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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)の下位運動神経細胞のTDP-43陽性封入体には、pSmad2/3とSmurf2
の免疫反応を認めたが、Betz細胞や海馬顆粒細胞などの脳内におけるTDP-43陽性封入体には、これらの免疫反応は認め
られなかったこ。この結果から、部位により封入体形成過程や神経変性が異なることが推測された。次に細胞モデルを
用いてTGFβ/SmadシグナルとTDP-43凝集体形成との関連について検討したところ、シグナルの賦活によりTDP-43 凝集
体形成が抑制された。ALSにおける治療法の開発においてTGF-β/Smadシグナルが重要なターゲットとなる可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：TDP-43-positive inclusions in lower motor neurones of sporadic Amyotrophic lateral
 sclerosis (SALS) patients were immunopositive for Smurf2 and pSmad2/3.  In contrast, TDP-43-positive incl
usions in the extramotor neurones in the brain of SALS patients were noticeably negative for Smurf2 and pS
mad2/3. These results demonstrated that the composition of the TDP-43 inclusions is regionally distinct, s
uggesting different underlying pathogenic processes. We replicated cytoplasmic aggregates of TDP-43 in HEK
293T cells by transfecting the cells with a nuclear localization signal deletion mutant of TDP-43 and inhi
biting proteasome activity. Overexpression of Smad2 reduced the amount of cytoplasmic aggregates in HEK293
T cells, and TGF beta stimulation augmented this reduction effect in a dose-dependent manner. Our results 
suggest that activation of TGF beta/Smad signaling system may be a potential therapeutic approach to delay
 the progression of ALS.
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１．研究開始当初の背景 
 
  
筋萎縮性側索硬化症(ALS)は、運動神経
細胞が選択的にかつ進行性に変性・消失し
ていく原因不明の疾患である。また、前頭
側頭葉変性症(FTLD)は、前頭葉と側頭葉に
進行性の変性を呈する認知症性神経変性
疾患である。これらの疾患にはユビキチン
陽性の細胞質内封入体が特異的に出現す
ることが知られていたが、その主要構成成
分である蛋白質は長い間不明であった。
2006 年にこれらの主要構成成分として、
DNA/RNA binding protein である TAR DNA 
binding protein-43(TDP-43)が同定され
た(Neumann, et al. Science 314; 130-133, 
2006. Arai, et al. Biochem Biophys Res 
Commun 351; 602-611, 2006)。しかし脳内
に認められる封入体には TDP-43 の C 末断
片が豊富に存在しているが、N末断片は少
ない。一方脊髄に認められる封入体では、
C末断片もN末断片も認められることから、
同じ TDP-43 陽性封入体でも変性部位によ
り、異なる変性機序が存在することが推測
される 

 
２．研究の目的 
 
(1) TDP-43陽性封入体の部位別の変性機序の   
解明 
孤発性 ALS の脊髄前角細胞のユビキチン
陽性 TDP-43 陽性細胞質内封入体に
TGF-betaの主要なシグナル因子であるリ
ン酸化 Smad2/3(pSmad2/3)が存在するこ
とを報告した(Nakamura M et al. Acta 
Neuropathologica, 2008)。このことから
ALS では TGF-beta-Smad シグナル伝達障
害が起こっている可能性を見いだした。
アルツハイマー病のリン酸化タウ陽性細
胞質内封入体である神経原線維変化にも
pSmad2/3が蓄積することが報告されてい
る。いままでの報告から、AD と ALS には
核細胞質間輸送障害と pSmad2/3 の観点
から同様の変性機序が生じている可能性
が推測される。しかし、認知症を伴う
ALS(ALS-D)や FTLD-U に認められる前頭
葉や側頭葉の TDP-43 陽性封入体の見ら
れる細胞ではこれらの検討はまだ行って
いない。 
同一症例においても、脊髄と大脳皮質の
神経細胞に存在する TDP-43 陽性封入体
の TDP-43 断片化の構成成分は異なるこ
とから、pSmad2/3 の染色性が脊髄と大脳
皮質では異なる可能性があると仮定した。
本研究ではまずSmad2/3とそのE3リガー
ゼである Smurf2 に関して、ALS の様々な
部位における TDP-43 陽性封入体での免
疫反応を検討するために免疫組織化学的
検討を行った。 
 

(2) TGF-beta/SmadシグナルとTDP-43凝集体
形成との関連についての解析 
TDP-43 の核移行シグナル(NLS)を変異あ
るいは欠損させた発現プラスミドを培養
細胞に導入し、72 時間後に観察すると、
細胞質に TDP-43 の凝集体が観察され、そ
の凝集体はリン酸化を受けていることが
報告されていたことから（Winton MJ, et 
al. J Biol Chem 2008, Nonaka, et al. 
FEBS Lett, 2009）、この細胞モデルを用
いて TGF-beta/Smad シグナルの賦活に応
じて TDP-43 凝集体形成が影響を受ける
か否か検討をおこなった。 
 

 
３．研究の方法 
(1) TDP-43 陽性封入体の部位別の変性機序の 
解明 
  
 対象 
 孤発性 ALS 患者 13例 
  正常対象者   9例 
 

   ホルマリン固定、パラフィン包埋された腰
髄、運動野、基底核、海馬切片を用いて、
以下の一次抗体を用いて免疫染色を行っ
た。 

 
 一次抗体: 
Smurf2 (sc-25511; Santa Cruz) 
 pSmad2/3 (sc-11769R; Santa Cruz) 
pTDP-43 (pS409/410; Cosmo Bio CO)  
TDP-43 (10782-2-AP; ProteinTec Group. )  
   N-terminal (3-12) TDP-43  
       (TIP-TD-P07; Cosmo Bio CO.)  
   C-terminal (405-414) TDP-43  
       (TIP-TD-P09; Cosmo Bio CO.)  
Ubiquitin (u-5379; SIGMA)  
 
(2) TGF-beta/Smad シグナルと TDP-43 
  凝集体形成との関連についての解析 
 
 発現 プラスミド 
   pcDNA3-TDP-43 (WT) 
   pcDNA3-HA-TDP-43 (WT) 
   pcDNA3-ΔNLS-TDP-43 (82-84 KRK→AAA)  
   pcDNA3-HA-ΔNLS-TDP-43 (82-84 KRK→ 
    AAA)  
   pcDNA3-Flag-Smad2 
   pRK-TGF-beta type1 receptor    
    constitutive  active (TGFCA) 
   pRK-TGF-beta type1 receptor dominant  
    negative (TGFDN) 
   pcDNA3.1-Flag-Ub 
  
発現プラスミドをHEK293T細胞に発現させ、 
プロテアソーム阻害剤である MG132 (10μM, 
last 16 hours)の非存在下あるいは存在下
で 72 時間培養後に、以下の抗体を用いて免
疫染色あるいはウエスタンブロッテイング



を行った。 
 抗体 
   TDP-43 (10782-1-AP, Protein Tech 
Group) 
   pTDP-43(pS409/410, Cosmo Bio) 
   pSmad2 (#3101, Cell Signaling) 
   Ubiquitin (Ub)(#8017, Santa Cruz)  
   Flag antibody (F3135, SIGMA) 
   p62 antibody (61082, BD tranduction) 
   LC3 antibody (PM036, MBL) 
  試薬 
  Recombinant human TGF-beta1    
   (TGF-beta1) (R&D systems) 
  TGF-beta receptor1 kinase inhibitor  
   (TGF-beta R1 KI) (Calbiochem) 
  
 
４．研究成果 
(1)TDP-43 陽性封入体の部位別の変性機序の
解明 
  ALS の脊髄前角細胞と延髄舌下神経細胞
の TDP-43 陽性封入体には、pSmad2/3 と
Smurf2 の免疫反応を認めたが、Betz 細胞
や海馬顆粒細胞などの脳内における
TDP-43 陽性封入体には、これらの免疫反
応は認められなかった。このことから、ALS
では部位により、封入体形成過程や神経変
性が異なることが推測された。 
 
   脊髄前角細胞の TDP-43 陽性封入体 
 
 
 
 
 
 
  海馬顆粒細胞の TDP-43 陽性封入体 
 
 
 
 
 
(2)TGF-beta/Smad シグナルと TDP-43 
  凝集体形成との関連についての解析 
WT-TDP-43の発現プラスミドをHEK293T細
胞にトランスフェクションすると、その発
現は核に認めたがプロテアソームを阻害
しても凝集体は認めなかった。 
 ΔNLS-TDP-43 の発現プラスミドを
HEK293Ｔ細胞にトランスフェクションす
ると、細胞質に TDP-43 の発現を認め、プ
ロテアソーム阻害下では細胞質内に凝集
体が形成され、これらの凝集体は pTDP-43, 
pSmad2, Ub, p62, LC3 抗体に陽性であっ
た。 

  
 
 
 
 

 
 
ΔNLS-TDP-43とSmad2の発現プラスミドを共
発現させると、不溶性画分の pTDP–43 と、可
溶性画分の TDP–43 の発現量は減少した。そ
の減少効果は、Smad2 に加えて TGFCA も共発
現させると増大した。TGFCA の代わりに、
TGFDN を共発現させるとその減少効果は消失
した。 
 細胞質に凝集体を持つ細胞の割合も、Δ
NLS-TDP-43 と Smad2 を共発現させると約
35％減少し、その上 TGFCA を加えると約 70％
減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
培養細胞内に形成された凝集体は、pTDP-43, 
Ub, pSmad2 抗体に陽性を示した。このことか
ら ALS にみられる封入体と非常によく似た
TDP-43 凝集体が培養細胞内で再現された。 
凝集体は p62や LC3 抗体にも陽性反応を示し
たことから、プロテアソーム阻害下で凝集体
の分解にオートファジーが関わっていたと
考えられた。TGF−beta/Smad シグナルはオー
トファジーを活性化することが報告されて
いる。TGF-beta/Smad シグナルの賦活は、細
胞内で障害されたTGF-beta/Smadシグナルを
増大させ、オートファジーを活性化したのか
もしれない。TGF-beta/Smad シグナルの賦活
は、TDP-43 凝集体形成を抑制したことから、
ALS に おける治療法の開発において
TGF-beta/Smad シグナルが重要なターゲット
となる可能性が示唆された。 
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