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研究成果の概要（和文）：我々は以前に筋萎縮性側索硬化症の原因蛋白質であるTDP-43の2つのRNA認識部位
（RRM1とRRM2）内の配列を抗原とし、異所性局在型や凝集体形成型のTDP-43のみを認識する抗体を作出した。本
研究ではこれらの抗体を用いて、TDP-43凝集体の形成を阻止する低分子化合物の同定や一本鎖抗体（scFv）を作
製し細胞内のTDP-43凝集体の除去効果を検証した。RRM1抗体を用いた競合ELISA法によってTDP-43の異常会合界
面に結合し凝集体形成を阻止する化合物を同定した。RRM2を抗原とし蛋白質分解シグナルを持つscFvはTDP-43凝
集体と特異的に結合し分解促進し細胞死を抑える成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Using our original antibodies against TDP-43, a pathogenic protein for 
amyotrophic lateral sclerosis, we tested their utility as a tool for high throughput drug screening,
 and as a specific scavenger of pathogenic TDP-43 aggregates in cells. 
For high throughput screening, a polyclonal antibody against dimer interface residues in RRM1 
domain, was used in the competitive ELISA, in which molecules which prevents antibody binding with 
TDP-43 were screening as a hit molecules.Screening worked and several hits were picked up, which 
interacted dimer interface and efficiently prevents aggregate formation in the transfected culture 
cells. 
To eliminate intracellular TDP-43 aggregates, several types of single chain fragment of variant 
(scFV) containing proteolysis signals, were generated. These scFv were transfected with normal or 
aggregate-prone TDP-43. It was shown that our scFv was a promising tool to eliminate misfolded and 
pathogenic TDP-43 in ALS.      

研究分野： 神経変性疾患
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１．研究開始当初の背景 
筋萎縮性側索硬化症(ALS)は体制運動ニュー
ロン系の系統変性により、全身の随意筋群の
進行性萎縮と筋力低下を主徴とする神経変
性疾患であり、発症後は 3－5 年で呼吸筋麻
痺にいたる致死性疾患である。1869 年に
Jean-Martin Charcot が 2 名の ALS 症例を
記載して以降、孤発性 ALS の原因は長らく
不明であった、2006 年に TAR DNA-binding 
protein-43kDa(TDP-43)は孤発性筋萎縮性側
索硬化症(ALS)の病態関連蛋白質として同定
された。細胞質への異所性局在、核内外にお
ける RNA との反応、リン酸化や封入体形成
など多くの形態・機能異常が明らかにされて
きたが、分子基盤である TDP-43 生理的構造
からの逸脱機構については不明であった。 
我々は高圧力 NMR 解析と質量解析によっ

て RRM1 配列の脆弱配列を同定しその異常
会合が TDP-43 ミスフォールディングを惹起
すること、会合面に存在するシステイン残基
の修飾が TDP-43 プロテイノパチーの多くの
特徴を再現することを初めて明らかにした
（Shodai, JBC 2013）。さらに、これまでに
TDP-43 の機能ドメインである RRM1,2 を高
圧力 NMR による構造解析や既報の結晶解析
の結果から得られる作業仮説に基づき、構造
と機能維持に重要な分子内配列の同定に成
功した (Shodai, Plos ONE 2012; Shodai 
JBC 2013)。つまり RRM1 においては第 4-5
βシート部位が異常会合することにより
TDP-43のALS病理と機能異常を再現するこ
と、RRM2 においては核外脱出シグナル
（NES）内の酸性アミノ酸（Glu246、
Asp247）が細胞内封入体や異所性局在等の病
的状態で分子表面に露出し、微小環境の変化
によって機能喪失型オリゴマーが形成され
るという知見である。これは RRM1 の異常会
合を阻止することが TDP-43 プロテイノパチ
ーの進展を抑制し、さらに RRM2 の表面露出
配列は細胞内の分子標的の対象となると同
時に、TDP-43 の異所性局在や異常構造体の
診断プローブの開発に有用である可能性を
示唆するものである。 
我々は RRM1、RRM2 とも当該部位を認識

する抗体の作製に成功しており、特に後者は
正常 TDP-43 とは反応しないモノクローナル
抗体を作出した。 
こうした凝集体モデル、病原構造特異認識

抗体は、凝集体合成阻止を目指した治療法開
発、TDP-43 の異常構造を早期に捉え、来る
先制に重要な早期診断薬開発の素地となる
ものである。 
 
２．研究の目的 
本研究の主な目的は上記の抗体を用いて、

TDP-43 蛋白質の RRM ドメインで我々が同
定したいくつかの分子内配列に結合する低
分子の TDP-43 プロテイノパチーの治療、診
断薬の開発に有用か否かを明らかし、さらに

ミスフォールド TDP-43 を特異的に認識する
モノクローナル抗体 3B12A の小型細胞内抗
体（intrabody, nanobody）の開発、治療効果
の検討を既存のシステムで検証し、さらに
我々の提唱する TDP-43 プロテイノパチーモ
デルを用いて新規のモデル動物の確立を目
指す。 
 
３．研究の方法 
1) 競合 ELISA 法を用いた病原構造エピトー
プに結合する低分子化合物スクリーンング
RRM1 は５つの βシート構造を有し、４番目
（β4）と５番目（β5）が逆並行性 β シートを
形成する。さらに我々は RRM1 が C173 と
C175 の分子内ジスルフィド結合によってコ
ンフォメーションが維持されていることを
見出し、この分子内ジスルフィド結合の破綻
は容易にRRM1分子間のβ会合による異常な
二量体を形成する(Shodai, JBC 2012)。その
異常会合界面（図の core c）の結合物質は異
常な二量体形成を抑制する可能性がある。 
 

 
図 1.RRM1ドメインの分子内病原配列(Shodai, JBC 2013) 

 
我々は大腸菌由来の組換え RRM1 蛋白質を
コートした ELISA プレートに対し、core c
に対する抗体を反応させる際に、薬 1000 種
類の化合物を有する市販の低分子ライブラ
リー（Sigma LOPAC）由来の化合物を同時
に加え、抗体反応を阻害するものを探索した。
次に同定された化合物を、全長 TDP-43 の
RRM1 ドメイのシステイン残基をセリン残
基に置換させた易凝集形成型 TDP-43 を遺伝
子導入した HEK293A 細胞の培養培地に加
え、凝集体形成が抑制されるか否かを検討し
た。さらに凝集体を形成した化合物を in 
silico 解析によって RRM1 分子との結合部位
を探索した。 
2) 3B12A 自己分解型一本鎖抗体（single 
chain variable fragment; scFv ）作製と
TDP-43 凝集体分解効果の検証 
3B12A 抗体の抗原と結合する可変領域 (Fv) 
配列をクローニングし、低分子の一本鎖抗体 
(single chain of Fv；scFv) の発現配列を得て、
これを哺乳細胞発現ベクターに組み込みこ
むことで、ミスフォールド型 TDP-43 に対す
る細胞内抗体 (intrabody) を作成した。 



細胞質型、凝集体型 TDP-43 との特異的結合
を確認したのち、scFv にさらにシャペロン介
在性オートファジーシグナル(CMA)を付与
したもので、細胞質凝集型 TDP-43（NLS 変
異 C173S/C175S）を発現するプラスミドを
培養細胞内に共発現させ凝集体減少と細胞
死抑制効果を in vitro で確認した。さらに妊
娠 15 日齢のマウス胎仔を含む子宮を母体の
吸入麻酔下に取り出し、脳室内に電気穿孔法
を用いて TDP-43（野生型、凝集体形成型）, 
3B12A CMA-scFv あるいはベクタコントロ
ール、さらに遺伝子導入コントロールとして
mCherry を導入し 3 日後に胎仔を取り出し、
脳切片の免疫染色を行った。一部のマウスは
生後 21 日まで生育させ、脳の初期発生に対
する影響の有無を調べた。 

図 2 3B12A scFv の重鎖（VH）と軽鎖（VL）の遺伝子、アミ

ノ酸配列（a）ドメインマップ(b).  
 
3) 神経特異的に TDP-43細胞質凝集体を形成
する遺伝子改変マウスの作出 
孤発性 ALSのモデルマウスの作出を目的とし、
多くの遺伝子改変マウスが報告されてきた
が、臨床所見と神経病理所見を忠実に再現す
るマウスは存在しない。我々は既に発見した
TDP-43 の RRM1 ドメインのシステインの置換
によって ALS様凝集体を形成するコンストラ
クト（C173S/C175S TDP-43）を用いて、神経
細胞に孤発性 ALSモデルマウスの作製を試み
た。 
ヒ ト Synapsin1 プ ロ モ ー タ ー 下 に
C173S/C175S TDP-43 の cDNA を連結したプラ
スミドを作出。遺伝子導入実験によって神経
系の不死化細胞や、マウス初代培養神経細胞
で発現することを確認し、C57/B6 マウスの受
精卵にマイクロインジェクションした。PCR
による Genotyping陽性の産仔を解析し、mRNA
と蛋白質発現、ロタロッド、体重、握力を評
価し、脳脊髄切片の免疫組織解析を行った。 
 
４．研究成果 
1) 競合 ELISA 法を用いた病原構造エピトー
プに結合する低分子化合物スクリーンング 
競合 ELISA 試験において RRM1 の二量体会合
界面配列への抗体結合を阻害する化合物と
して初回スクリーニングで１３種類、全長

TDP-43 と反応し, RRM2, SOD1 蛋白質とは反
応せず、１次抗体として抗 RRM2 抗体や SOD1
抗体の反応を阻害しない化合物を選抜する
た め の ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ で ５ 種 類
（ Calmidazolium chloride, Tamoxifen ，
JNJ-40418677 ， Gossypol ， Sanguinarine 
chloride）に絞り込んだ。興味深いことにこ
れらはいずれも、Huntington 病などの神経変
性疾患やアミロイド β 蛋白質の凝集阻害薬と 

図 3 （上段）RRM1-1 抗体を用いた競合 ELISA 所見。RRM1 と

FL-TDP43をコートしたプレートにおける RRM1-1抗体の反応阻害

（透明）をした分子がヒット化合物。（下段）ヒット化合物を用

いた、TDP-43 凝集体形成を阻害効果。 

 
して報告されているものが含まれていた。 
特に JNJ-40418677 は、培養細胞の MTT アッ
セイでは、凝集体形成阻害効果を認めた濃度
（5µM）で明らかな毒性を認めなかった。さ
らに徳島大学先端酵素学研究所 加藤裕介
先生と共同研究による in silico 解析による
ドッキングデータでは core c をカバーする
poseが得られた。 

図４  in silico ドッキング解析。ヒット化合物のうち

JNJ-40418677 は RRM1 の異常会合界面と結合する。 

 
一方 3B12A抗体を用いた競合 ELISA試験では
ヒット化合物は得られなかった。 



 
2) 3B12A 自己分解型一本鎖抗体（single 
chain variable fragment; scFv ）作製と
TDP-43 凝集体分解効果の検証 
様々な 
TDP-43-FLAG(野生型、各移行シグナル変異型
(mNLS)、核内凝集体形成型、細胞質凝集体形
成型)と 3B12A scFv-Mycを HEK293A細胞に共
発現させ、固定後に免疫二重蛍光染色を行っ
たところ、HEK293A に発現した intrabody は
ミスフォールド型 TDP-43 の封入体と共局在
し て お り 、 さ ら に 免 疫 沈 降 法 に よ り
intrabodyが野生型 TDP-43ではなくミスフォ
ールド型 TDP-43と結合することが示された。 
さらに Myc抗体の結合性を評価するサンドイ
ッチ ELISA法にて評価したところ、免疫二重
染色、免疫沈降同様に mNLS, 凝集体型のみ強
い反応性を示した。これらの結果から、細胞
内環境において intrabodyがミスフォールド
型 TDP-43 に対して結合能を有することが示
唆された。 

 
図 5 #3B12A scFv の抗原特異的結合性。（上段）免疫蛍光法。

TDP-43-FLAGと 3B12A scFv-Mycを HEK293A細胞に遺伝子導入し、

抗 FLAG 抗体（赤）、抗 Myc 抗体（緑）で二重染色を行った。(下

段)抗 Myc 抗体を用いた免疫沈降法による特異的結合の確認。 

 
次にミスフォールド型 TDP-43 に対する
intrabody の分解・除去効果を検証した。ま
ず intrabodyが全長抗体同様、ミスフォール
ド型 TDP-43 に対する特異的結合性を生細胞
内でも保持しているかを確認した。 
HEK293Aに発現させた TDP-43に対する特異

的な蛍光リガンドを用いて chase assay を行
った結果、intrabodyは野生型 TDP-43 の分解
には影響を与えず、ミスフォールド型 TDP-43
を分解し、発現を有意に減少させた。さらに
time lapse imaging で intrabody による
TDP-43の封入体の変化を観察した結果、ミス
フォールド型 TDP-43 による細胞質封入体の
個数やサイズが intrabodyによって経時的に
抑制され、さらに細胞死も有意に抑制された。
これらの結果から、intrabody がミスフォー
ルド型 TDP-43 を分解・除去する作用を有す
ることが示された。 
さらに neuro2a に発現させた TDP-43 による
cytotoxicity assay および cell viability 

assay を行ったところ、ミスフォールド型
TDP-43 によって誘導された細胞毒性や細胞
死が、intrabody によっていずれも有意に抑
制される結果が得られた。このことから、神
経系培養細胞において intrabodyがミスフォ
ールド型 TDP-43 による細胞毒性を緩和し、
その結果、細胞生存率を上昇させることが立
証された 

図 6 Halo タグを用いた Pulse-chase アッセイ。TDP-43-Halo と

3B12A scFv を HEK293 細胞に遺伝子導入後、30 分間蛍光リガンド

を培養培地内に投与。0, 12, 24 時間後に細胞ライセートを回収

し細胞内に残存する TDP-43 を定量した。 

 
図 7 time-lapse 顕微鏡を用いた 3B12A scFv の TDP-43 凝集体減

少効果と細胞毒性の検証。  

 
 
2) 子宮内電気穿孔法によって胎仔脳に
TDP-43の細胞質封入体が形成され、それらは
リン酸化と K48にてユビキチン化されている
ことを確認した。さらに CMA-scFv の共発現
によって、凝集体のみ著明に減少し、野生型
TDP-43は全く影響を受けなかった。CMA-scFv
の初期発生、出生後の脳に持続発現させた影
響を検討したところ、生後 21 日目のマウス
は正常に離乳、発育し、行動学的に異常を認
めなかった。灌流固定後、神経マーカー、ミ
クログリアマーカー、アストロサイトマーカ
ーである NeuN, Iba1, GFAP による免疫染色
で scFv による神経細胞死や明らかなグリオ
ーシスは確認されなかった。 



図 8 妊娠 13 日目のマウスを麻酔、子宮内胎児脳室に凝集型あ

るいは野生型 TDP-43-EGFP と 3B12A scFv 遺伝子、内部標準とし

て mCherry 遺伝子を子宮内電気穿孔法を用いて導入し、16 日後

に胎児脳を固定、抗 GFP 抗体、抗 Myc 抗体を用いて染色。蛍光強

度を定量した。   
 
3) 神経特異的に TDP-43細胞質凝集体を形成
する遺伝子改変マウスの作出 
細胞質に TDP-43の異常封入体を形成する遺

伝子を発現する新たな ALSモデルマウスを作
出し P0 世代を得､表現系の解析を行ったが､
目的蛋白質が運動ニューロンで十分に発現
しておらず表現型も得られなかった｡この理
由としてニューロンでの恒常的な凝集体発 
現の毒性が強く胎生致死となったためと考
えている｡ 
 
考察 
１）RRM1と同ドメインの二量体会合界面を認
識する抗体反応との反応を阻害する物質を
ヒット化合物とする、我々の競合 ELISA戦略
は効率の良いスクリーニングであり、実際ヒ
ット化合物はアルツハイマー病やハンチン
トン病の治療薬候補として報告されたもの
が多かった。RRM2蛋白に対する結合阻害化合
物は同定し得なかったが、３B12A抗体の結合
阻害物質は脳内 TDP-43 凝集体診断に有用な
プローブとなる可能性もあり、RRM1、RRM2と
もに今後さらに多くのライブラリーをスク
リーニングし、候補物質の探索を進める。 
 
２）scFvに CMAを付与させた自己分解型細胞
内抗体が、凝集体との結合によって Hsp70 を
誘導して、凝集体をリフォールドさせ、さら
に分解効率を上げることが示唆された。さら
に子宮内電気穿孔法による胎児脳での凝集
体除去効果は in vivo においてもこの scFv
が有効であることを示している。今回ニュー
ロン特異的に細胞質凝集体を発現する遺伝
子改変マウスの作製を試みたが、症状、病理
とも ALSを再現するマウスは得られなかった。
今後はテトラサイクリンによって発現制御
が可能はダブルトランスジェニックマウス
の作製を進め、今回同定された低分子やアデ
ノ関連ウイルスベクターによる細胞内抗体
の作製と効果についての検証を進める予定
である。 
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