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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）におけるTDP-43とFUSの関連について検討した。その結果、通常
の弧発生ALSにおいてTDP-43はFUSの局在に影響を及ぼしているが、FUS陽性封入体を有するALSではFUSはTDP-43とは独
立して病因になる可能性が考えられた。また、ALSの新たな病因となる蛋白としてElongator protein3 (ELP3)に注目し
た。ALSの前角細胞内にはELP3抗体陽性の封入体が存在し、TDP-43と共存していたが、それは非運動ニューロンでは認
められなかった。ELP3の更なる研究はALSで運動ニューロン特異的に変性を起こす機序の解明に役立つ可能性があると
考えた。

研究成果の概要（英文）：First, we examined the relationship between TDP-43 and FUS in amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS) using immunohistochemical methods. About 30% of the neurons having TDP-43-positive 
inclusions lost the nuclear staining of FUS. On the other hand, the nuclear staining of TDP-43 was well 
preserved in the all neurons containing FUS-positive inclusions. We considered the pathogenic pathway of 
FUS proteinopathy is independent from TDP-43 proteinopathy, however; abnormal TDP-43 may interact with 
FUS protein in patients with ALS. Second, we performed neuropathological studies with anti-elongator 
protein 3 (ELP3) antibodies in patients with ALS. ELP3-positive inclusions were seen in the anterior horn 
cells, and ELP3 immunoreactivities were co-localized with those of TDP-43. On the other hand, 
TDP43-positive inclusions in the non-motor neurons were negative for ELP3. Our results suggest that ELP3 
may have an important role of the degeneration of motor neurons in ALS.

研究分野：神経病理学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症
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１．研究開始当初の背景 

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。近年、ALS の病因として

TDP-43 や fused in sarcoma (FUS)など RNA

関連蛋白の異常が存在することが明らかと

なり注目されているが，神経細胞の変性機序

はなお解明されておらず、さらなる RNA 関連

蛋白の詳細な検討が必要とされている。 

 

２．研究の目的 

（1）ALS の代表的な病因となる RNA 関連蛋白

として TDP-43 と FUS の関連性について明ら

かにする。つまり TDP-43 と FUS はそれぞれ

独立して病因となるのか，協調して病因とな

るのかについてALS神経細胞内で認められる

封入体に注目し明らかにする。 

（2）Elongator complex protein(ELP)は RNA 

polymerase II による転写を促進する因子と

して発見されており、特にその 6個のサブユ

ニットの 1 つである ELP3 はヒストンをアセ

チル化し、転写を活性化する。さらにまた、

ELP3 は微小管のαチューブリンのアセチル

化を促進し、微小管を安定化させる働きを有

しているとされる。つまり ELP3 は微小管の

安定性と不安定性を制御しモーター蛋白の

輸送の調整に関与していると考えられてい

る。さらに Simpson らは ELP3 の遺伝子多型

が ALS と関連があることを報告している。こ

れらのことから ELP3 が ALS の病因となる可

能性を考え、ALS 剖検例における ELP3 の異常

を神経病理学的に明らかにすることを目的

とした。 

（3）ALS 原因遺伝子 alsin が Rac1/Pl3K/Akt3

系路を介して ALS 原因遺伝子 SOD1 変異体の

誘導する死を抑制することが報告されてい

る。BTBD10 はこの Akt3 の結合因子として同

定され、BTBD10 の高発現により SOD1 変異体

が持つ神経細胞への毒性を抑制することが

報告されている。この BTBD10 が孤発性 ALS

においていかに働くのかについて明らかに

する。 

 

３．研究の方法 

（1）TDP-43 と FUS の関連について 

1）TDP-43 陽性封入体を有する孤発性 ALS 

(SALS) 12例(ALS-TDP)のホルマリン固定パラ

フィン包埋 3μ厚の脊髄ミラー切片を用いる。

一方を抗リン酸化 TDP-43 (pTDP-43)抗体で、

もう一方を抗FUS抗体を用いて免疫染色を施

行する。神経細胞を pTDP-43 の染色性によっ

て A）異常集積を認めないもの、B）細胞質内

に顆粒状に染色性がみられるもの、C）

skein-like inclusionを有するもの、D）round 

inclusion を有するものの 4つに分類し、そ

れぞれの神経細胞におけるFUSの局在を検討

する。 

2）FUS 陽性封入体を有する高齢発症の SALS1

例および家族性 ALS（FALS）3例（FUS P525L

変異 1例、FUS R521C 変異 2例）の計 4例の

ホルマリン固定パラフィン包埋 5μ厚の脊髄

切片を用いる（ALS-FUS）。これらに対して非

リン酸化TDP-43抗体と抗FUS抗体を用いて2

重免疫染色を施行する。発色には TDP-43 を

DAB，FUS には VIP を用いて同一神経細胞にお

けるそれぞれの局在を検討する。 

 

（2）ALS 神経細胞内での ELP3 

コントロール 3 例、SALS10 例の脊髄、黒質、

小脳、海馬のホルマリン固定パラフィン包埋

ブロックから 5μ厚切片と 3μ厚のミラー切

片を作製し、10 種類の ELP3 の各部位を認識

する抗 ELP3 抗体を用いて SAB 法で免疫組織

染色を施行する。抗 ELP3 抗体で細胞質内の

封入体が陽性に染色された場合、さらにミラ

ー切片を用いて神経細胞内封入体を抗リン

酸化 TDP-43 抗体と抗 ELP3 抗体を用いて同一

細胞内での陽性率の頻度、染色性の違いを検

討する。適切な切片に対して蛍光 2重染色で

のそれぞれの共存の有無を確認する。 



（3）ALS 神経細胞内の BTBD10 

SALS および FALS のホルマリン固定パラフィ

ン包埋切片を用いて BTBD10 に対する抗体を

用いて免疫組織染色を施行し、運動神経細胞

での BTBD10 の染色性を検討する。さらに染

色性の低下した細胞がみられる場合、TDP-43

陽性封入体との関連をミラー切片、蛍光 2重

染色を施行し検討する。 

 

４．研究成果 

（1）TDP-43 と FUS の関連について 

1）A) pTDP-43 陽性所見が認められない 42

個の神経細胞全てでFUSの染色性は核に認め

られた（図 1 a1, a2）。B) 微細顆粒状の

pTDP-43陽性封入体を有する神経細胞40個の

うち 6個で FUSの核に対する染色性が失われ

ていた（図 1，b1, b2）．C) skein-like 

inclusion を有する神経細胞では FUS の核に

対する染色性が保たれたものが 4個、染色性

が失われていたものが9個認められた（図1，

c1, c2）．TDP-43 と FUS との共存が認められ

た細胞は 1個のみ

であった。D) round 

inclusion を有す

る神経細胞9個中4

個で核の染色性が

失われていた。 

図 1 

2）ALS-FUS での TDP-43 の局在 

細胞質内には TDP-43 陽性の異常所見は見ら

ない。さらにFUS陽性封入体を有していても，

その核はすべて TDP-43 抗体で明瞭に染色さ

れた（図 2）。 

図 2 紫； FUS抗体、

茶； TDP-43 抗体 

 

この結果から、TDP-43 と FUS が封入体内で共

存するとはいえないが、pTDP-43 の染色で異

常を認める神経細胞で正常のFUSの核への染

色性が失われている細胞も認められたこと

から TDP-43 の異常が FUS の局在に影響を及

ぼしていることが考えられた。一方，ALS-FUS

では細胞質内にFUS陽性封入体が存在してい

ても，TDP-43 の染色性はすべて核に認められ

ており、FUS 陽性封入体の形成に TDP-43 の関

与はないものと考えられた． 

 

（2）ALS 神経細胞内での ELP3 

コントロール例では ELP3 の染色性は主に細

胞質にびまん性に認められ、軽度核にも陽性

所見が認められた。TDP-43 陽性封入体を有す

る孤発性 ALS では 10 種類の ELP3 抗体うち C

末を認識する3種の抗体で前角細胞内にELP3

陽性の封入体が認められた。封入体は円形、

糸くず状、円の周辺のみなど様々な形態のも

のが認められた。グリア細胞には陽性所見は

みられず、ブニナ小体はELP3陰性であった。

ELP3 と TDP-43 の染色性の関連では非リン酸

化 TDP-43 抗体の染色性が核に認められる正

常の神経細胞では ELP3 抗体の染色性はコン

トロール例と同様に主に細胞質に認められ、

封入体形成は見られなかった。リン酸化

TDP-43 抗体と ELP3 抗体を用いたミラー切片

による検討ではリン酸化 TDP-43 抗体で細胞

質内に顆粒状に染色性される陽性構造物は

ELP3 抗体では染色されなかったが（図 3 a1, 

a2）、一方で凝縮したものは、ELP3 抗体で陽

性であった（図 3 b1, b2 矢印）。また、糸

くず状のリン酸化 TDP-43 陽性構造物はやは

り ELP3 陽性であったが、リン酸化 TDP-43 陽

性のグリア細

胞内封入体は

ELP3 では染色

されなかった。 

 

 図 3 

これらの結果は ALS10 例中 7例で認められた。

このうちの 3 例では TDP-43 陽性封入体は運

動ニューロンを超えて広範に存在しており、

この 3 例について非運動ニューロン内の



TDP-43 陽性封入体が ELP3 抗体で染色される

かについて検討した。その結果、それぞれ黒

質、海馬歯状回顆粒細胞、小脳歯状核には

TDP-43 陽性封入体が認められたが、連続切片

に対する ELP3 C 末抗体による染色では陽性

所見は認められなかった（図 4）。 

 

図 4  

ELP3 は TDP-43 同様に RNA 代謝に関連する蛋

白であり、ALS の病因として近年注目されて

いるRNA代謝異常をさらに強く示唆する所見

であると考えた。また、今回の検討では用い

た 10種類の ELP3 抗体のうち C末を認識する

抗体でのみ封入体は染色され、これら封入体

に含有されるのは ELP3 の断片化など何か修

飾を受けたものである可能性が考えられた。 

 一方で TDP-43 陽性封入体が非運動ニュー

ロンにも広がるのに対して、黒質、海馬歯状

回顆粒細胞、小脳歯状核でみられる TDP-43

陽性封入体は ELP3 抗体に対して陰性であっ

た。このことは ELP3 が運動ニューロン特異

的に封入体形成に関与する可能性が有るこ

とを示していると考えられた。 

 

（3）ALS 神経細胞内の BTBD10 

BTBD10の発現が低下した神経細胞ではTDP-43

の局在に異常をきたし、Golgi装置の微細化が

生じていることを見いだし、論文発表した。 
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