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研究成果の概要（和文）： 

 TDP-43は孤発性ALS患者の運動ニューロンにおける異常凝集体の主要構成成分として発見さ

れた．我々はヒト野生型 TDP-43 の発現 AAVベクターをカニクイザル脊髄に直接注入する実験系

を構築し，臨床的に進行性の筋力低下と筋萎縮を呈し，病理学的には TDP-43の核染色低下と細

胞質異常局在を示し，患者同様の病態を再現することに成功した．TDP-43 の細胞質異常局在は

早期または症状出現前に生じており，後期では細胞死に至っていたことから，α運動ニューロ

ン変性との関連が示唆された．このモデルは孤発性 ALS の病態解明のためのよきツールとなり

得る． 
 
研究成果の概要（英文）： 
TDP-43 was found to be a major component of abnormal  aggregation in the   

motoneuron in sporadic ALS. We injected an AAV vector expressing human wild-type 

TDP-43 to the spinal cord in non-human primate, cynomolgus. These monkeys developed 

progressive motor weakness and muscle atrophy. They also showed regional cytoplasmic 

TDP-43 mislocalization with loss of nuclear TDP-43 staining, reminiscent of the spinal cord 

pathology of patients with ALS. TDP-43 mislocalization was an early or presymptomatic 

event and was later associated with neuron loss. These findings suggest that TDP-43 

mislocalization leads to alpha-motoneuron degeneration. This model can privide 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タンパク質凝集体の主
成分として核タンパクである TDP-43 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の TDP-43 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
（下図），孤発性 ALS において TDP-43 タンパ
ク量の増加が孤発性ALSの本態に関与する可
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． 
 
 

２．研究の目的 
 カニクイザルの頸髄前角にアデノ随伴ウ
イルスベクターで野生型 TDP-43 を過剰発現
させることにより，進行性の前肢運動麻痺と，
TDP-43 の細胞質への異常局在と凝集体形成
および核の染色性低下という孤発性ALS類似
の病理変化の再現に成功した．一方，TDP-43
の発現は前角細胞の約 70％は本来の核に局
在するが，その当該分節の骨格筋は完全麻痺
となり，運動神経軸索の興奮性は電気生理学
的に消失していることから，野生型 TDP-43
の核での過剰発現により運動神経軸索障害
がおこり得るという新規の作業仮説を立て
た．本研究では，この孤発性 ALS モデルサル
を確立し，孤発性 ALS の TDP-43 病態の本質
を明らかにすることを目的とする． 
 

３．研究の方法 

１）TDP-43 過剰発現による ALS サルモデルの
確立（木村，内原，横田）：発現ベクターの
投与量を調節（1ｘ10E11，5ｘ10E11）や，各
種血清型（AAV1，2，8，9）の選択により運
動麻痺の進行がより緩徐な実際の患者病態
に類似した孤発性 ALS モデル作製を行う．ま
た，AAV はアフィニティーカラムやゲル濾過
HPLC を用いたベクターの精製の最適化を行
う． 
 カニクイザル4頭に対して麻酔下に椎弓切
除術を行い，第 6頚髄の利き手側の前角細胞
付近に Flag で標識したヒト野生型 TDP-43発
現 AAV1 ベクター(3-10 x 1012vg/ml, 5µl)を
注入した（下図 a）．また，このサルにとって
外因性の野生型ヒト TDP-43 が脊髄内でどの
ように拡がっているかを確認する目的で，同

様の手法を用い，Flag で標識したヒト野生型
TDP-43発現 IRES-hrGFP AAV1ベクターを注入
する（下図b）．行動解析，電気生理学的検査
を行い，注入 2-4 週後に解剖し，病理組織検
査，Western-blot 解析を行う． 

３）核内 TDP-43 毒性の機序の検討（漆谷，

横田）：TDP-43 の局在変化と神経細胞死との
関連において，TDP-43 の核外脱出が ALS の病
態生理にいかなる影響をもたらすかを検討
するため，核移行シグナルを変異させた
TDP-43(NLS 82-83 LQ 変異体)を構築し，培養
細胞で TDP-43 が細胞質のみに発現すること
を確認する．さらに加えて核脱出シグナル
（NES：248-250 L/IL）も変異させた TDP-43
発現 AAV ベクターを作製し，培養細胞および
ラット脊髄前角細胞にてその TDP-43 局在変
化を検証する． 
４）TDP-43 過剰発現による運動軸索膜興奮性
障害の病態生理を検索（桑原）：1990 年代後
半に英国国立神経研究所の Hugh Bostock 教
授と共同研究者である桑原博士により開発
された軸索興奮性測定法は，非侵襲的にイオ
ンチャネル機能を測定する画期的手法であ
る．桑原博士はこれまでにこの方法を用いて
孤発性 ALS 患者において軸索K電流が低下し
ていること，および持続性 Na 電流が増加し
ていることを明らかにしてきた（Brain 2003, 
2006; Ann Neurol 2002, 2004）． 
 カニクイザルALSモデルでの正中神経手首
部の運動神経軸索において，持続性Na電流，
一過性 Na電流，fast K 電流，slow K 電流の
4 種のイオン電流を評価する測定方法を確立
する.  
５）強発光性変異体カイアシルシフェラーゼ
を利用したヒト髄液由来エクソソームの高
感度検出法の開発に向けた検討（樋口）：髄
液中のエクソソームを介した外因性 TDP-43
の中枢神経系伝播の可能性を考え，髄液中の
微量エクソソーム及び TDP-43 の定量系の構



築のため高感度ELISAアッセイ系を構築する． 
 
４．研究成果 
１）TDP-43 過剰発現による ALS サルモデルの
確立（木村，内原，横田）：左側頚髄に野生
型 TDP-43 を発現させたカニクイザルでは，2
週目より進行性の麻痺を呈し，対側にも僅か
な麻痺が及んだ．4週後のカニクイザルでは，
左前肢屈曲位，左手完全麻痺を呈し，骨格筋
MRI でも筋萎縮の進行を認めた（図 1）． 
 電気生理学的には，ベクター注入側前肢に
て，孤発性 ALS患者同様に遠位から始まる神
経原性変化を認めた．手関節部正中神経刺激
による短拇指外転筋(APB)の誘発筋複合電位
(CMAP)は進行性に低下し，4-8 週後には全例
で CMAP は全く導出されなくなった（図 2）． 

 病理組織学的には，脊髄前角のほぼすべて
の外側核群の神経細胞で TDP-43 の核から細
胞質への局在の変化を示し，経過進行ととも
に細胞は脱落し，萎縮した．一方，脊髄前角
の内側核群の大型神経細胞では TDP-43 の過
剰発現は核に限局して末期でも細胞脱落は

明瞭でなかった．外側核のα運動ニューロン
は上肢遠位の手内筋を支配する一方，内側核
α運動ニューロンは躯幹筋を支配すること
から，TDP-43 過剰発現の病態は運動ニューロ
ンに特異的で，α運動ニューロンの中でも上
肢遠位筋支配の神経細胞優位な TDP-43 病態
と機能異常を示した（図 3）． 
 さらに，Flag-TDP が注入部周辺の前角細胞
だけでなく，そこへ軸索を送っていると考え
られる Betz 巨細胞にも発現していることを
示した．外因性の Flag-TDP-43 は注入部位周
辺の前角細胞の核から細胞質へ局在するが，
更に Betz 細胞へこの変化が選択的に拡大し
ていることを初めて示した（図4）． 

 Western-blotの結果からは，外因性TDP-43
は内因性TDP-43よりも不溶性であり（図5A），
Triton可溶性分画に約30kDaの断片化は認め
られるものの，ALS 患者で見られるような C
末断片(CTF-25kDa)は認められなかった（図
5B ）．また，リン酸化は発症早期では認めら
れず，発症後 2週以降の後期から認められた
（図 6）．以上より，TDP-43 の断片化やユビ
キチン化は発症には必須でなく，リン酸化は 
後期のイベントであることを明らかにした． 



 ま た ， ヒ ト 野 生 型 TDP-43 発 現
AAV1-IRES-hrGFP ベクターの注入実験では，
注入側 C6 椎体レベルにおいて，局所では注
入部位から同心円状に GFP が拡がり，そのさ
らに外周に TDP-43 が拡がっており（図 7），
グリア細胞や神経細胞を介した TDP-43 の伝

播が示唆された．現在脊髄全体の拡がりにつ
いて解析中である． 
 
 
３）核内 TDP-43 毒性の機序の検討（漆谷，
横田）：核移行シグナルを変異させた
TDP-43(NLS 82-83 LQ 変異体)を構築し，培養
細胞で TDP-43 が細胞質のみに発現すること
を確認した（下図）．また核脱出シグナル
（NES：248-250 L/IL）も変異させた TDP-43
発現 AAV ベクターを作製し，培養細胞および
ラット脊髄前角細胞にてその TDP-43 局在変
化を検証した．さらに，ヒト神経細胞腫
（SHSY-5Y）において同様に野生型，核移行
シグナル，核脱出シグナルの変異型 TDP-43
をテトラサイクリンによって発現が誘導で
きる Tet-on システムを構築した． 
 
 

 
４）TDP-43 過剰発現による運動軸索膜興奮性
障害の病態生理を検索（桑原）：カニクイザ
ル ALS モデルにおいて，正中神経運動軸索で
閾値追跡法による興奮性測定を行い，ALS 患
者における所見と比較検討した．持続性 Na
電流，一過性 Na 電流，fast K 電流，slow K
電流の 4 種のイオン電流を評価し，ヒト ALS
患者で認められる軸索興奮特性の変化と類
似の変化である持続性 Na 電流の増加と fast 
K 電流・slow K電流の低下の所見が得られつ
つあり，脊髄にベクターを注入したことによ
る非特的変化であるかについて，注入と対側
の正中神経における所見と比較検討中であ
る．TDP-43 ベクターによる特異的変化である
ことが確認されれば，これらの結果は当実験
系のヒトALSの疾患モデルとしての妥当性を
支持する所見であると考えられる． 
 
５）強発光性変異体カイアシルシフェラーゼ
を利用したヒト髄液由来エクソソームの高



感度検出法の開発に向けた検討（樋口）：強
発光性カイアシルシフェラーゼ（GL）に着目
し，ALS 患者髄液中に微量に存在するエクソ
ソームを高感度かつ定量的に検出・測定する
技術開発を目的とする検討を行った．具体的
には，エクソソームの表面抗原分子に対する
ビオチン標識抗体と GL 融合ストレプトアビ
ジンを髄液中にて反応させた後，エクソソー
ム画分を精製し，精製エクソソーム画分中の
GL 活性を測定した． 

現段階では，精製エクソソーム画分に有意な
GL 活性は検出されておらず，表面抗原分子
抗体の適切な選択が必要と考えられる．本方
法によれば，より簡便で高感度なエクソソー
ム定量法を確立できるものと確信しており，
今後も引き続きアッセイ系の開発を進めた
い． 
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