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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS)の病態関連蛋白質であるTDP-43の機能ドメインであるRNA認識モ
チーフ（RRM）の微細局所構造解析を行い、RRM1内の異常会合部位を同定し同部以内の、システイン変異体が新たなTDP
-43プロテイノパチー細胞のモデルとなることを示した。子宮内エレクトロポレーション法を用いた新たなin vivoモデ
ルを構築した。さらにRRM2ドメイン内のミスフォールドTDP-43露出配列に対するモノクロナール抗体の可変領域の遺伝
子クローニングに成功し、細胞内低分子抗体(scFv)の作成を行い、その新たな評価モデルとして子宮内エレクトロポレ
ーション法による胎児脳の発現モデルを構築した。

研究成果の概要（英文）：Using structural analyses of RNA-recognition motifs (RRM) of TDP-43, a ALS-linked 
protein, we identified a aberrant assembly interface in RRM1. The cysteine in the this region induced TDP-
43 aggregates, cytosolic mislocalization, the incompetent RNA splicing, and cytotoxicity, which functional
ly and structurally mimicks TDP-43 proteinopathy. We also succeeded in cloning cDNA from murine hybridoma 
(3B12A), generating a monoclonal antibody recognizing the misofolded forms of TDP-43, and constructed mamm
alian expression plasmid for the single chain Fv (scFv). Since the commercially available transgenic mice 
expressing ALS-linked mutant TDP-43 (A315T) turned out to fail to replicate ALS phenotype, we newly establ
ish the embryonic brain transfection system, using in-utero electroporation. The brain slice expressing ag
gregate prone mutant TDP-43 showed ALS-like TDP-43 aggregates, which could be tested to estimate the intra
body therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
難治性致死性神経疾患である ALS の原因は
長らく不明であったが、家族性 ALS の原因
蛋白質として、 superoxide dismutase 1 
(SOD1)の突然変異が(Rosen ら, 1993)、孤発
性 ALS において TAR DNA binding protein 
43 (TDP-43; Arai ら 2006、Neumann ら, 
2006) が同定され、これらの構造変化の解明
と、標的構造の解明が根本治療に直結する可
能性が出てきた。とりわけ TDP-43 は孤発性
ALS に加え前頭側頭型認知症との関連性か
ら注目され、その異所性局在や凝集体形成機
構が内外で精力的に解析されている（野中ら
2009、Winton ら 2008, Kim ら 2008, 漆谷ら
2009, 2010 他多数）。一方近年神経変性疾患
の病巣拡大に原因タンパクの細胞外放出と
伝播(プリオノイド仮説)が治療面からも注目
さている(Aguzzi 2009) が、申請者はこれま
でに変異 SOD１蛋白質の細胞外放出機構を
明らかにし（漆谷ら 2006, 2008）、細胞外
SOD1 に対するワクチン療法や抗体療法に成
功した（漆谷ら 2007, 2010）。ミスフォール
ド蛋白質を標的とした治療をより有効なも
のとするためには、蛋白質構造変化を直接的
に解析し、より病原性の高い局所ドメインを
分子内標的として明らかにすることが必要
である。しかしながら蛋白質構造に関するデ
ータベース情報は静的な安定構造を基本と
しており、高エネルギー状態を有する病原構
造の同定は困難である。高圧力 NMR 法はタ
ンパク質水溶液に高圧力をかけることで、通
常は分布率が低く観測困難なタンパク質の
変性中間体を誘導する手法であり、分担研究
者が世界で初めて変性中間体の立体構造解
析に成功した（北原ら 2008）。我々は、本法
を用いて、TDP-43 のコンフォメーション平
衡の全容解明を行い、生理的平衡状態で存在
する不安定な変性中間体と変性構造の中核
となる責任ペプチド配列を同定することを
試みた。次に変性中間体や責任配列ペプチド
に対する抗体を作成し ALS 患者の組織化学
的解析による評価を経て分子内標的を決定
し、抗体改変技術を駆使して ALS モデル動
物に対する治療研究に移行する事を目指し
た。尚、本研究の着想と技術開発につい
2010-2011 年の挑戦萌芽研究に採択され研究
を開始した。本申請は萌芽研究の進捗が順調
であったことからその発展研究として申請
採択されたものであり 2011 年の研究成果は
萌芽研究の成果と一部重複する。 
 
２．研究の目的 
筋萎縮性側索硬化症(ALS)は原因不明の致死
性神経変性疾患であるが、近年 ALS におけ
る凝集体の本体として TDP-43 が同定され、
徐々に病的事象が明らかとなっている。しか
し、ミスフォールド体として認識されている
TDP-43 は構造変性過程の最終段階にあると
考えられ、病態との本質的な関わりは未だ不
明である。ALS 特異的病態の解明には

TDP-43 蛋白質の生理的構造からの逸脱機構
を動的に解析することが必要かつ有効と考
えられる。本研究では、高圧力 NMR 法を用
いた TDP-43 の構造平衡の解析により、ALS
発症に関わる分子構造変化を捕らえ、ALS 病
態の解明と逸脱構造を標的とした抗体医療
への応用を目指した。 
我々は期間内に、(1)高圧力 NMR 解析法を用
いた TDP-43 主要ドメインの変性中間体構造
とその責任配列の決定、(2)変性中間体モデル
の構築と細胞発現系の解析、責任配列に対す
るモノクローナル抗体の作成、(3)ALS 患者
組織化学により選抜された抗体を用いた変
異 TDP43 トランスジェニックマウスの病態
解析、(4) シグナル付加や一本鎖抗体等の改
変抗体を用いた in vitro、in vivo での分子内
標的治療法の開発を進めた 
 
３．研究の方法 
1)高圧力 NMR解析 
TDP-43の RNA認識モチーフである RRM1 と
RRM2の安定同位体を精製し安定同位体に対
する高圧力負荷後の経時的の NMR解析を行っ
た。 大腸菌で精製した組換ヒト TDP-43の
RRM1ドメイン（AA103-183）を安定同位体標
識させ PBSバッファーに溶解後耐圧セルに密
閉し、2000barの圧力を持続的に加えた。経
時的に NMR解析を行い、獲得した NMR信号と
既知の基軸配置と対比させ、化学シフトの有
無と可逆性について検討した。 
 
2)質量解析によるプロテアーゼ抵抗性配列
の同定 
大腸菌組み換えタンパク質（非同位体）の精
製とシステイン置換変異体の精製と種々の
摂動刺激（高温、振盪刺激）後の分子量変化
を非還元/還元 SDS-PAGE、ウェスタンブロッ
ティング、ゲルろ過クロマトグラフィー
（HPLC）によって解析した。組み換え野生型
RRM1タンパク質を振盪刺激によって凝集さ
せた後、非特異的プロテアーゼであるプロナ
ーゼによって分解し、非分解産物を質量解析
しアグリゲーションコアを同定した。 
 
3)家族性 ALS 関連変異 TDP-43 トランスジェ
ニックマウスの繁殖表現型解析 
ヒト TDP-43 変異遺伝子（A315T）をプリオン
プロモーター制御下に発現させたトランス
ジェニックマウスヘテロ個体（雄）2 匹を
Jackson社より購入し、C57Bl6と交配させた。
体重変化、握力、四肢筋力低下を観察し、寿
命を記録した。 
 
5)培養細胞への遺伝子導入による異常
TDP-43の解析 
ALS関連 TDP-43凝集体モデルを発現するプラ
スミドを作製し、不死化培養細胞（HEK293A、
SHSY-5Y、NSC34）などにリポフェクション法
を用いて、一過性遺伝子導入を行い 24 ない
しは 48 時間後にウェスタンブロット解析や



４％パラホルムアルデヒド（PFA）固定後、
共焦点レーザー顕微鏡による免疫蛍光観察
を行った。 
 
6)RRM1 の病態関連配列に対するマウスモノ
クローナル抗体作製 
高圧力 NMR、質量解析によって同定された RRM
１ドメインにおける病態関連配列のペプチ
ド性精製し、常法によりマウスに免疫、リン
パ節より細胞を分散させ、ハイブリドーマを
作製した。ハイブリドーマは抗原ペプチドに
対する ELISAで初回のスクリーニングを行い、
陽性クローンを RRM1 組換えタンパクを光源
として ELISAを行い、反応性の高いクローン
を選択した。さらに培養細胞に遺伝子導入さ
せた野生型、易凝集体形成型 TDP-43 に対し
て免疫蛍光染色によって検討した。 
 
7)ミスフォールド TDP-43 特異認識抗体に対
するモノクローナル抗体 3B12Aの可変領域遺
伝子クローニングと小型抗体の作製 
3B12A ハイブリドーマから常法により total 
RNAを精製したのに逆転写酵素によって cDNA
とした。後さらに、市販の試薬により本抗体
が IgG1 であることが判明したため、次に
5’RACE 法、さらにサブクラスごとのプライ
マーを用いて VH, VLの cDNA をクローニング
した。DNA シーケンシングによってアミノ酸
配列を同定した後、分泌シグナルを除いた配
列を VH, VL の nanobody、さらに VH と VL 遺
伝子を GGGS の 3 リピートリンカーで連結し
た抗体を scFvとして pcDNA3に組み込んでほ
乳細胞発現ベクターとした。 
 
8)子宮内エレクトロポレーション法を用い
た胎児マウス脳へのミスフォールド TDP-43
遺伝子導入。 
市販のエレクトロぽレーター（NEPA21）用い
て、胎生 12 日齢のマウスのうに、ピューラ
で作製した先細りピペットに pcDNA3 プラミ
ドに挿入したヒト野生型、変異型、易凝集型
TDP-43 を子宮ごと取り出した胎児脳の脳室
内に注入後、エレクトロポレーターで通電し、
子宮を母体に戻し、４８時間後に遺伝子の発
現を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) TDP-43 の RRM1 ドメインは圧力や振盪刺
激で異常な高次構造を形成する。 
 我々は RRM1 蛋白質が 2000bar という通常
の蛋白質では不可逆的変化を来さない圧力
で凝集形成をすることを見出した。この凝集
体は SDS-PAGE によって二量体を主としてオ
リゴマー形成をしており、ジチオスレイトー
ル（DTT）投与によって単量体化することか
らジスルフィド結合と判明した。さらに NMR
解析によって、3 箇所の不可逆的化学シフト
を示す配列群（ドメイン）が同定された。こ
の凝集体は RRM1 蛋白質でのみ認め、同様の
ドメイン構造を有する RRM2 蛋白質では認め

なかった。さらに RRM1 のジスルフィド結合
を介した凝集形成は短時間の熱処理や振盪
刺激によっても再現され、刺激終了後も経時
的に形成が増加することから、RRM１蛋白質
が物理刺激に対して脆弱であり、seeding 効
果を有することが示された。 

 
(2) RRM1ドメインは異常会合に関与する病原
配列が存在する。 
高圧力 NMR解析によって判明した 3箇所の不
可逆的化学シフト配列の凝集体形成におけ
る意義を調べるために、振盪刺激によって生
じた凝集体を非特定的プロテアーゼである
プロナーゼによって消化し、残存ペプチドを
質量解析（LC-MS/MS）によって解析した所、
システインを 2 つ有する RRM1 ドメインの最
もカルボキシル側がプロテアーゼ抵抗性領
域であることが判明した。さらに RRM1 に存
在する 2 つのシステイン残基（C173, C175）
をセリン単置換させた変異体解析によって、
凝集体は分子間ジスルフィド結合を伴うこ
とから異常会合の会面であると考えられた
（図 2）。このチミン/グアニンリピート
（TG12）の投与の有無で凝集体系性能に変化
はなく、DNA/RNA 結合は無関係と考えられた。
さらに興味深いことに、C173/C175 の両者を
セリンに置換させた変異体ではさらに凝集

 
図 1：振盪刺激による RRM1 蛋白質のミスフ

ォールディング。A., B. 組換 RRM1 蛋白質を

16 時間常温で振盪刺激を与えた後に経時的に

2 量体形成が見られる。B は SDS-PAGE イメ

ージ、C は dimer/monomer 比。C. 凝集体の

原子間顕微鏡写真。 



体形成が促進されることから、２つのシステ
イン残基は RRM1 の構造維持にフリーである
ことが必要であることが判明した。 

 
(3)RRM1 の病原配列に対するウサギポリクロ
ーナル抗体は CS 変異体や ALS における
TDP-43 封入体を認識するが（図 3）、マウス
モノクローナル抗体は抗原特異性が得られ
なかった（図 3）。 

 
(4)RRM1のシステイン変異体は TDP-43プロテ
イノパチーの細胞病理学的な多くの特徴を
再現する。 
次に RRM1 ドメインのシステイン残基が、全
長 TDP-43 のコンフォメーション維持にいか
なる役割を果たすかについて検討した。カル
ボキシル末端に EGFP タグを付加させた
TDP-43(TDP43-EGFP)を共焦点レーザー顕微
鏡にて解析した所、C173S, C175Sの単変異体、
C173S/C175S の二重変異体とも著明な核内と
細胞質に封入体を形成した。さらに核移行シ

グナルをアミノ酸置換させた NLS 変異体
(mNLS)は 細 胞 質 内 に １～ ２ 個 の round 
inclusion を形成し、これらはユビキチン
（K28）陽性、リン酸化 TDP-43 (409/410)抗
体陽性で ALS における Lewy 小体様封入体
（LBHI）に類似するものであった。さらにこ
れら変異体（CS変異体）は以下の様な病的現
象を示した（図 4a）。 
a)野生型に比し、オリゴマー形成能が高かっ
た。 
b) CFTR mRNA のスプライシング能が低下して
いた。 
c)細胞質封入体は 核内の野生型 TDP-43の細
胞質への異所性局在を促進し、封入体へ共局
在させた。 
d) TDP-43がスプライシングを行う CFTR RNA
の効率が低下していた。 
e) 家族性 ALSで同定された TDP-43突然変異
体（A315T、Q331K）は細胞への遺伝子導入さ
せても変異のみでは野生型の過剰発現と比
べ形態上明らかな変化は認めない。ところが
これら FALS変異に C173C, C175Sなどの RRM1
変異体を導入すると両者の凝集体形成能に
著明な差が生じた(図 4b)。 
f) 細胞質型の CS変異体は細胞死アッセイに
よって、運動ニューロン細胞株 NSC34に対し
て毒性を示した(図 4c)。 
 

 
(5) A315T TDP-43トランスジェニックマウス
は ALSの表現型を示さず、致死性消化器系障
害を呈する。 
2009 年 PNAS 誌で報告された A315T 変異
TDP-43 をプリオンプロモーター下に発現さ
せたマウスを購入、繁殖した。Tgヘテロ雄と

 
図 3. NMR で同定された凝集関連配列に対す

るウサギポリクローナル抗体は RRM1-CS 変

異体と ALS 患者脊髄運動ニューロンの異常

封入体を認識する。 
A. 凝集型 TDP-43 を遺伝子導入した

HEK293A 細胞 B, 市販の抗汎 TDP-43 抗体

との染色性の比較。C. 孤発性 ALS 患者脊髄

運動ニューロンの免疫染色。 
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図 2：RRM1 の TDP43 プロテイノパチー病原

関連配列。 

 
図４. RRM1-CS 変異体による ALS 病態の再現。A,
リン酸化、ユビキチン化される細胞質封入体 B. 
RRM1-CS 導入による FALS 関連変異 TDP-43
の封入体形成促進効果。C, 細胞質型機能喪失型

封入体の細胞毒性(NSC34)。 



nonTg C57Bl/6 雌を 2 対購入した。後輩は極
めて困難で、出生しても雄は 4週間で死亡雌
は 90 日で死亡した。生存期間中四肢麻痺は
明らかでなく、脊髄の病理解析でも運動ニュ
ーロン死や細胞内封入体は認めなかった。大
腸の拡大が著明でイレウスによる死亡が疑
われた。 
 
(6) ミスフォールド型 TDP-43 における認識
配列の同定と同部位に対するマウスモノク
ローナル抗体の作製、並びに scFv の作製。
RRM2 に存在する D246 が細胞質型、凝集型の
TDP-43、ALS 患者切片で認分子外露出してい
ることを、同部位に対するモノクローナル抗
体によって示した。さらにハイブリドーマか
ら導光体の VH, VL の配列をクローニングし
細胞内抗体のコンストラクションを行った。 
 
(7) 子宮内エレクトロポレーション法によ
って胎児脳に発現させた RRM1 CS 変異体は
ALS 組織で認める TDP-43 の凝集体を形成し、
ALSの病態モデルとなりうる。 
TDP-43トランスジェニックマウスが ALSモデ
ルとなりえないことが判明したため、我々は
あらたな in vivoモデルの構築を子宮内エレ
クトロポレーション法にて試みた。妊娠 12
日 目 マ ウ ス の 子 宮 内 胎 児 側 脳 室 に
TDP43-EGFP 発現プラスミドを先細りピペッ
トを用いて注入したのち子宮壁を電極で挟
んで通電し、母体に戻して妊娠を継続させた
(図 6)。 
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