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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)は進行性の運動性麻痺を呈し，死に至る悲

惨な神経変性疾患の 1 つである．近年孤発性 ALS の原因蛋白として新たに TDP-43 が同定された

が，その役割はよく分かっていない．我々はラットの頸髄前角にアデノ随伴ウイルス(AAV)ベク

ターで野生型ヒト TDP-43 蛋白を過剰発現させるという手法で，孤発性 ALS のラットモデル作製

に成功した．サルモデルと合わせ，この世界初の孤発性 ALS 動物モデルにより，今後孤発性 ALS

の病態解明を目指したい． 

 
研究成果の概要（英文）： Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative 
disease characterized by progressive motor paresis. Recently transactive response 
DNA-binding protein 43 (TDP-43) was newly identified as one of the targeted protein of 
sporadic ALS, however, their significance has not been fully elucidated. We succeeded 
in establishment for rat model of sporadic ALS by the method of overexpressing wild-type 
of human TDP-43 in spinal cords of rats by injecting adeno-associated virus vector into 
their cervical cords. Our animal models will provide a valuable tool for studying the 
pathogenesis of sporadic ALS. 
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１．研究開始当初の背景 
孤発性 ALSの脊髄運動ニューロンの細胞質

に認められる不溶性蛋白凝集体の主成分と

して，核蛋白である TDP-43蛋白が同定され，

さらに変異 TDP-43 遺伝子が常染色体優性遺

伝性家族性ALSの原因遺伝子であることが明

らかになった．しかし，孤発性 ALS の病因に

おける野生型 TDP-43 蛋白の役割は明らかで

ない． 

尾野らや我々は孤発性 ALSの皮膚では核の

TDP-43 染色性が亢進していることを発見し，

孤発性 ALS において TDP-43 蛋白の増加が病

態の本質に関与する可能性を想定した．そこ

で，ヒトに最も近縁の霊長類であるカニクイ

ザルの脊髄に AAVベクターを用いて過剰発現

させる実験を試みた． 

 カニクイザル（4-10 歳♂）3頭の椎弓切除

後，利き手側の第 6 頸髄一側の前角付近に

Flag でラベルしたヒト野生型 TDP-43 蛋白発

現 AAV1（1 ×1012-13vg/ml，5 l）を注入する
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と，注入後 2-6 週後から注入側の前肢に進行

性の運動麻痺が生じ，4-8 週後に完全麻痺と

なった．神経病理学的には，TDP-43 蛋白の発

現は C2 から Th2 までの前角広範に及び，発

現した野生型 TDP-43 蛋白の約 70％は前角細

胞の核に過剰発現した．一方，約 30％は細胞

質に異常分布しかつリン酸化されて，その神

経細胞では核の内因性 TDP-43 蛋白の染色性

はほぼ消失していた．核および細胞質に顆粒

性 凝 集 体 を 形 成 し ， 一 部 に 変 性 突 起

（dystrophic neurite）を認めた． 

 

２．研究の目的 
 カニクイザルの脊髄前角細胞での野生型

TDP-43 蛋白の発現により，TDP-43 蛋白の細

胞質への異常分布と凝集，核での染色性の消

失という孤発性 ALSに特徴的な病理所見を再

現することができた．TDP-43 蛋白の毒性は，

本来局在している核内でも過剰発現のみで

十分であり，細胞質内への異常局在は必ずし

も必要でないことが想定される．しかし，霊

長類であるカニクイザルを用いた実験は倫

理的に実験可能な頭数に制限があり，野生型

TDP-43 毒性獲得の分子機序を解析するため

の多数の個体を用いた実験系の確立は困難

である．そこで本研究では，ラットを用いて

同様の孤発性 ALSモデルの作製を試みること

とした． 

 
３．研究の方法 
 Fisher ラット（8週♂）3 匹の片側椎弓切
除を行い，利き手側の第 4および第 6頸髄左
側の脊髄前角付近に Flag でラベルしたヒト
野生型TDP-43蛋白発現AAV（3 ×1012-13vg/ml，
1.5μl）を注入し，ラットの神経症状，電気
生理検査，病理組織学的検索およびウエス
タンブロットによる蛋白解析を行った． 
 
４．研究成果 
 グリップテストにて注入後 3 週から注入
側の左前肢に進行性の運動麻痺が生じ（図 1），
6 週後には左前肢は完全運動麻痺となった 
（図２：矢印）． 

 図 1：グリップテスト 

  

 図 2：ラットの前肢麻痺 
 
 電気生理学的には，麻痺側前肢で陽性棘波
(positive sharp wave) ， 線 維 自 発 電 位
(fibrillation potential)が認められ，ALS
患者同様に進行性の神経原性変化を裏付け
る所見が認められた。 

  
  
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  図 3：針筋電図 
   （＊：陽性棘波，＃：線維自発電位） 
  
 病理組織学的には，前角の神経細胞におけ
る Flag標識した外因性ヒト TDP-43 蛋白の発
現は 90％以上が核に局在しており，カニクイ
ザル同様に核での TDP-43 蛋白毒性が想定さ
れた．しかし，この核局在は前角神経細胞の
内側核群および外側核群においてほぼ均一
な所見であり，分布に差は認めなかった（図
4）．これは，内側核群では TDP-43 が主に核 

 図 4：抗 Flag 抗体染色 



に局在し，外側核群では細胞質に異常局在す
るサルモデルとは異なる所見であり，同じ
phenotype を示す動物モデルでありながら種
差を反映しているものと考えられた．また，
ユビキチン化やリン酸化は発症後期に認め
られた（図 5）． 

 
 図 5：抗 SMI 抗体染色 
 
 ウエスタンブロットの結果でも，注入した
外因性 TDP-43 のみが一部リン酸化されてい
るだけであり，25kDa の C 末断片は認めなか
った（図 6）． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 図 6：ラット脊髄抽出蛋白による 
 ウエスタンブロット 
 
  
 
 以上から，リン酸化は発症早期において注
入した外因性 TDP-43 の一部で認められるだ
けであり，病的とされる TDP-43 蛋白のリン
酸化は病初期には必須でない可能性がある 

と考えられた． 
 今後，この動物モデルを用いて，SALS の病
態解明，治療法開発を目指したい． 
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