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研究成果の概要（和文）：TDP-43 および FUS などの DNA/RNA 関連蛋白に関して研究を施行した．

その結果，新規の TARDBP 遺伝子変異を見いだし，その臨床病理像の詳細な報告をした．さらに

FUS 遺伝子変異を有する ALS の報告，FUS 陽性封入体を有する孤発性 ALS の報告，ALS モデル動

物の神経細胞変性に関する報告，TDP-43 と FUS の関連についてなど広く研究を行い国際誌，国

際学会で発表した． 

 
研究成果の概要（英文）： 
Several studies about DNA/RNA binding proteins such as TDP-43 and FUS have examined. I 
found a novel TARDBP gene mutation in familial ALS patients and published the clinical 
and pathological findings of them in detail. Furthermore, I published the reports about 
a patient with familial ALS with FUS mutation, a patient with sporadic ALS with numerous 
FUS-positive inclusions, and the mechanism of neuronal degeneration of the model rats 
of ALS. I also read the paper about the relationship between TDP-43 and FUS at the 
international meetings. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)筋萎縮性側索硬化症(ALS) は代表的な神

経変性疾患であり，国内外で多数の広範な研

究がなされているが，一部の遺伝性のタイプ

以外では神経細胞の変性機序はなお解明さ

れておらず，確実な治療法も見つかっていな

い．また，ユビキチン陽性封入体を有する前

頭側頭葉変性症（FTLD-U）は，臨床的には他

の疾患との鑑別が困難な例も多く，その確定

診断には神経病理学的な検索が必要な状況

である．近年 ALS と FTLD-U で認められるユ

ビキチン陽性タウ陰性神経細胞内封入体の



（3）渡部らの作成した顔面神経引き抜き損
傷 お よ び 切 断 損 傷 ラ ッ ト を 用 い る
(Neuropathology, 2005)．損傷後各週齢のラ
ットの顔面神経核の細胞数の変化および ALS
で認められるような Golgi 装置の微細化
(Gonatas NK et al， 1992, 1994, Fujita et 
al. 1999)が認められるのかを抗 MG160 抗体
を用いて免疫組織学的に検討する． 

構 造 物 の 主 要 構 成 蛋 白 と し て TAR 

DNA-binding protein of 43kDa (TDP-43)が

同定され，現在ではこれらの疾患は TDP-43 

proteinopathy として認識されるようになっ

た．神経細胞内の TDP-43 の働きは十分に解

明されていないが，リン酸化された TDP-43

が神経細胞死と関連していることが示唆さ

れている．さらに，2009 年には TDP-43 と構

造的，機能的に類似点の多い fused in 
sarcoma (FUS)が家族性 ALS（FALS）の原因遺

伝子として同定された．FUS は TDP-43 と同じ

く DNA/RNA binding protein であり，ALS の

神経細胞変性に関して RNA関連蛋白の異常が

注目されている． 

 
（4）①これまで当科および関連病院で保存
されている ALS 剖検例から DNA を抽出し，
TARDBPおよびFUS遺伝子変異の有無について
検討する．遺伝子変異を有する例での臨床・
病理学的所見を詳細に検討する． 
 ②当科に保存されている ALS剖検例につい
て FUS 抗体を用いて全例免疫染色を施行し，
孤発性 ALS において FUS 陽性封入体を有する
例が存在するのか検討する．さらにこの検討
により FUS 陽性封入体を有する ALS が見いだ
された場合には TDP-43 および FUS に対する
抗体による免疫 2重染色，ミラー切片を用い
た免疫染色を施行して，FUS 陽性封入体と
TDP-43 との関係を検討する． 

 

（2）ALS で剖検例では神経病理学的に本来核

に存在する TDP-43 が核の染色性を失い，そ

の細胞質内に封入体を形成することが知ら

れている．しかし，TDP-43 の核—細胞質間の

移行についての超微形態的検討はなく，その

詳細なメカニズムは明らかになっていない． 

  
２．研究の目的 ４．研究成果 
（1）血清・髄液中のリン酸化 TDP-43 を測定
するエライザ系を確立し，リン酸化 TDP-43
が TDP-43 proteinopathy のバイオマーカー
となるのか否か検討する．これにより ALS の
早期診断が可能となれば，今後臨床治験，さ
らには根本的な治療薬の早期からの使用が
可能となる． 

（1）TDP-43 の 409, 410 番目のセリンをリン
酸化した C末アミノ酸 12残基配列に対して，
高感度に検出するウサギポリクローナル抗
体を作製した(論文 7)．これらの抗体を用い
て 20 例の ALS 剖検例を用いてリン酸化
TDP-43 の異常を病理学的に検討した結果，運
動ニューロン以外の神経細胞とグリア細胞
および neuropil にも陽性所見を得た．この
ことから，ALS のリン酸化 TDP-43 の異常は中
枢神経内に広く存在すること，さらに，今回
作成したリン酸化 TDP-43 抗体は異常構造物
だけを認識し，TDP-43 proteinopathy の病態
解明に寄与する抗体であることを確認した
(図 1)． 

 
（2）本来核に存在する TDP−43 が細胞質内に
異常蓄積するメカニズムを解明する． 
 
（3）顔面神経引き抜き損傷および切断損傷
ラットの神経細胞変性機序にヒト ALSと同様
のメカニズムがあるのか検討する． 
 
（4）当科で保存している ALS 剖検例から
TARDBPおよびFUS遺伝子変異を有する症例を
見いだし，その変異の頻度と臨床・病理学的
な対応を検討する．さらに神経細胞質内封入
体を有する細胞において，TDP−43 と FUS がい
かなる局在を持っているのか検討する． 
 図 1 左：非リン酸化 TDP-43 抗体，右：今回

作製したリン酸化 TDP−43 抗体 ３．研究の方法 
（1）リン酸化 TDP-43 抗体を作製し，その感
度について検討する．この抗体を用いて血
清・髄液のリン酸化 TDP-43 を測定するエラ
イザ系を構築する．その後，患者および正常
対照の血清・髄液サンプルを測定する． 

リン酸化 TDP-43 抗体は異常構造物のみを認
識し周囲の正常の核に存在する TDP-43 を染
色しない． 
 
この抗体を用いて患者血清・髄液のリン酸化
TDP−43 を測定するエライザ系の確立を試み
ているが，その感度に問題があり現在のとこ
ろ実用には至っていない． 
 

 
（2）電顕用に固定された ALS 剖検例から（1）
で作製した抗体を使い免疫電顕の手法を用
いて検討する． 



（2）細胞質内の TDP-43 陽性封入体が電顕で
顆粒を伴う線維構造を呈することを確認し
た．さらに数を増やして検討中である． 
 
（3）引き抜き損傷ラットでは顔面神経核の
神経細胞数は損傷側において非損傷側に比
べて4週齢の時点で20-30％に減少していた．
それに対して切断損傷ラットでは明らかな
神経細胞数の減少は認められなかった．一方，
Golgi 装置の形態変化に関しては引き抜き損
傷ではヒト ALS と同様の Golgi 装置の微細化
が見られたが，切断損傷では Golgi 装置の連
続性が失われるものの微細化は認められな
かった（図 2）．このことから顔面神経引き抜
き損傷ラットの神経細胞変性にはヒト ALSと
同様の機序が関与していると考えられ，ALS
研究の有用なモデル動物になると考えられ
た．（論文 4） 
図 2 

A．対照側，B．引き抜き損傷でみられる Golgi
装置の微細化，C．切断損傷では Golgi 装置
の連続性は失われるが，微細化はみられない． 

図 3 III-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 III-4 

このように同一家系内で同じ TARDBP 遺伝子
変異を有していてもその臨床症状，病理所見
に差異があることはこれまで報告がなく，今
後の遺伝子異常と ALSの臨床像を考える上で
重要な報告である． 
 
また，TARDBP 遺伝子の新規変異の他に FUS 
R521C 遺伝子変異を有する家系を見いだした
（論文 5）．本例では若年発症，急速進行性の
経過を示し，胸鎖乳突筋の萎縮を特徴とした．
病理学的には著明な運動神経細胞の変性と
好塩基性封入体，FUS 陽性の神経細胞内，グ
リア細胞内封入体の出現を特徴とした． 

 
（4）① 新規の TARDBP 遺伝子変異(A315E)
を有する家族性 ALS の一家系を見いだした
（論文 2）．（III-2, III-4 において TARDBP 
A315E 遺伝子変異を認めた） 

 
（4）②高齢発症の緩徐進行性の孤発性 ALS
例で好塩基性封入体および FUS陽性封入体が
多数見られる症例をみいだした（論文 3）．封
入体は運動神経のみならず中枢神経内の非
運動神経細胞を含め広く認められた(図 5)．
この症例では FUS 遺伝子変異は認められず，
孤発性 ALS でも FUS 陽性封入体を有する例が
あることを報告した．孤発性 ALS で FUS 陽性
封入体を有するこのような症例は世界で数
例しか報告がなく，今後の ALS 研究にとって
貴重な報告であると考えられる． 

本家系中 4例に ALS 症状（黒塗り）が認めら
れ，内 2例ではパーキンソニズムを合併して
いた（III-4, III-5）．また，2例(III-2,III-4)
の剖検所見では脊髄前角細胞など運動神経
細胞の脱落とブニナ小体の存在，TDP-43 陽性
の細胞質内・グリア細胞内の封入体を広範囲
に認める点は共通した病理所見であったが，
III-2 では後索病変を合併し，クラーク柱に
も TDP-43 陽性封入体が認められた（図 3）．
一方，ALS 症状に加えて parkinsonism を認め
た例（III-4）では著明な黒質変性と黒質神
経細胞に TDP-43陽性封入体が認められた（図
4）．本例ではα-シヌクレイン染色で異常は
認められず，黒質の変性には TDP-43 が関与
していると考えられた． 

 
図 5 A 好塩基性
封入体 (HE),B 
同封入体は FUS
抗体で陽性． C 
黒質神経細胞内
の FUS 陽性封入
体，D グリア細
胞内の FUS 陽性
封入体 

 
  



この症例を含めて FUS 陽性封入体を有する
ALS4 例に対して FUS 抗体，リン酸化および非
リン酸化 TDP-43 抗体，ユビキチン抗体を用
いて病理学的に検討した．その結果，FUS 陽
性封入体を有する ALSで見られる好塩基性封
入体は FUS 抗体に陽性であること，FUS 陽性
封入体を有する神経細胞ではその核の FUS抗
体に対する染色性は低下するものから保た
れるものまで存在していることが示された．
FUS 抗体と TDP-43 抗体の 2 重染色では，FUS
陽性封入体は TDP-43 抗体に陰性であり，そ
の神経細胞では TDP-43 抗体の染色性は核に
認められた．また，同じ FUS 陽性封入体をで
も，各症例によってユビキチン抗体による染
色性に差が認められた． 
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