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研究成果の概要（和文）：(1) 孤発性ALSではTDP-43の核と細胞質間での輸送が障害され、不溶性の凝集体として細胞
質にTDP-43が蓄積する。(2) 孤発性ALSの脊髄前角細胞ではオートファジーの賦活化が認められ、運動ニューロン変性
に関与している。(3) ADAR2ノックアウトマウスでは、カルシウム透過性AMPA受容体を介した興奮毒性が運動ニューロ
ンとグリアの細胞死に関与している。(4) ADAR2ノックアウトマウスでは、Ca2+の透過性が増加し、オートファジーを
賦活化し、運動ニューロン死に関与している。(5) TDP ノックアウト マウスでは発症前期に一致して、血液-脊髄関門
の一過性かつ可逆性の傷害が起こる。

研究成果の概要（英文）：(1) In amyotrophic lateral sclerosis (ALS), TDP-43 trafficking between the 
nucleus and the cytoplasm is disturbed, resulting in an accumulation of TDP-43 in the cytoplasm in the 
form of insoluble aggregates. (2) Autophagy is significantly activated in the cytoplasm of motor neurons 
in sporadic ALS and may be involved in the pathomechanism of the neurodegeneration of motor neurons. (3) 
ADAR2-reduction is associated with progressive deterioration of nuclear architecture, resulting in 
vacuolated nuclei due to a Ca2+-permeable AMPA receptor-mediated mechanism. (4) Significantly increased 
autophagy flux in the degenerating motor neurons of ADAR2-knockout mice likely resulted from Ca2+ 
overload. (5) The temporary and reversible breakdown of the blood-spinal cord barrier at the early 
symptomatic stage could be a direct pathogenic consequence of the loss of TDP-43 protein in TDP 
conditional knockout mice.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 正常ヒトの脊髄とくに運動ニューロンに
おける TDP-43 の分布に関しては、核内に存
在すること以外、細胞質内のどの小器官に存
在するかについては全く不明である。 
 
(2) 孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）の病
態機序に関してオートファジーの関与が指
摘されているが、いずれも ALS の動物モデ
ルを用いての免疫組織学的研究であり、超微
細構造に関してはヒト孤発性 ALS およびそ
の動物モデルのいずれにおいても未だよく
分かっていない。 
 
(3) 孤発性 ALS の至適な動物モデルマウス
であるとされるコンディショナル adenosine 
deaminase acting on RNA type2 (ADAR2)
ノックアウトマウスの運動神経細胞死に関
する病態機序は不明である。 
 
(4)コンディショナル ADAR2 ノックアウト
マウスにおけるカルシウムの細胞内流入と
オートファジー誘導との関連については従
来報告がない。 
 
(5) TDP-43 蛋白の loss は ALS の病態機序に
密接に関連していると考えられている。ALS
のモデルマウスであるTDP-43コンディショ
ナルノックアウト（TDP CKO)マウスの脊髄
における血液脊髄関門の変化については不
明である。 
 
２．研究の目的 
(1) ヒト孤発性 ALS の脊髄前角での TDP-43
の細胞内分布を明らかにする。 
 
(2) 孤発性 ALS の脊髄前角細胞の変性過程
にオートファジーが関与しているかどうか
を明らかにする。 
 
(3) ALS の脊髄運動ニューロンでは、ADAR2
活性低下により、AMPA 受容体のサブユニッ
トである GluA2 の未編集が起こり、AMPA
受容体の Ca2+透過性が亢進し、神経細胞死が
生じると考えられている。孤発性 ALS のモ
デルマウスであるコンディショナル ADAR2
ノックアウトマウスの脊髄を電顕で観察す
ることにより、運動神経細胞死の病態機序を
検討する。 
 
(4) コンディショナル ADAR2 ノックアウト
マウスの運動神経細胞死にオートファジー
が関与しているかを検討する。 
 
(5) ヒト孤発性 ALS の脊髄では血液－脊髄
関門（BSCB）が障害されているとの報告が
散見される。運動ニューロンに特異的な
TDP-43蛋白の脱落によって作成されたALS
の動物モデルであるコンディショナルノッ
クアウト（TDP CKO）マウスの BSCB を免

疫組織学的、電顕的およびウエスタンブロッ
トで観察し、BSCB に変化がみられるかどう
かを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 死後 3 時間以内に剖検された孤発性
ALS3 例（年齢 70, 75, 83 歳、平均 76±6.6
歳）および神経疾患以外の疾患で死亡した対
照 3 例 (年齢 68, 75, 80 歳、平均 74.3±6.0
歳) の脊髄前角を用いた。剖検時に脊髄前角
を切り出して 2%グルタールに固定し、型の
如く処理したあとエポンに包埋した。プラス
チック切片にトルイジンブルー染色を施し
て光顕で観察した。その後、至適部位を
TDP-43 の 抗 体 を 用 い て 免 疫 電 顕 
(post-embedding 法）で観察した。 
 
(2) 孤発性 ALS 12 例（年齢 49-82 歳：平均
66.8 歳）と対照 15 例（年齢 48-83 歳：平均
70.2 歳）の腰髄(L1-L5）を、抗 LC3 抗体と
抗p62抗体を用いて免疫組織学的に検索した。
また、死後 6 時間以内に剖検された孤発性
ALS 16 例(年齢 49-83 歳：68.7 歳）と神経疾
患以外の疾患で死亡した対照 15 例（年齢
44-80 歳：62.7 歳）の脊髄前角細胞を電顕で
観察した。 
 
(3) ホモ接合体 ADAR2 ノックアウトマウス
(AR2)（15 週、n=2、140 週、n=2）、ヘテロ
接合体 ADAR2 ノックアウトマウス(AR2H)
（14 週、n=2、17 週、n=2）および対照マウ
ス（12 週、15 週、16 週、74 週、140 週、そ
れぞれn=2）の頸髄を光顕と電顕で観察した。 
 
(4) ホモ接合体 ADAR2 ノックアウトマウス
(AR2)（15 週、n=2、140 週、n=2）、ヘテロ
接合体 ADAR2 ノックアウトマウス(AR2H)
（14 週、n=2、17 週、n=2、74 週、n=2）お
よび対照マウス（12 週、15 週、16 週、74
週、140 週、それぞれ n=2）の頸髄を光顕お
よび電顕で観察した。また、LC3、Atg5、Atg7
の各種抗体を用いて脊髄前角をウエスタン
ブロットで解析した（AR2、n=2、対照マウ
ス、n=2）。 
 
(5) 前発症期前期（20 週、n=2）、前発症期後
期（36 週、n=2）、発症期前期（50 週、n=2）、
発症期後期（100 週、n=2）の TDP CKO マ
ウスおよび週齢を適合した野生型対照マウ
ス（それぞれ n=2）の脊髄を光顕および電顕
で観察した。MAC-2、fibrinogen、claudin-5
の抗体を用いて免疫組織学的に観察した。ま
た、claudin-5、 occludin および ZO-1 の抗
体を用いて脊髄前角をウエスタンブロット
で解析した（TDP CKO マウス、n=1、対照
マウス、n=1）。 
 
４．研究成果 
(1) 対照例では、TDP-43 の免疫活性は主に
前角細胞およびアストロサイトやオリゴデ



ンドロサイトの核内と粗面小胞体にみられ、
ときに神経細胞の細胞質内のミトコンドリ
アや前シナプス小胞にもみられた。ALS でも
対照例と同様の分布を示したが、正常と思わ
れる前角細胞の核内とくに核小体では
TDP-43 の免疫活性が対照例と比較して低下
し、中心染色質溶解などの変性した神経細胞
の核では著明に減少していた。他方、正常と
思われる前角細胞の粗面小胞体では TDP-43
の免疫活性が有意に増加しており、変性した
前角細胞の細胞質ではさらに粗面小胞体の
免疫活性の増加がみられた (ANOVA, SAS 
System, p=0.0036)。ユビキチン陽性封入体
にも TDP-43 の免疫活性がみられたが、
Bunina 小体にはみられなかった。 ミトコン
ドリア、前シナプス小胞 、グリア細胞では、
TDP-43 の免疫活性に両者間で差が認められ
なかった。【結論】TDP-43 は粗面小胞体で合
成され、核内に移行すると思われる。ALS で
は TDP-43の核と細胞質間での輸送が障害さ
れ、その結果、不溶性の凝集体として細胞質
に TDP-43 が蓄積することが示唆される。 
 
 (2) ALS 症例では、正常と思われる前角細胞
および変性した前角細胞の細胞質がときに
LC3 で陽性に染色された。ALS に特徴的な
Bunina 小体、skein-like inclusion は LC3
で陰性であったが、一部の round body の辺
縁部が陽性に染色された。p62 抗体では
round body や skein-like inclusion が陽性に
染色されたが、Bunina 小体は染色されなか
った。電顕的観察では、ALS16 例全例でオー
トファジーが認められ、とくに、変性した前
角細胞の細胞質でよくみられた。2 重の膜で
囲まれた autophagosome や単膜で囲まれた
autolysosome がみられ、内部にはミトコン
ドリアやリボゾーム様構造物などの細胞小
器官が観察された。また、オートファジーは
ALS に特徴的な封入体と関連してみられた。
他方、対照例では、正常と思われる前角細胞
の細胞質にオートファジーは認められなか
った。【結論】孤発性 ALS 症例の脊髄前角細
胞では共通してオートファジーの賦活化が
認められたことから、孤発性 ALS における
運動ニューロンの変性の病態機序にオート
ファジーの関与が示唆される。 
 
(3) トルイジンブルー染色を施した plastic 
切片での光顕的観察では、AR2（15 週）と
AR2H（14 週、17 週）で、ときに神経細胞
の単純性萎縮とグリオージスがみられた。
AR2H（74 週）と AR2（140 週）では、主に
運動ニューロンに空胞変性が認められた。電
顕では、AR2（15 週）で電子密度の高い膜性
構造物が、運動ニューロンの細胞質のほか、
軸索内で観察された。AR2H（14 週、17 週）
では、ときに萎縮した運動ニューロンが散見
された。AR2H（74 週）および AR2（140
週）では、空胞変性が主に運動ニューロンの
核内に、ときに細胞質に認められた。アスト

ロサイトやオリゴデンドロサイトの核内に
も、しばしば空胞変性がみられた。【結論】
コンディショナル ADAR2 ノックアウトマウ
スでは、運動ニューロンとグリア細胞の主に
核内に空胞変性がみられ、カルシウム透過性
AMPA 受容体を介した興奮毒性が運動ニュ
ーロンおよびグリア細胞の細胞死に関与し
ているものと思われる。  
 
(4) AR2 マウス（15 週）では、前角細胞の細
胞質が抗 LC3 抗体で染色され、AR2H マウ
スでは、前角細胞の細胞質が抗 LC3 抗体に加
えて、抗 p62 抗体でも陽性であった。AR2
マウス（15 週）の脊髄前角のウエスタンブロ
ットでは、Atg5、Atg7 および LC3-II などの
オートファジー関連蛋白が対照例に比較し
て有意に増加してみられた。電顕では、AR2
および AR2H マウスの前角細胞の細胞質で、
２重膜で被われた autophagosome や単膜で
被われた autolysosome などのオートファジ
ー関連の構造物がみられた。これらのオート
ファジー関連の構造物は、病後期よりも病初
期でより頻繁に認められた。対照例では、前
角細胞の細胞質や有髄性軸索内にごく稀に
autophagosome がみられた。【結論】コンデ
ィショナル ADAR2 ノックアウトマウスでは、
カルシウム透過性 AMPA 受容体を介して
Ca2+の透過性が増加することにより、運動ニ
ューロンの細胞内でオートファジーが有意
に upregulate され、運動ニューロンの細胞
死に関与しているものと思われる。 
 
(5) 免疫組織学的に TDP CKO マウスでは発
症前期から後期まで前角でのみ MAC-2 と
fibrinogen の免疫活性化がみられた。癒着帯
蛋白を用いた免疫組織学的およびウエスタ
ンブロットの解析では、TDP CKO マウスと
対照マウスとの間で有意差はみられなかっ
た。電顕では、TDP CKO マウスの発症前期
でのみ内皮細胞、周皮細胞および血管周囲腔
に空胞化あるいは浮腫状変化がみられたが、
癒着帯はよく保たれていた。その他の病期で
は、BSCB は対照例同様よく保たれていた。
【結論】運動ニューロンに特異的な TDP-43 
protein の脱落により、TDP CKO マウスで
は発症前期に一致して、BSCB の漏出あるい
は透過性の亢進を伴う一過性かつ可逆性の
傷害が起こることが示唆された。TDP CKO 
マウスにおける BSCB の一過性障害がさら
に同マウスの運動ニューロンの変性の促進
に関与していると考えられる。 
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