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研究成果の概要（和文）：封入体筋炎（IBM）は難治性炎症性筋疾患であるが、その病態は不明である。本研究
では患者骨格筋内へのTDP-43蓄積に着目し、骨格筋特異的TDP-43発現マウスを作製し、IBM患者に類似の臨床病
理学的変化を評価し、筋変性の病態を解明した。本マウスでは筋逸脱酵素上昇とTubular aggregate形成、
TDP-43の筋線維内凝集を認めた。変性筋のプロテオミクス解析では、Ca恒常性を制御するSR/ER局在蛋白や
NT5C1Aが検出された。骨格筋内TDP-43発現はCa恒常性を傷害し、一次的に筋毒性を発揮する。またTDP-43と
NT5C1Aは相互作用を示し、自己抗体の産生を介して炎症機序を惹起する。

研究成果の概要（英文）：Muscle histology of inclusion body myositis (IBM) demonstrates inflammatory 
findings and degenerative features including accumulation of TDP-43. However, whether sarcoplasmic 
accumulation of TDP-43 is a primary trigger of muscle degeneration or a secondary event resulting 
from muscle degeneration in IBM remained unclear. Our study aimed to discover whether 
muscle-dominant expression of TDP-43 is a primary cause of muscle degeneration. We generated 
wild-type TDP-43 transgenic mice driven by a creatine kinase 8 promoter. The mice showed increased 
serum levels of myogenic enzymes. Muscle histology demonstrated myopathic changes including fiber 
size variation, abundant tubular aggregates, and TDP-43 aggregation. Proteomic analysis identified 
increased SR/ ER-resident proteins as well as cytosolic 5'-nucleotidase 1A. Muscle-dominant 
wild-type TDP-43 expression indeed caused myotoxicity featuring tubular aggregates and 
TDP-43-positive inclusions. 

研究分野： 神経筋疾患

キーワード： 封入体筋炎　TDP-43　Tubular aggregate　NT5C1A　ミトコンドリア
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研究成果の学術的意義や社会的意義
封入体筋炎（IBM）は高齢者に好発する筋疾患であり、加齢に伴って起こる筋症＝サルコぺニアのモデルとなる
点でも今後注目すべき疾患である。本疾患の骨格筋では、筋萎縮性側索硬化症などの神経変性疾患に共通して
TDP-43が沈着しており、TDP-43プロテイノパチーの一型でもある。本マウスを用いて、TDP-43の筋線維内凝集を
抑制する低分子化合物スクリーニングシステムを構築し、IBMの根治的治療法を探索することは、高齢者の運動
機能を著しく低下させるサルコぺニアやALSなどの神経変性疾患の治療法開発に展開可能であると期待される。



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

 封入体筋炎（IBM）は、緩徐進行性の経過で四肢、特に大腿部や手指屈筋、嚥下に関する筋群
を傷害する難治性筋疾患であるが、近年日本において患者数が急増している。我々の検討にお
いても、本邦の IBM患者も欧米と同様に大腿部や手指屈筋に特徴的な症候を呈することや、高
齢発症の症例ほど急速に機能障害が進行することが判明した（Hori, Yamashita et al. J Neurol 
Sci. 346: 133-137, 2014）。IBM の筋病理像として非壊死線維を取り囲むリンパ球浸潤に代表
される炎症所見と、縁取り空胞（rimmed vacuole: RV）と呼ばれる筋線維内の空胞形成を特徴
とする変性所見をあわせ持つが、本疾患は他の炎症性筋疾患に有効なステロイドや免疫グロブ
リンに抵抗性であり、患者の QOL低下を改善することが強く求められている。 
 IBMの変性筋においては TAR DNA-binding protein of 43 kDa (TDP-43) が高頻度に凝集する 
(Yamashita et al. Neuropathol Appl Neurobiol. 39: 406-416, 2013)。TDP-43は筋萎縮性側
索硬化症（ALS）や前頭側頭葉変性症（FTLD）のユビキチン陽性封入体の主要な構成成分である
ことが判明しており、本遺伝子のミスセンス変異は家族性 ALSの原因となることが知られてい
る。しかし IBM における TDP-43 蓄積が、疾患発症のトリガーであるのか、筋変性の二次性変
化であるのかは不明である。一部の IBM患者血漿において 43 kDaの骨格筋成分に対する自己抗
体が見出されており、最近自己抗体のターゲットが cytoplasmic 5’nucleotidase 1A (NT5C1A) 
であることが解明された。ELISA によって IBM患者血漿中に IgMおよび IgA、IgG の免疫グロブ
リン各アイソタイプが検出されているが、病理学的に見出される TDP-43蓄積をはじめとする変
性所見と、リンパ球浸潤や特異的自己抗体に特徴付けられる炎症所見の因果関係は不明である。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、本患者の骨格筋に TDP-43が異常沈着することに着目し、(1)骨格筋特異的 TDP-43
発現マウスを作製し、IBM 患者と同様の筋病理学的変化や運動機能の低下が再現可能か評価す
る。さらに、(2)本マウスの変性筋を用いて網羅的プロテオミクス解析を行うことで、炎症と異
常蛋白凝集とを関連づける分子メカニズムを同定する。また、(3)本マウスから筋芽細胞培養系
を構築し TDP-43 凝集形成を抑制しうる低分子化合物を網羅的にスクリーニングし、骨格筋特異
的 TDP-43 発現マウスに投与することによって新規治療薬の有効性を検証することを目的とす
る。 
 

３．研究の方法 

(1) 骨格筋特異的 TDP-43発現マウスの作製と IBM モデルとしての妥当性検証 
 クレアチンキナーゼ（CK）8 プロモーターを用いて、ヒト野生型 TDP-43 cDNA を骨格筋特異
的に発現するトランスジェニックマウスを作製し、本マウスの表現型について以下のように行
動学的、生化学的、病理学的に解析し、IBM モデルマウスとしての妥当性を検証する。 
 ①行動学的解析：経時的体重計測やロータロッドテストによる運動機能評価 
 ②生化学的解析：血清中 CK や LD、AST などの筋逸脱酵素測定 
 ③病理学的解析：HEおよび Gomori Trichrome 変法（mGT）染色による空胞形成や異常構造物、

筋線維径の定量的評価、抗 TDP-43 抗体や抗 Aβ抗体を用いた免疫染色によ
る筋形質内凝集体形成の評価 

 ④微細構造解析：電子顕微鏡を用いた筋線維構造の形態学的評価 
(2) 骨格筋特異的 TDP-43マウスにおける炎症所見の解明 
 IBM の病態における最大の謎である筋形質内異常蛋白凝集と炎症所見との因果関係を解明す
るために、筋形質内凝集を有する筋線維をレーザーマイクロダイセクションにより摘出し、
LC-MS/MSを用いて網羅的にプロテオミクス解析を行い、炎症と異常蛋白凝集とを関連づける分
子メカニズムを同定する。 
(3) in vitro 筋線維内 TDP-43凝集体評価システムの構築 
 本マウス由来の筋芽細胞培養系を構築し、筋線維内 TDP-43 凝集体を形成し、定量可能な in 
vitro 評価システムを構築することによって、低分子化合物ライブラリーのスクリーニングを
行い、筋線維内 TDP-43凝集を低下させる薬剤を探索する。 
(4) 本マウスへの IL-6レセプターモノクローナル抗体投与による有効性検証 
 近年、神経変性疾患において炎症細胞浸潤を伴わない炎症性サイトカインを中心とした微小
炎症が注目されており、本マウスにおいても微小炎症の関与が病態を促進している可能性があ
る。そこで、IL-6レセプターモノクローナル抗体（MR16-1）を用いて、異常蛋白凝集や筋変性
に対する治療効果を検討する。本マウスに IL-6レセプターモノクローナル抗体 0.5 mg 、8週
間腹腔内投与した後、筋病理学的、生化学的、行動学的変化に及ぼす影響を観察する。 
 
４．研究成果 
(1) 骨格筋特異的 TDP-43発現マウスの作製と IBM モデルとしての妥当性検証 
 CK8 プロモーターにより野生型全長型ヒト TDP-43 cDNA を発現するフラグメントをマウス卵
にマイクロインジェクションしたところ、PCRによる遺伝子タイピングの結果、125 匹中 21匹
に導入遺伝子を確認した。これらのマウスの戻し交配を行い、少なくとも 3系統がトランスジ
ェニックマウスとして樹立された。これらの系統のマウス骨格筋内における全長型 TDP-43蛋白
発現レベルをウェスタンブロットにより確認すると、いずれも内在性マウス TDP-43 の 2倍程度



の発現に留まった。興味深いことに、骨格筋特異的 TDP-43 発現マウスでは 35 kDa の TDP-43
断片を検出した。 
 次に経時的体重変化を同胞対照マウスと比較すると、生後 36週以降 TDP-43発現マウスは有
意に低体重を示した。一方ロータロッドテストによる運動機能評価では、18 ヵ月齢の段階で
TDP-43発現マウスに有意な運動機能の変化は見出されなかった。生化学的解析では、18ヵ月齢
の段階で TDP-43 発現マウスの血清 CKおよび LDH、AST のレベルは有意に増加していた。 
 HEおよび mGT 染色による病理学的解析では、18ヵ月齢の TDP-43発現マウスに高頻度に管状
構造物の凝集体である tubular aggregate（TA）を認めた。筋線維径のヒストグラム解析では、
TDP-43 発現マウスの筋線維径が左方移動し、平均の筋線維径も有意に減少した。抗 TDP-43 抗
体による免疫染色では、TDP-43 発現マウスに高頻度に TDP-43 陽性の筋形質内凝集体を認める
一方、抗 Aβ40 抗体や抗 Aβ42抗体を用いた免疫染色では陽性凝集体は検出されなかった。 
 次に電子顕微鏡を用いた微細構造評価では、TDP-43発現マウスにおいて自己貪食空胞を有す
る筋線維が散見され、さらに筋形質膜直下に異常ミトコンドリアを含む筋繊維が検出され、こ
れらの所見は同胞対照マウスでは見られなかった。 
 
(2) 骨格筋特異的 TDP-43マウスにおける炎症所見の解明 
 TDP-43 発現マウスにおいて、筋形質内に TDP-43 凝集を有する筋線維および有さない筋繊維
をレーザーマイクロダイセクションにより摘出し、LC-MS/MSを用いて網羅的にプロテオミクス
解析を実施した。筋形質内に TDP-43 凝集を有する筋線維では、45 種類のペプチドが有意に発
現上昇していた。これらのペプチドを機能的
に分類すると、筋小胞体局在蛋白やカルシウ
ムの恒常性制御に関与する蛋白、ユビキチ
ン・プロテアソーム分解関連蛋白が多く含ま
れていた。炎症に関連する蛋白として、近年
IBM 患者血清中に見出された自己抗体の標的
抗原である NT5C1A が含まれていた。TDP-43
発現マウスにおける小胞体ストレスの関与
について、小胞体シャペロン BiPあるいは小
胞体ストレス関連アポトーシスに関与する
CHOP の発現を免疫組織化学的に評価すると、
TDP-43 凝集を有する筋線維への局在が確認
された。また NT5C1A は、TDP-43 発現マウス
骨格筋において TDP-43 と高頻度に共局在す
ることが示された（右図）。 
 
(3) in vitro 筋線維内 TDP-43凝集体評価システムの構築 
 本マウスより筋芽細胞の培養を行ったが、我々の培養条件下では細胞内に TDP-43 凝集体は検
出されなかった。そこでマウス筋芽細胞ラインである C2C12 細胞に TDP-43遺伝子のトランスフ
ェクションを行ったところ、コントロールベクターに比して 48時間および 72時間後に有意に
細胞の生存性が低下した。次に組換え TDP-43蛋白に震盪操作あるいは酸処理を行うと、酸処理
TDP-43 では顕著に線維形成が確認された。これらの TDP-43 蛋白を C2C12 細胞に添加すると、
酸処理 TDP-43でより強く細胞生存性が傷害された。これらの一過性発現系では安定した TDP-43
発現が得られないことから、現在薬剤誘導性の TDP-43 安定発現細胞株を作成中であり、今後本
細胞株を用いて in vitro筋線維内 TDP-43 凝集体評価システムを構築する予定である。 
 
(4) 本マウスへの IL-6レセプターモノクローナル抗体投与による有効性検証 
 IBM の病態においても関与が推測されている炎症性サイトカインを中心とした微小炎症を制
御するために、IL-6レセプターモノクローナル抗体（MR16-1）を用いて、TDP-43発現マウスの
異常蛋白凝集や筋変性に対する治療効果を検討した。病理学的変化が顕著となる 18 ヵ月齢の本
マウスに IL-6 レセプターモノクローナル抗体（MR16-1）0.5 mg 、8 週間腹腔内投与し、2週間
毎に経時的体重変化、4 週間毎にロータロッドテストによる運動機能評価を行い、投与終了後
に後肢近位筋の病理学的解析を実施した。MR16-1治療群では未治療群に比較して高体重の傾向
を示したが、運動機能および病理学的変化に有意差は見られなかった。 
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