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研究成果の概要（和文）：前頭側頭葉変性症(FTLD)は、前頭・側頭葉の神経細胞脱落により人格変化や失語症状
を呈する。初老期認知症の中ではアルツハイマー型認知症に次いで頻度が高い疾患である。ほとんどのFTLD例で
は、神経細胞やグリア細胞内に特定の蛋白質が封入体を形成する。その主要構成蛋白として近年明らかとなった
TDP-43およびC9orf72のノックイン(KI)マウスをゲノム編集技術により作製し、FTLDのモデル動物を構築するこ
とを目的とした。助成期間内にC9orf72-KIマウスは得られなかったが、TDP-43-KIマウスの作出に成功した。今
後FTLD患者脳と同様の病変を再現できるか検討をおこなう予定である。

研究成果の概要（英文）：Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) patients present personality 
changes and aphasia due to loss of neurons in the frontal and temporal lobes. Among presenile 
dementias, FTLD is the second most frequent disease. In most FTLD cases, specific proteins form 
inclusion bodies in neurons and glial cells. TDP-43 and C9orf72 knock-in (KI) mice, which have been 
clarified in recent years as their main component proteins, were produced by genome editing 
technology, and the purpose was to develop model mice of FTLD. Although C9orf72-KI mice were not 
obtained within this research grant period, TDP-43-KI mice were successfully produced. Next, we will
 investigate whether it is possible to reproduce the same pathology as that of FTLD patient's brain.

研究分野： 実験病理学

キーワード： TDP-43　C9orf72　ゲノム編集　CRISPR-Cas9　病態モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で作出されたTDP-43-KIマウスは、これまでのTDP-43過剰発現トランスジェニックマウスとは異なり、生
理的なTDP-43発現レベルを維持している世界初のマウスである。このマウスを用いてTDP-43蓄積の病理機構を解
析することが可能であると考えられる。また、このマウスを用いた前頭側頭葉変性症モデルへ、TDP-43の異常凝
集を抑制する候補化合物を投与することにより、疾患に適用できる新たな薬剤開発をおこなうことができると期
待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

前頭側頭葉変性症(frontotemporal lobar degeneration: FTLD)は、前頭・側頭葉の神経

細胞脱落により人格変化や失語症状を呈する疾患群の総称であり、初老期認知症の中では

アルツハイマー型認知症に次いで頻度が高く、時に筋萎縮性側索硬化症(amyotrophic 

lateral sclerosis: ALS)を合併する。臨床的には前頭側頭型認知症、意味性認知症、進行性

非流暢性失語の 3 つの類型に分類される。病理学的には、ほとんどの FTLD 例では、神経

細胞あるいはグリア細胞内に特定の蛋白質が凝集し、封入体を形成する。その主要構成蛋

白として、これまでにタウ、TAR DNA-binding protein of 43 kD (遺伝子：TARDBP, 蛋

白：TDP-43)、fused in sarcoma(FUS)が同定され、FTLD-tau、FTLD-TDP、FTLD-FUS

という 3 つの主要な病理グループを形成している。 

近年、封入体の構成蛋白質の同定とともに、タウ(MAPT)、granulin (GRN)、chromosome 

9 open reading frame 72 (C9ORF72)などの家族性 FTLD の原因遺伝子が次々と同定され

たことで、FTLD の疾患理解は大きく進んだ。 

最近発見された C9ORF72 遺伝子変異では、C9ORF72 のエクソン 1a と 1b 間にあるイ

ントロンに GGGGCC というヘキサヌクレオチドの繰り返し配列の異常伸長が発見された。

健常人での GGGGCC リピート数は 2-23 であるのに対し、患者では 700 以上と推測され

ている。変異例の基本的な病理像は、FTLD-TDP と ALS のコンビネーションであり、

TDP-43 陽性核内封入体(NCI)が、大脳皮質、海馬、基底核、黒質、脳幹および脊髄の運動

ニューロンなどに広汎に分布する。 

FTLD については、原因蛋白としての TDP-43 と FUS、および原因遺伝子としての GRN

と C9ORF72 の発見によりその研究は近年飛躍的に進歩し、細胞モデルおよび動物モデル

の作製も進んでいる。しかし、細胞モデルではヒトの病理と良く似た像が再現されている

が、未だにヒトの病理像を十分に反映した動物モデルは作製できていない。これまでに

TDP-43 トランスジェニックマウスに関する報告は複数あるが、発生初期から神経系の異

常が観察される系統はあるものの、疾患と同様の病変が再現されたものはない。また、GRN

ノックアウトマウスの解析をおこなったが TDP-43 の異常蓄積は観察されなかった。これ

らの結果より、特に TDP-43 に関しては従来の強制発現系もしくは GRN 遺伝子のノック

アウトではヒトの病態を再現できないということが示唆された。C9ORF72 に関してはシ

ョウジョウバエのレベルにとどまっており、哺乳類モデルは存在していなかった。良い動

物モデルが構築できていないため、FTLD の治療薬開発が進んでいないのが現状であった。 

本研究は、過剰発現系（トランスジェニック）ではなく、ゲノム編集技術と遺伝子ノッ

クインの手法を用いて、人工的な表現型をできるだけ排除した新規モデルマウスを作製し、

FTLD 患者脳と同様の病変を再現できる次世代型神経変性疾患モデルを構築するという世

界で初の試みである。 

 

２．研究の目的 

前頭側頭葉変性症の新規モデルマウスを、ゲノム編集技術を用いて作製し、疾患と同様

の病変を再現する。作出したマウスを用いて異常タンパク質蓄積の病理機構を生化学的・

組織化学的に明らかにするとともに、認知機能や情動に関する行動解析をおこなう。さら

に応用研究として、タンパク質の異常凝集を抑制する候補化合物をマウスに投与し、前頭

側頭葉変性症に適用できる新たな薬剤開発へつなげる。 



 

３．研究の方法 

ゲノム編集技術による新規前頭側頭葉変性症モデルマウスの作製 

(1) C9ORF72 ノックインマウスの作製 

マウスにおいて、ヒトC9ORF72遺伝子に相当する部位はすでに解明されており[Suzuki 

N. et al. Nature Neurosci. 16(12): 1725-1727 (2013)]、マウス 4 番染色体上に存在する。

相同遺伝子名は 3110043O21Rik であるが便宜上マウス C9ORF72 と呼ぶ。マウス

C9ORF72 のエクソン 1 の上流に GGGGCC リピート部分に相当する場所があり、この部

位へゲノム編集技術を利用し、GGGGCC が 145 回繰り返された(GGGGCC)145の挿入をお

こなう。C9ORF72 を標的とした single-guide RNA (sgRNA)、二本鎖 DNA 切断酵素であ

る Cas9 の mRNA、相同組換えに用いる(GGGGCC)145配列を含んだドナーDNA の 3 つを

マウス受精卵の雄性前核に注入後、偽妊娠マウスの子宮内へ受精卵を戻す。産まれた個体

の中から、相同組換えによって(GGGGCC)145が挿入されたマウスを選択し、繁殖後実験に

用いる。 

 

(2) TDP-43 ノックインマウスの作製 

 ヒトとマウスでアミノ酸配列が大きく異なる TDP-43 遺伝子のエクソン 5, 6 部分を、ゲ

ノム編集によりヒト型に置換した TDP-43 ノックインマウスの作製をおこなう。マウス

TDP-43 のエクソン 5, 6 をそれぞれ切断するための sgRNA、二本鎖 DNA 切断酵素 Cas9

の mRNA、相同組換え用ヒト TDP-43 のエクソン 5, 6 を含んだドナーDNA を上記と同様

にマウス受精卵に導入する。産まれた個体の中から、相同組換えによってヒト型 TDP-43

が挿入されたマウスを選択し、繁殖後実験に用いる。また、cDNA をドナーDNA とした

ものを用いて個体作製もおこなった。 

 

４．研究成果 

(1) C9orf72 ノックインマウスの作製 

C9orf72 ノックインマウスに関してはヒト C9ORF72 遺伝子と相同なマウス

3110043O21Rik 遺伝子に(GGGGCC)n のヘキサヌクレオチドリピートを挿入し、C9orf72

遺伝子変異モデルマウスの作製をおこなった。C9orf72 を標的とした crRNA, tracrRNA、

二本鎖 DNA 切断酵素 Cas9 の mRNA またはタンパク、相同組換えに用いる

(GGGGCC)x145 配列を含んだドナーDNA をマウス受精卵の雄性前核に注入後、偽妊娠マ

ウスの子宮内へ受精卵を戻した。1 回目 93 匹、2 回目 102 匹、3 回目 90 匹、合計 285 匹

の出生個体が得られたが、目的遺伝子がノックインされたマウスは 0 匹であった。 

 

(2) TDP-43 ノックインマウスの作製 

① ヒトとマウスでアミノ酸配列が大きく異なる TDP-43 遺伝子のエクソン 5, 6 部分を、

ゲノム編集によりヒト型に置換した TDP-43 ノックインマウスの作製をおこなった。マウ

ス TDP-43 のイントロン 5 を切断するための single-guide RNA (sgRNA)、二本鎖 DNA 切

断酵素 Cas9 の mRNA、相同組換え用ヒト TDP-43 のエクソン 5, 6 を含んだドナーDNA

をマウス受精卵に導入した。産まれた 73 個体の中から、相同組換えによってヒト型

TDP-43 が挿入されたマウス 3 系統を樹立した。繁殖後ヒト型 TDP-43 の発現を確認した

が、陰性であった。 



② 次にヒト TDP-43 のエクソン 5-6 間にあるイントロン 5 の配列をヒトからマウスに変

更したドナーDNA を用いて、同様にマウス受精卵に導入した。50 個体産まれたが、ノッ

クインマウスは得られなかった。 

③ ゲノムのノックインではうまく行かなかったので、ドナーDNAを cDNAに置き換えて、

再作製をおこなった。TDP-43 はエクソン 2 に開始コドンがあり、その ATG に合わせてヒ

ト TDP-43 cDNA をノックインできるように、ドナーDNA を改良した。25 匹のマウスが

産出され、その中から 2 系統のノックインマウスが得られたが、ヒト TDP-43 タンパクの

発現は確認できなかった。 

④ 次に 3’非翻訳領域であるエクソン 1 部分にヒト TDP-43 cDNA をノックインできるよ

うに、ドナーDNA を改変した。この方法では 20 匹のマウスが産まれ、1 系統のノックイ

ンマウスが得られたが、エクソン 2-4 が欠失した、不完全ノックインマウスであった。ヒ

ト型 TDP-43 タンパクの発現も確認できなかった。 

⑤ これまでは CRISPR-Cas9 によるゲノム切断箇所が 1 箇所であったので、最新の論文

を元に、2種類の crRNAを用い、2箇所に切断点を入れた上でのノックインをおこなった。

この方法では 69 匹中 8 匹でノックインが成功していることがわかった。この 8 匹のマウ

スの尾からタンパク質を抽出し、イムノブロットをおこなったところ、8 匹すべてにおい

て、ヒト型 TDP-43 タンパクの発現が確認された。ヒト型 TDP-43 ノックインマウスの作

製に成功した。現在交配し、これらの TDP-43 ノックインマウスを増産している所である。 
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