確認した。 
 ③TDP-43 により制御される SKAR、U12 依存
性遺伝子産物のスプライシング異常の検
討：ALS では、TDP-43 自身のスプライシング
異常をきっかけとして、TDP-43 の機能喪失に
より神経障害がおこると推察した。実際、
我々が作製した TDP-43 の KO マウスは胎生致
死であり、また NSE-cre マウスと交配させた
神経細胞での選択的 KO マウスも 2 週までに
死亡した。このことは TDP-43 が神経細胞の
維持に重要な役割を担っていることを示し
ていた。TDP-43 の喪失によりスプライシング
異常がおこる遺伝子として SKARを単離した。 
 以上、TDP-43 のスプライシング異常を基
軸とする病態メカニズム解明へ向けた基礎
データを得ることができた。 
 
 まとめ：3 年間の研究で、世界に先駆けて 
ALS における TDP-43 の詳細な神経病理学
を提示するとともに、TDP-43 の遺伝子異常
を有する家族性 ALS 家系を見出すことを通
して、TDP-43 そのものが、その病態形成に
重要な役割を担っていることを指摘した。ま
た、いち早く TDP-43 遺伝子改変マウスの作
成し着手し、最終年度では、改変マウス脳及
び凍結剖検脳における TDP-43 ついて、分子
生物学的解析を行った。その得られた基礎デ
ータから、今後我々は、ALS の病態を“TDP-43
の機能としての他の遺伝子に対する選択的
スプライシングの異常、あるいは TDP-43 自
身への選択的スプライシングの異常”による
とする仮説のもと、その病態メカニズム解明
に向けた研究をさらに発展させる所存であ
る。 
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