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研究成果の概要（和文）：本研究ではニューロン特異的CreマウスとTDP-43-GFPを搭載したAAV-Flexベクターを
用いてニューロン特異的にTDP-43をマウス脳脊髄に発現させその進展様式を検証した。ニューロンの細胞質に
TDP-43を過剰に発現させると繊維連絡のある遠隔領域に広範にTDP-43が進展した。凝集性の強いTDP-43の発現は
遠隔領域への進展は乏しい代わりに、注入側周囲のオリゴデンドロサイト(OLG)に伝播することが確認された。
神経活動を活性化させるとこのニューロン-OLG伝播が促進することも確認した。ALSにおいて神経の過剰な興奮
がTDP-43病理の拡大に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used neuron-specific Cre mice and TDP-43-GFP-loaded 
AAV-Flex vector to express TDP-43 in the mouse brain and spinal cord in a neuron-specific manner and
 to examine its process of propagation. Overexpression of TDP-43 in the cytoplasm of neurons 
resulted in extensive TDP-43 expansion in remote areas of fiber communication. Expression of 
aggregation-prone TDP-43 was found to propagate to oligodendrocytes (OLGs) on the injection side 
instead of propagating to remote regions. We also confirmed that activation of neural activity 
promotes this neuron-OLG propagation, suggesting that neural hyperexcitability contributes to the 
expansion of TDP-43 pathology in ALS.

研究分野： Neurology

キーワード： TDP-43　protein aggregation　prion-like propagation
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの孤発性ALS患者は一側肢の筋力低下や筋萎縮、球麻痺といった局所症状で発症し、近接部位に病変が進展
していく。本研究でTDP-43がニューロン間やニューロンーオリゴデンドロサイト間を伝播することが動物実験で
示された。明確な遺伝的背景を持たない孤発性ALS患者を発症前に診断することは現状では困難であり、診断さ
れた時点ではTDP-43凝集は一定の部位で始まっていることが想定されるため、病変の進展を阻止する治療介入は
より現実的と考えられ、進行抑止療法の有力な標的となる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
孤発性 ALS（sALS）は遺伝的背景を持たず、成人発症で上位と下位運動ニューロンの選択的変
性により進行性の運動機能障害をきたす神経変性疾患であり、今なお発症原因は不明のままで
ある。しかし、進行病態の研究は sALS の特徴的な罹患部位の進展様式と病理学的解析を手掛か
りに進歩がみられる。sALS の変性ニューロンとオリゴデンドロサイト(OLG)では、通常核に存
在する TDP-43 が細胞質で凝集体を形成し細胞死に至る。多くの sALS 患者は一側肢の筋力低
下や筋萎縮、球麻痺といった局所症状で発症し、近接部位に病変が進展していく。連絡のある上
位、下位運動ニューロンが一塊として変性するためシナプスを介した進展も想定される。近年、
アルツハイマー病におけるアミロイド β やタウ、パーキンソン病における α シヌクレインなど
の病態タンパク質の凝集がプリオンのように中枢神経内を伝播するというプリオン様伝播仮説
が注目され、動物実験レベルで伝播のエビデンスが蓄積されつつある。sALS においても凝集型
TDP-43 がニューロン間を伝播することが想定されるが、未だその真偽は不明である。もし”凝
集型 TDP-43 のニューロン間伝播が sALS 進行病態に寄与している”のであれば、sALS の進行
抑止療法の有力な標的となる。明確な遺伝的背景を持たない sALS 患者を発症前に診断するこ
とは現状では困難であり、診断された時点では TDP-43 凝集は一定の部位で始まっていること
が想定されるため、病変の進展を阻止する治療介入はより現実的と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
凝集型 TDP-43 の細胞間伝播をマウス生体内で証明し、その伝播を修飾する因子を検証した。神
経変性疾患の病態タンパク質であるタウや α シヌクレインの伝播を検討した研究では凝集タン
パクや AAV ウイルスベクターをマウス脳内に接種、凝集体の進展様式を病理学的に解析し、経
時的に神経軸索の走行に沿った伝搬が示されている(Jucker et al., Nat Neurosci 2018)。しかし、
これらの手法では接種した凝集型タンパク質や AAV ウイルス自体が拡散しているのか、一個体
内での細胞間伝播が生じているのかを厳密に判別する事はできない。そこで本研究では Cre 依
存性に目的分子を発現させる AAV-CMV-FLEX ベクターに凝集型 TDP-43 (mtTDP-GFP) を搭
載した AAV-CMV-FLEX-mtTDP-GFP（以下 AAV-F-mtTDP-GFP）ベクターとニューロン特異
的に Cre を発現する CamKII-Cre/ChAT-Cre マウスや OLG 特異的に Cre を発現する Plp1-
CreER マウスを用いて mtTDP-43 の生体内における細胞間伝播を検証した。すなわち、Cre依
存性に mtTDP が発現している細胞から、Cre が発現していない細胞への伝播が確認できれば
mtTDPの細胞間伝播を”明確”に証明できると考えた。本研究ではこの細胞種特異的凝集型TDP-
43 発現モデルを用いて sALS 進行病態を解明し、決定的な治療法のない sALS の病態抑止療法
を開発することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
マウス生体内において凝集型TDP-43のニューロン間伝播を証明するためにCre存在下でTDP-
43 を発現する AAV-CMV-FLEX-mtTDP-GFP ベクターを作製した(図１)。前脳ニューロン特異
的に Cre を発現する CamKII-Cre マウスの一側海馬と下位運動ニューロンに Cre を発現する
ChAT-Cre マウス脊髄に AAV-CMV-FLEX-mtTDP-GFP を注入し１ヶ月後に解剖し病理学的解
析を行った。mtTDP として
は核移行シグナル（NLS）に
変異を加えた細胞質局在型
mNLSとさらにRNA結合領
域（RRM）に変異を加えた細
胞質凝集型 mNLSmRRM を
選択した。神経活動をコント
ロールする方策として Cre
依 存 性 に DREADD 
(hM3Dq) を 発 現 さ せ る
AAV ベクターを AAV-F-
mtTDP-GFP と 同 時 に
CamKII-Cre マウス脳に注
入し、CNO を連日腹腔内注
射して４週後の TDP-GFP
の伝播を観察した。また、
ALS 患者脊髄前角における
リン酸化 TDP-43（pTDP-
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図１

細胞質局在型(mNLS)、細胞質凝集型(mNLSmRRM)GFP-TDP-43を発現する
AAV-Flexベクターを作成した。Cre依存性に各GFP-TDP-43が発現している。



 

 

43）陽性封入体の分布を特にミエリンと OLG の局在との関連に着目して解析した。 
 
４．研究成果 
 
CamKII-Cre マウス一側海馬に AAV-F-
TDPmNLS-GFP ベクターを投与し４週後に
病理を観察すると、同側海馬を中心としてニ
ューロン特異的な GFP の発現が見られたが、
視床前核や扁桃体、嗅内野、対側の海馬ニュ
ーロンにも GFP の発現が確認された(図２
A)。視床前核は CamkII-Cre マウスにおいて
Cre の発現が認められない部位であり、また
他 の遠隔 領域に関 し て も AAV-F-TDP 
mNLSmRRM-GFP を同様に注入したマウス
でこのような拡散は乏しかった(図２B)。した
がって、TDP-GFP の遠隔領域の発現は AAV
の順行性/逆行性活性ではなく、注入側海馬か
らの細胞間伝播によるものと考えられた。さ
らに細胞質凝集型 TDP-43 である AAV-F-
TDPmNLSmRRM-GFP を注射したマウスで
は前述のように遠隔領域のニューロンにおけ
る GFP の発現は乏しかったが、注入側海馬近
傍の脳梁では OLG 内に GFPの発現が観察さ
れた(図３)。CamKII-Cre マウスの脳梁内に
Cre を発現する細胞が無いことを確認してい
るため、OLG での TDP-GFP の発現はニュー
ロン-OLG (N-O) 間伝播と考えられた。より
凝集性の強い変異である TDPmNLSmRRM
は遠隔への伝播能力は乏しいがN-O間に伝播
しやすいと考えられた。 
また、ALS 病態の主体である運動ニューロン
においても細胞間伝播の検証を行った。下位
運動ニューロンにCreを発現するChAT-Creマウスの腰髄へAAV-F-TDPmNLSmRRM-GFPを
注入し 1 ヶ月後に病理学的検証を行った。TDP-43-GFP の発現は前角運動ニューロンが主体で
あるが周囲の OLG にも発現が確認され、脊髄運動ニューロンから OLG(N-O)への凝集型 TDP-
43 伝播が示唆された(図４)。 
OLG 特異的に Cre を発現する Plp1-CreER マウス海馬に AAV-CMV-FLEX-mtTDP-GFP を投
与し１ヶ月後に病理学的検討を行うと、凝集型 TDP-43 がほとんど確認できなかった。コントロ
ールとして用いた AAV-CMV-FLEX-GFP を投与したマウスは OLG 特異的に GFP を発現して
いたため、凝集型 TDP-43 を OLG 特異的に発現させると速やかに細胞死に至る可能性が示唆さ
れた。このため本研究のシステムでは OLG-ニューロン方向の TDP-43 伝播の検証は行えなかっ
た。 
複数の sALS 患者剖検脊髄前角における pTDP-43陽性凝集体の分布を MBP の共染色で検討す
ると、一部の症例では pTDP-43 凝集体を有する
OLG 近傍のミエリン上やミエリン内部に

図２ A

B

CamKII-Creマウス⼀側海⾺にAAV-FLEX-
TDPmNLS(A)/mNLSmRRM(B)-GFPを注⼊し１ヶ⽉後
の病理。注⼊側海⾺にニューロン特異的な発現を認め、
さらにmNLSでは繊維連絡のある遠隔領域のニューロ
ンにもGFP-TDP-43の発現を認める(A)。細胞質凝集型
mNLSmRRMは嗅内野以外の遠隔領域にはGFP-TDP-
43発現が乏しい。

CamKII-CreマウスAAV注⼊側海⾺近傍の脳梁病理。
TPPP/p25陽性のOLGにTDP-43-GFP発現が確認
できる(A)。OLG近傍のミエリンにもTDP-43-GFP
を認める。

TPPP/p25 GFPMBPB

TPPP/p25 GFP mergeA
図３

A. 腰髄と前根のGFP発現 B. 運動ニューロン
特異的なTDP-GFP発現 C-E. 運動ニューロン
軸索内(C)、ミエリン鞘内側(D)、OLG内(E)
にTDP-GFP発現を認めN-O間伝播が⽰唆さ
れる。

図４
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pTDP-43 の蓄積が観察された（図５）。本研究における TDP-43 伝播マウスモデルとの病理学的
類似性から孤発性 ALS においても pTDP-43 が運動ニューロン-ミエリン-OLG と連続性を持っ
て蓄積している可能性が示唆された。 
次に、TDP-43 伝播を修飾する因子を検討するため AAV-hM3Dq を AAV-F-TDPmNLSmRRM-
GFP と同時に CamKII-Cre マウス海馬に注入し、CNO の腹腔内投与を行い、神経活動を活性
化させ N-O 間伝播への影響を評価した。結果としては CNO を投与しなかったマウスと比較し
て投与したマウスの海馬近傍の脳梁では GFP-TDP-43 陽性の OLG が優位に増加する結果とな
った（図６）。マウスモデルにおけるアミロイド β やリン酸化タウ病理に関しては hM3Qq によ
って神経活動を過活動にすると凝集が増加し、逆に hM4Di によって神経活動を抑制すると凝集
が抑制されることが報告されている。ALS においても神経の過剰な興奮が TDP-43 病理の拡大に
寄与していることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

pTDP-43凝集体を有するOLG(⽮頭)近傍の
ミエリンに接して(⽮印)、また有髄軸索内
(⽮印X2)にpTDP-43陽性の凝集物を認める。

図５
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CamKII-Creマウス海⾺にAAV-hM3DqとAAV-F-
TDPmNLSmRRM-GFPを同時に注⼊し、CNOの腹腔内投
与を⾏ったマウスと投与しなかったマウスを⽐較検討し
た。CNOを投与しなかったマウス(A)と⽐較して投与した
マウス(B)の海⾺近傍の脳梁ではGFP-TDP-43陽性のOLG
の割合が優位に増加した。

C

CNO  - +

merge
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