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研究成果の概要（和文）：神経特異的プロモーターを使用し，その下流にLoxP 配列で挟んだ赤色蛍光色素であるdsRed
 cDNAとTDP-43 cDNA を挿入したトランスジェニックマウスを作製した。マウス大脳皮質の神経細胞と脊髄前角の運動
神経細胞に赤色蛍光色素の発現が見られた。VAChT-Creトランスジェニックマウスと交配し，運動神経細胞へTDP-43を
過剰発現を期待したが，発現は不十分で神経細胞死は認めなかった。
正常型・変異型TDP-43cDNAを組み込んだAAV1ウィルスを作製し，マウス腰髄に注入すると運動神経細胞死が起こり，一
側下肢の麻痺を呈し，筋萎縮性側索硬化症のモデルとなると考えた。

研究成果の概要（英文）：TDP-43 was identified as the major protein component of the aggregations in the 
affected neurons of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) patients.We generated the transgenic mice with 
loxP-dsRed-loxP-TDP-43 under the control of Thy-1.This mouse expressed dsRed in neurons of brain and 
spinal cord.Then we crossed this mouse with VAcht-Cre mouse, which expressed Cre in motor neurons. We 
expected the motor neuron deaths in the spinal cords of these double transgenic mice to use as the ALS 
model. These double transgenic mice did not expressed the paralysis, because the insufficiency of TDP-43 
protein level.
We used adeno-associated virus (AAV) vectors to overexpress the TDP-43 in the mice motor neurons. 
TDP-43-WT and TDP-43-A315T mice showed muscle weakness of the left hindlimb from 2 weeks of injection. We 
may use these mice as ALS model.

研究分野： 筋萎縮性側索硬化症の病態解明
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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 3-5 年の経

過で四肢体幹の筋萎縮・球麻痺・呼吸筋麻痺
が進行し死にいたる運動神経変性疾患であ
る。運動ニューロンの細胞死がなぜ起こるの
か充分には明らかにされておらず，有効な治
療法は未だ確立していない。治療法の確立に
はモデル動物が必要で，遺伝性 ALS のモデル
としては変異型 SOD1 遺伝子を導入したトラ
ンスジェニック動物が確立されているが，
ALS患者の 90％以上を占める孤発性 ALSのモ
デルは確立されていない。2006 年，孤発性
ALS 患者の脳・脊髄運動ニューロンの細胞質
に沈着する物質として TDP-43 タンパクが同
定された。TDP-43 は元々細胞の核に存在する
タンパクであるが，孤発性 ALS および前頭側
頭型認知症の患者においては神経細胞の細
胞質にリン酸化されて局在することが分か
ってきた。その後，TDP-43 遺伝子異常のある
遺伝性 ALS の家系が発見され，TDP-43 は ALS
の原因タンパクとして注目を集めている。 
 

２．研究の目的 
(1) 患者の大多数を占める孤発性ALSの患者
の病態を反映したモデルマウスを新たに確
立し，病態の解明および，今後の治療薬研究
に役立てることが目的である。モデルは 2通
りの方法で作成する。一つは運動ニューロン
に特異的に発現するプロモーターの下流に
TDP-43 遺伝子を配置し，運動ニューロンに
TDP-43 が過剰発現するトランスジェニック
マウスを作成する。 
(2) ALS は一部位の症状（片側の手の筋萎縮
など）で発症し，全身に筋萎縮が進行する病
気であるが，これまでは原因遺伝子のトラン
スジェニックマウス，ノックアウトマウスな
ど最初から全身の運動神経ニューロンを障
害するモデルが作成されてきた。この研究で
は，アデノ随伴ウイルス(AAV)を使用し，
TDP-43 が一部のニューロンにのみ過剰発現
するモデルを作成し，運動ニューロン障害の
伝播についても解析する。 
 

３．研究の方法 
(1) 神経細胞に蛋白の発現を誘導する，
Thy-1プロモーターの下流に，LoxP 配列で赤
色蛍光色素のcDNAを挟み込み，さらに正常型
および変異型TDP-43 cDNAを挿入したプラス
ミドDNAを作成する。作成したDNAからトラン
スジェニックマウス（LoxPdsRed-TDP43）を
作製する。トランスジェニックマウスの作製
は北里大学医学部遺伝子高次機能解析セン
ターの実験動物施設で行った。作成したトラ
ンスジェニックマウスは，尾からDNAを抽出
し，PCR法にて遺伝子の導入を確認した。そ
の後，大脳・脊髄を抽出し，ウェスタンブロ

ット法で赤色蛍光色素蛋白の発現を確認し
た。また，大脳・脊髄を4% パラフォルムア
ルデヒドで固定し，組織学的に神経細胞への
赤色蛍光色素蛋白の発現を確認した。続いて
VAChT-Creマウス（Misawa H et al. Genesis 
2003）を交配した。。VAChT-Creマウスは，
運動ニューロンに特異的にCreタンパクが発
現 す る マ ウ ス で あ る 。 作 製 し た
LoxPdsRed-TDP43トランスジェニックマウス
はVAChT-Creマウスと交配することでLoxP配
列に挟まれた赤色蛍光色素cDNAがはずれ，
TDP-43タンパクが過剰発現する仕組みであ
る。つまり交配により運動ニューロン特異的
にTDP-43の過剰発現が認められると考えら
れる。海外ですでにTDP43発現トランスジェ
ニックマウスの作製が発表されているが，発
現が過剰で若いうちに死んだり，発症しなか
ったり治療薬開発の良いモデルはまだ開発
されていないため海外とは異なったアプロ
ーチでモデルマウスを作製した。 
 
(2) AAV プラスミドベクターに正常型
TDP-43(TDP-43WT), 変 異 型 TDP-43
（TDP-43A315T），C末端TDP-43（TDP-43CTF）の
cDNAを組み込み，プラスミドベクターの作製
を行った。作製したプラスミドベクターから
AAVウィルスを精製し力価を測定する。AAV
の作製はこれまでAAVの作製経験がある研究
員 の 仁 平 （ Adeno-associated viral 
vector-mediated gene transduction in 
mesencephalic slice culture. J Neurosci 
Methods. 2011） が行った。また，大学院生
の川浪が研究代表者の指導で研究の一部を
行った。 

作製したAAVはガラスマイクロピペット
を用いて片側腰髄の前角に注入した。方法は，
マウスの背側から皮切を行い，実体顕微鏡下
で腰椎を一部除去し脊髄を露出した。ガラス
マイクロピペットを脊髄前角まで進め，マイ
クロインジェクターを用いて1μlのAAV溶液
を注入した。コントロールとしてAAV-GFPを
用いたが，脊髄神経細胞に効率よく感染し，
細胞体・軸索・樹状突起に緑色蛍光蛋白を発
現した。TDP-43を組み込んだAAVにより腰髄
の脊髄前角の運動ニューロンにTDP-43タン
パクが過剰に発現し細胞死が起こり，一側下
肢の麻痺が生じたため，ロタロッドなどを用
いて運動機能を評価した。また2,4,8,12週後
に4% パラフォルムアルデヒドを用いて潅流
固定し，脳・脊髄組織を摘出して病理解析を
行った。病理解析では蛋白の過剰発現による
ニューロンの神経変性の経過について検証
した。 
 
４．研究成果 
(1) 神経特異的Thy-1プロモーターを使用し，



その下流に LoxP 配列で挟んだ赤色蛍光色素
である dsRed cDNA と TDP-43 cDNA を挿入し
たトランスジェニックマウスを作製した。作
成したトランスジェニックマウスは，尾から
DNA を抽出し，PCR 法にて遺伝子の導入を
確認し，3 系統を樹立した。作成したマウス

大脳・脊髄を 4% 
パラフォルムアル
デヒドで固定し，
組織学的に解析し
たところ，大脳皮
質（左図上段）の
神経細胞と脊髄の
皮質脊髄路および
前角の運動神経細
胞（左図下段）に
赤色蛍光色素蛋白
の発現を確認した。
続いてこの作成し
たトランスジェニ

ックマウスとVAChT-Creトランスジェニック
マウスを交配し，運動神経細胞へ TDP-43 蛋
白の過剰発現を期待したが，発現は不十分で
神経細胞死は認めなかった。 
 
(2) 正 常 型 TDP-43(TDP-43WT), 変 異 型
TDP-43（TDP-43A315T），C末端TDP-43（TDP-43CTF）
cDNA を組み込んだアデノ随伴ウィルス（AAV）
を作製した（下図）。 

精製したAAVをガラスマイクロピペットを用
いて片側腰髄の前角に注入した。AAV は in 
vivo で 7-10 日後に蛋白発現を来すため，2

週間後から AAV を
注入したマウスを
4% パラフォルム
アルデヒドで固定
し，脊髄組織を取
り出した。脊髄は
クライオスタット
で薄切後，免疫染
色し，脊髄前角の
運動神経細胞に
TDP-43 蛋白の発現
を 確 認 し た 。
TDP-43WT 蛋白は主
に核内（左図上段）
に，TDP-43A315T蛋白
は核と細胞質（左
図 中 段 ） に ，
TDP-43CTF 蛋白は主
に細胞質（左図下

段）に発現が認められた。TDP-43 の過剰発現
ではマウスの運動神経細胞
死が起こり，一側下肢の麻
痺（左図）が出現した。細
胞死は核内に発現が認めら
れた，正常型 TDP43 および
A315T-TDP43 で急速に起こ
り，一方 TDP43-C 末端断片は
細胞質に発現が認められ，細
胞変性は緩徐に起こった。正

常型・変異型 TDP-43cDNA を組み込んだ AAV1
ウィルスを作製し，マウス腰髄に注入すると
運動神経細胞死が起こり，一側下肢の麻痺を
呈し，筋萎縮性側索硬化症のモデルとなると
考えた。 
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