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研究成果の概要（和文）：孤発性筋萎縮性側索硬化症の96連続剖検例を対象に、抗リン酸化TDP-43(pTDP-43)抗体を用
いて大脳皮質を免疫組織化学的に検討した。これらの症例は海馬歯状回顆粒細胞における陽性細胞質内封入体を欠く群
 (ALS-C: n = 63) とそれを有する群 (n = 33) に二分された。さらに、後者の33例は側頭葉新皮質における顆粒状、
点状の変性神経突起の多寡により2群(ALS-T/few DNs: n=22; ALS-T/many DNs: n = 11))に分類された。各群の臨床病
理所見を考慮すると、これら3群は個々にpTDP-43の脳内・細胞内局在が異なる独立した亜群であるとみなされた。

研究成果の概要（英文）：A nuclear protein,TDP-43, is the major pathological protein in ALS. We attempted 
to clarify the corticalpathology in cases of sporadic amyotrophic lateral sclerosis (ALS: n = 96) using 
an antibody specific to phosphorylated TDP-43 (pTDP-43). The cases were divided into two groups: those 
without pTDP-43-positive neuronal cytoplasmic inclusions in the hippocampal dentate granule cells 
(classical ALS: ALS-C, n = 63), and those with such inclusions (ALS with temporal lesions: ALS-T, n = 
33). Furthermore, the ALS-T cases were divided into two subgroups based on semi-quantitative estimation 
of pTDP-43-positive dystrophic neurites (DNs) in the temporal neocortex: ALS-T/few DNs (n = 22) and 
ALS-T/many DNs (n = 11). Considering the patient survival time and severity of motor neuron loss in each 
group, transition from ALS-C to ALS-T, or from ALS-T/few DNs to ALS-T/many DNs during the disease course 
appeared unlikely. Therefore, each of these three groups was regarded as an independent subtype.

研究分野： 神経病理学
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１． 研究開始当初の背景 

 筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic 

lateral sclerosis: ALS) は中年期に発症す

る致死的な神経変性疾患で、患者の 90%以上

は孤発例である。主要徴候は上位、下位運動

ニューロンの変性による進行性の筋萎縮と

筋力低下であり、病理学的には残存する下位

運動ニューロンの細胞質内にユビキチン陽

性スケイン様封入体がみられることが特徴

である。一方、ALS 患者の一部において認知

症を呈することが知られており(ALS with 

dementia: ALS-D)、これらの患者においては，

運動系を超えて海馬など大脳の広い範囲に

ユビキチン陽性の神経細胞細胞質内封入体 

(neuronal cytoplasmic inclusions: NCIs) 

や変性神経突起 (dystrophic neurites: 

DNs) が認められる。さらに、同様のユビキ

チン陽性構造物は運動ニューロン疾患 

(motor neuron disease: MND) を伴う、ある

い は 伴 わ な い 前 頭 側 頭 型 認 知 症 

(frontotemporal dementia: FTD) において

も認められることが示されており、ALS、

ALS-D、そして FTD は一連の疾患スペクトラ

ムであると考えられてきた。近年、ALS とユ

ビキチン陽性、かつタウ、α-シヌクレイン

陰性の神経細胞内封入体を伴う前頭側頭葉

変 性 症  (frontotemporal lobar 

degeneration with ubiquitin-positive, 

tau- and α-synuclein-negative 

inclusions: FTLD-U) の主要原因タンパク質

として TAR DNA-binding protein of 43kDa 

(TDP-43) が同定され、ALS と FTD を両端とす

る一連の疾患群は TDP-43 proteinopathy と

いう新たな疾患概念として捉えられる様に

なった。 

FTLD-U は大脳皮質の NCIs, DNs、神経細胞

核 内 封 入 体  (neuronal intranuclear 

inclusions: NIIs) といったユビキチン陽性

構造物の形態と皮質内局在により3群に分類

され、それぞれが特徴的な臨床像を有するこ

とが示された。その後、FTLD-U の大部分が

FTLD-TDP であることが確認され、TDP-43 陽

性組織像により Type A から Type D の 4 群に

分類されている(Mackenzie et al., 2011)。

この分類では、FTD を伴う MND の症例では、

中等数の NCIs が皮質全層に出現し DNs がき

わめて少ない Type B を呈するとされた。し

かし、多数の NCIs と DNs を特徴とする Type A

も少なからず見られるという報告もあり、

FTLD-MND や ALS-D における TDP-43 陽性の大

脳皮質組織像は一様ではない可能性がある。 

一方、ALS について、我々はこれまで TDP-43

陽性構造物が主に運動系に限局して認めら

れる type 1 と前頭葉、側頭葉、海馬を含む

大脳の広い範囲にみられる type 2 の 2 群に

分けられること、また type 2 では認知症の

合併が高頻度に見られることを示してきた

(Nishihira et al., 2008)。 

 

２．研究の目的 

 ALS の大脳皮質において pTDP-43 陽性組織

像の詳細な検討はこれまでなされておらず、

これを解析し臨床像との関連を検討するこ

とで、ALS の新たな病型分類を提唱すること

を目的とした。従って、本研究では、正常核

内 TDP-43 を標識しないため異常構造物の認

識が容易である抗リン酸化TDP-43 (pTDP-43) 

抗体を用い、ALS 患者脳における大脳皮質の

pTDP-43 陽性組織像について検討し、それと

臨床病理像や生化学的特徴との相関の有無

について検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) 対象 

新潟大学脳研究所病理学分野において

1975 年から 2003 年までの期間に孤発性 ALS

と臨床病理学的に診断された連続剖検例 126

例を抽出した。これらは、病理学的に脊髄前

角細胞の細胞質内にブニナ小体またはユビ

キチン陽性スケイン様封入体を有し、かつ上



位、下位運動ニューロンの脱落を認め、臨床

的には孤発例で、運動障害で発症もしくは認

知症発症から1年以内に運動障害を呈した症

例群である。他の変性疾患の合併が認められ

た 4例 (アルツハイマー病 2例、進行性核上

性麻痺 1例、多系統萎縮症 1例) および十分

な病理検索が困難であった 26 例を除き、96

例を対象とした。 

 

(2) 組織学的解析 

運動野皮質、前頭葉皮質、側頭葉皮質、海

馬、大脳基底核、舌下神経核、頚髄および腰

髄前角を含むホルマリン固定、パラフィン包

埋ブロックから、4 µm 厚の切片を作製した。

Hematoxylin and eosin (HE) 染色を行い、

各部位について神経細胞脱落の程度を半定

量的に 4 段階で評価した (0, なし; 1, 軽

度; 2, 中等度; 3, 重度)。また、前頭側頭

葉の萎縮または同部位の神経細胞脱落とグ

リオーシスを認める場合に前頭側頭葉変性

症を有すると判断した。 

 

(3) 免疫組織化学 

前頭葉、側頭葉、運動野、および大脳基底

核の切片について、一次抗体としてモノクロ

ー ナ ル 抗 pTDP-43 抗 体  (phospho 

Ser409/410; Cosmo Bio Co., Ltd., Tokyo, 

Japan; 1:5000) を用いて免疫組織化学を行

った。さらに一部の症例では、リン酸化の有

無に関わらず TDP-43 を認識するポリクロー

ナル抗 TDP-43 抗体 (Protein Tech Group 

Inc., Chicago, IL; 1:4000) を追加した。

免疫組織化学は Histofine Simple Stain 

MAX-PO kit によるポリマー法で行い、

diaminobenzidine (DAB) で発色した。 

 

(4) 統計学的解析 

3 群間の臨床像および組織像の比較には、

Kruskal-Wallis 検定と Steel-Dwass 検定を、

また罹病期間の比較には Kaplan-Meier 法と

log-rank 検定を用いた。比率の検定には、

Fisher の正確検定および Bonferroni 補正に

よる多重比較検定あるいは Ryan の多重比較

検定を用いた。解析は GraphPad Prism 

version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, 

CA)、SPSS Statistics version 12.0 (IBM, 

Armonk, NY) お よ び R version 3.1.2 

(http://www.r-project.org/) で行った。有

意水準は P <0.05 とした。 

 

(5) 生化学的解析 

凍結患者脳の側頭葉皮質より Hasegawa らの

既報(2008)に従いサルコシル不溶性画分を

調整し、それを電気泳動し、モノクローナル

抗pTDP-43抗体 (1:2000) を用いたイムノブ

ロット解析を行い、pTDP-43 の C 末端側断片

のバンドパターンを検討した。 

 

４．研究成果 

(1) pTDP-43 陽性大脳皮質組織像による分類 

対象となる 96 例をまず海馬歯状回顆粒細

胞における pTDP-43 陽性 NCIs を認めない例 

ALS-classic (ALS-C: n = 63) と認める例 

ALS with temporal lesion (ALS-T: n = 33) 

とに分類した（図 1）。 

 

 

図 1. ALS-C と ALS-T 

 



さらに、ALS-T の 33 例の中には、側頭葉新

皮質に無数の顆粒状もしくは点状DNsが見ら

れる症例とそれをほとんど見ない症例が存

在した。そのため、側頭葉新皮質における DNs

の出現の多寡により、これらの症例を few 

DNs 群 (ALS-T/ few DNs: n = 22) と many DNs

群 (ALS-T/many DNs: n = 11) に分類した（図 

2）。ALS-C については側頭葉新皮質 DNs を認

める症例はなかったため同様の分類は不可

能であった。 

引き続き、ALS-C, ALS-T/few DNs および 

ALS-T/ many DNs の 3 群 について、臨床病理

学的に比較検討を行った。 

 

(2) 臨床的特徴 

 3 群間で性別と死因には有意差を認めなか

った。一方、ALS-T/many DNs の発症年齢は

ALS-C に比し有意に高く (P = 0.024)、その

罹病期間は ALS-C (P <0.0001) および

ALS-T/few DNs (P = 0.003) に比し有意に短

かった。初発症状は ALS-C では他の 2群に比

べ四肢の症状で発症した割合が高かった。経

過中に認知症を呈した例は ALS-C では 63 例

中 1例(2%)と、ALS-T/few DNs (P <0.001) お

よび ALS-T/many DNs (P <0.00001) に比し明

らかに少なかった。 

 

 

図 2. ALS-T/few DNs と ALS-T/many DNs 

 

(3) 組織学的特徴 

 運動野皮質における神経細胞脱落の程度

は 3群間で有意差を認めなかった。一方、頚

髄および腰髄の前角細胞と舌下神経核にお

ける神経細胞脱落の程度は ALS-T/many DNs 

で ALS-C (それぞれ P <0.001 および P = 

0.001) と ALS-T/few DNs (それぞれ P = 0.018

および P = 0.022) におけるそれに比し軽度

であった。組織学的に前頭側頭葉変性症を合

併している割合は ALS-C では 6%であり、

ALS-T/few DNs (36%、P <0.001)、ALS-T/many 

DNs (64％、P <0.0001) のそれに比し有意に

低かった。また、運動野と側頭葉皮質を比較

すると、ALS-T/few DNs および ALS-T/many 

DNs では、それぞれ約半数の症例で運動野皮

質に比し側頭葉皮質における pTDP-43 陽性

NCIs の出現が多かった。 

 

(4) 生化学的解析 

 サルコシル不溶性画分の抗pTDP-43抗体に

よるイムノブロット解析では、20-kDa 付近に

みられるC末端側断片のバンドに注目すると、

今回イムノブロット解析を行ったすべての

症例において、既報の FTLD-TDP Type B と同

様のバンドパターンを示しており、各群間で

のバンドパターンの違いは明らかでなかっ

た。 

 

(5) 総括 

以上を纏めると、孤発性 ALS の大脳皮質にお

けるpTDP-43陽性組織像は多様であることが

示された。対象例は pTDP-43 陽性像の広がり

および DNs の多寡により ALS-C、ALS-T/few 

DNs、および ALS-T/many DNs の 3 群に分類が

可能であり、各群はそれぞれ特徴的な臨床像

や病理像を有していた。臨床的にも多様であ

る孤発性 ALS において、異常リン酸化 TDP-43

蓄積像の多様性を知り、それに基づいて適切

に評価、分類することは孤発性 ALS の病態を

理解し、将来の治療や予防につなげるために

重要であると考えられた。 
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