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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患に特異的な病理変化としてみられる封入体の形成メカニ

ズムは未解明であるが、封入体を構成する蛋白の異常な凝集がコアになると考えられており、

その構成蛋白の一つに TDP-43 がある。今回、Ca2+依存性プロテアーゼであるカルパインの活性

化が易凝集性 TDP-43 断片の形成に特異的に関わること、ただしその活性化が軽微かつ持続的で

あることが必要であることが明らかになった。Ca2+透過性 AMPA 受容体を発現するモデルマウス

では、タウ、APP、α-シヌクレイン陽性の封入体の形成はみられなかったことから、Ca2+シグ

ナリング異常が少なくとも一部の封入体形成に関与することが明らかになった。 
 

研究成果の概要（英文）：Presence of intracellular inclusion body is a pathological hallmark 

of degenerative neurological diseases but how these inclusions are formed is largely 

unknown. TDP-43 is a composite protein of inclusions seen in motor neurons of amyotrophic 

lateral sclerosis (ALS) and cortical neurons of frontotemporal lobar degeneration (FTLD) 

patients. We found that calcium-dependent cysteine protease calpain specifically cleaved 

C-terminal regions of TDP-43, thereby generating aggregation-prone fragments. We did not 

find α-synuclein-, Aβ-, or tau-containing inclusions in the mutant mice with abnormal 

calcium signaling. 
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１．研究開始当初の背景 

神経変性疾患の病因は未解明の部分が

多いが、Ca2+シグナルの異常を引き起こす分

子メカニズムが働いていることを示す知見

が蓄積しており、神経変性疾患の病理学的

指標の一つである細胞内封入低形成にも関

与していると考えられている(1)。神経細胞

内Ca2+シグナルの異常による神経細胞死は、

従来グルタミン酸受容体サブタイプである

NMDA受容体を介するものが研究の対象であ

り、脳虚血、NDMAアゴニストの投与などに

よる急性の興奮性神経細胞死のモデルが用

いられている。一方、神経変性疾患で生じ

ている緩徐な神経細胞死に関与するのはむ

しろAMPA受容体であることが知られるよう

になってきている(2)が、適切なモデルがな

いこともあり、分子メカニズムの検討は充

分に行われてきていない。 

我々は、孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）

脊髄運動ニューロンでAMPA受容体のCa2+透

過性を決定するサブユニットGluA2に、本来

行われるべきRNA編集効率が低下し(3）、

AMPA受容体のCa2+透過性を亢進させる分子

変化が生じていることを明らかにした。

GluA2 Q/R部位のRNA 編集は、アデノシンを

イノシンに変換するRNA編集（A-to-I RNA 

editing ） に 関 わ る 酵 素  adenosine 

deaminase acting on RNA 2 (ADAR2) によ

り特異的に触媒され、ADAR2遺伝子をノック

アウトしたマウスはけいれん重積により生

後3週以内に死亡することが明らかにされ

ている（4）。我々は、ADAR2 遺伝子のコン

ディショナルノックアウトマウス(AR2)を

作成し、ADAR2活性が低下・消失することに

より運動ニューロンにおけるGluA2のRNA編

集が消失することを確かめ、ADAR2を欠損し

た運動ニューロンは、もっぱらAMPA受容体

からのCa2+流入を亢進させるメカニズムに

より緩徐な神経細胞死に陥ることを明らか

にした（5）。ADAR2により触媒されるGluA2 

Q/R 部位以外の編集部位は神経細胞死に関

与しないので、このAR2マウスはAMPA受容体

を介する興奮性神経細胞死のin vivoモデ

ル動物といえ、Ca2+シグナルの異常に伴う

細胞死カスケードの解析に適している。 

AR2 マウスは運動ニューロン選択的に

ADAR2 をノックアウトするためにアセチルコ

リントランスポータープロモーター依存性

に Cre を発現させたが、全身的に Cre を発現

することによるコンディショナルノックア

ウトマウスを用いて、脳内各所における AMPA

受容体から Ca2+流入を増加させ、神経変性疾

患で系統的に侵されやすい脳脊髄部位にお

ける細胞死､封入体形成を比較検討すること

により、Ca2+シグナルの異常が脳各所におけ

る細胞死とどう関与しているかを検討する

ことが可能である。 

 

２．研究の目的 

 上記したように、ADAR2 遺伝子のコンディ

ショナルノックアウトマウスは、AMPA 受容体

の Ca2+透過性を亢進させるメカニズムにより

運動ニューロン死を引き起こす。したがって、

各種 Ca2+依存性酵素の活性化を引き起こすこ

とが予想される。なかでも Ca2+依存性

Cysteine プロテアーゼである Calpain や

Cathepsin 等は神経細胞死に主要な役割を持

つことが知られている。したがって、AMPA 受

容体を介する緩徐な神経細胞死にこれらの

Ca2+ 依存性酵素がどう関与しているかを明

らかにすることは、Ca2+シグナルの異常が関

わる神経変性疾患全般の神経変性メカニズ

ムを解析していく上で、極めて重要な情報を

与える。 

本研究では、AR2 マウスを用いて、運動ニ

ューロンにおける Ca2+透過性 AMPA 受容体の

発現増加が TDP-43 病理形成と関わるかを検

討する。さらに、Tamoxifen 誘導性に全身的

に ADAR2をノックアウトする変異マウスを用

い、Tamoxifen 投与後の神経細胞死を脳各部

位で比較検討する。 

 

３．研究の方法 

 Cre-loxP 系をもちいて運動ニューロン選

択的に ADAR2 をノックアウトし、AMPA 受容



 

 

体の Ca2+透過性亢進により緩徐進行性の神経

細胞死を引き起こす AR2 マウスを用いて、

TDP-43 の局在異常を免疫組織化学的に検討

する。AR2 マウス脊髄前角では calpain 活性

が上昇しているので、calpain による TDP-43

切断がどのようにおこるのかを、経時的

calpainによる経時的TDP-43切断により解析

する。また、Calpain による断片化が凝集体

形成にどの様に関わるか人工的に合成した

calpain依存性各種TDP-43断片の凝集能を培

養細胞で検討する。 

さらに、運動ニューロン以外の脳部位で

Ca2+透過性AMPA受容体発現がどの様に細胞死、

封入体形成に関わるかを、Tamoxifen 依存性

に Cre を発現する Cre-Esrl マウスと

ADAR2flox/flox マウスを交配した ADAR2flox/flox/ 

Cre-Esrl（ADEs）ないし ADAR2flox/+/ Cre-Esrl

（hetero ADEs）マウスに Tamoxifen を投与

し、脳内各所に封入体が形成されるかどうか

を免疫組織化学的に観察する 

 

４．研究成果 

 TDP-43 の免疫組織化学では、野生型マウス

では全ての大径前角細胞の核が TDP-43 陽性

であったが、AR2、heterozygous AR2 マウス

では脊髄前角領域において、核の TDP-43 免

疫活性が陰性及び低下している運動ニュー

ロンが観察された。TDP-43 と ADAR2 との二重

染色では、野生型、AR2 マウスを問わず、ADAR2

陽性細胞は全て核が TDP-43陽性であったが、

AR2マウスのADAR2陰性細胞の核はTDP-43に

も陰性であった。 

AR2マウス脊髄をADAR2とTDP-43の二重染

色により経時的に観察すると、ADAR2 と

TDP-43 免疫活性は共在するか、共に欠損して

いるかのいずれかであり、ADAR2 陽性/TDP-43

陰性、ADAR2 陰性/TDP-43 陽性細胞はみられ

なかった。 

AR2H マウスを観察すると、核の ADAR2 の染

色性が減少した運動ニューロンにおいて

TDP-43 の局在異常が観察され、核・細胞質両

者とも TDP-43 陰性の細胞や、細胞質に抗

TDP-43 抗体陽性の凝集体をもつ細胞が観察

された。 

培養細胞を用いて、プロテアーゼによる

TDP-43の切断を検討したところcalpain処理

でのみ TDP-43 の切断が認められた。この切

断は複数の箇所で起こり、calpain 特異的で

あった。 

MALDI-TOF Mass 解析のフラグメント断片か

ら同定したCalpainによるTDP-43断片の凝集

能を検討したところ、Calpain 依存性の 3種の

N端フラグメントの内、長い断片の 2種は、全

長 TDP-43 より有意に高い凝集能を有したが、

最も短い N端フラグメント、C端フラグメント

は凝集能の変化を認めなかった。これらの N

端断片を Calpain 処理すると、より短い断片

に切断されることが明らかになった。 

ADEs、hetero ADEs マウスでは海馬に著明

な細胞死がみられた。大脳皮質、線条体、海

馬、黒質を免疫組織化学的に観察したが、タ

ウ、APP、α-シヌクレインに陽性の封入体は

形成されなかった。 

以上の結果よりALSの TDP-43病理形成には

カルシウム依存性プロテアーゼ calpain によ

るTDP-43の切断が易凝集性断片を形成するこ

とで関与していることが明らかになった。さ

らに、その活性化レベルが高すぎても低すぎ

ても易凝集性断片は形成されないことも明ら

かになった。TDP-43 の局在異常を来す条件で

は、これ以外の蛋白による神経封入体は形成

されないことが示された。 
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