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研究成果の概要（和文）：本研究は生化学的、細胞生物学的視点からTDP-43遺伝子の発現変化をはじめとするALS早期
発見マーカーを考察し、ALSモデルマウスを用いて検証することを目的としている。変異型TDP-43遺伝子をノックイン
した２ラインの遺伝子改変マウスは、遅発性に上下肢運動能低下を呈し、下位運動ニューロンの脱落が顕著である。こ
のマウスの末梢血において、神経症状発症前からTDP-43機能不全に伴うRNA代謝異常が起こっていることを明らかした
。また、同マウス脊髄由来神経-グリア共培養系を用いて、運動ニューロンに直接接するアストロサイトにおいて変異
型TDP-43の発現量が高いことが示された。

研究成果の概要（英文）：TDP-43 gene has been identified as a causative gene of amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS) . Two types of mutant TDP-43 knock-in (mTDP-43 KI) mice with mutations in different sites 
of the gene were generated to investigate the biological effects of each mutation. Considerable 
phenotypes were observed in mTDP-43 KI mice: poor weight gain and loss of spinal motor neurons, which is 
related to ALS symptoms. By Exon Array and RT-PCR, defects of RNA metabolism following TDP-43 dysfunction 
were detected in the mononuclear cells from peripheral blood of KI mice. Furthermore, up-regulation of 
mutant TDP-43 was detected in astrocytes adjacent to motor neurons from KI mice. Our results, referencing 
TDP-43 mutations, will provide new insights into the pathophysiology of ALS.

研究分野：分子神経化学

キーワード： ALS　TDP-43　RNA結合タンパク質
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１．研究開始当初の背景 
ALS は 50 代～60 代を中心とした成人の呼吸
機能を含む運動機能を全廃に至らしめる最
も悲惨な神経疾患の一つである。患者数は
2008 年には 8,285 人 (厚生労働省 特定疾患
医療受給者証交付数より推定) に達してお
り、今なお年間 300 人のペースで増加の一途
をたどっている。現在のところ有効な治療法
は皆無であり、この悲惨な疾患に対する新規
治療法の開発は急務である。ALS 発症に至る
分子メカニズムの全容は明らかでないが、
ALS 患者の運動ニューロンにみられる不溶性
の構造物である封入体がこの疾患の病態生
理と密接に関連すると考えられてきた。近年、
封入体の構成要素としてRNA結合タンパク質
TDP-43 が同定された（Arai et al. 2006）。
また、複数の優性遺伝性 ALS 家系と一部の孤
発性 ALSおよび FTLD 症例において TDP-43 遺
伝子の点突然変異が発見された（Kabashi et 
al. 2007）。さらに、我々が作成したヒト変
異型 TDP-43 遺伝子ノックイン（KI）マウス
が、加齢に伴って ALS 様運動機能障害を発症
することがわかり（慶應大岡野栄之教授との
共同研究・未発表）、TDP-43 が ALS の発症に
関わる責任因子の一つであることがほぼ明
白となった。しかし、運動ニューロンの細胞
死を引き起こす機序として TDP-43 の核内機
能の低下が原因なのか、それとも細胞質にお
ける毒性の獲得が原因なのか未だに不明で
ある。さらに大多数の孤発性 ALS 症例におい
て遺伝子変異がないにもかかわらず TDP-43
を含む封入体が出現し、運動ニューロンが死
滅する病態メカニズムは全くわかっていな
い。最近、ヒト野生型 TDP-43 遺伝子を神経
細胞特異的に過剰発現した遺伝子改変マウ
スの運動ニューロンには TDP-43 陽性封入体
が出現し、マウス個体は生後 1ヶ月以内に運
動ニューロンの死滅によるALS様症状で死亡
することが示された（Wils et al. 2010）。
ALS 患者の神経系に特異的にみられる N 末端
を欠いた断片化 TDP-43 が病状の進行と平行
して増加しており、断片化 TDP-43 が細胞質
に移行して封入体を形成することが細胞死
の原因ではないかと疑われている。これらの
知見は、細胞内の TDP-43 タンパク質のレベ
ルが過剰になると封入体形成および細胞死
を引き起こすリスクとなる可能性を強く示
唆している。つまり、もし何らかの原因で
TDP-43 タンパク質レベルを制御する生理機
構が破綻することがあるなら、ALS 発症の基
点となりうると予測される。 
 
２．研究の目的 
本計画では生化学的、細胞生物学的視点か
ら TDP-43 遺伝子の発現量変化をはじめとす
る ALS 関連リスクを考察し、ALS モデルマ
ウスを用いて検証することを目的としてい
る。これまでに作成した変異型 TDP-43 遺伝
子をノックインした２ラインの遺伝子改変
マウス（G348C型変異、A382T型変異）を用

いて TDP-43 の発現調節機構および TDP-43
機能不全に伴う RNA 代謝異常を明らかにす
る。両ラインとも生後７ヶ月までは正常であ
るが、その後体重減少に引き続き１１ヶ月に
なると上下肢運動能の低下が顕著になり、ヒ
トの ALS 症例と類似した経過をたどること
から、リスクファクターの解析に適している
と考えられる。RNA代謝異常の概念に着目し、
本モデル動物を用いて ALS の診断の遅れを
改善するバイオマーカー候補因子の抽出を
行うとともに、ノックインマウス由来培養細
胞を用いて神経機能解析および TDP-43 の発
現解析を行う。 
 
３．研究の方法 
我々が作製した変異型 TDP-43 ノックインマ
ウスは、ヒト変異型 TDP-43(A382T または
G348Cの2系統)にVenusを融合させた遺伝子
をノックインしており、生後 7ヶ月頃より遅
発性の運動機能障害を呈し、下位運動ニュー
ロンの脱落が顕著である。さらに病理学的に
ALSに特徴的なBunina小体が下位運動ニュー
ロンの細胞質にて検出された。本研究では、
ALS 患者の遺伝子型と同様に、変異型 TDP-43
と正常型 TDP-43 の両方の対立遺伝子を有す
るマウスを用いて解析を行った。 
（１）TDP-43は標的 RNAのスプライシング
調節などを行う RNA結合蛋白質であり、ALS
患者の運動ニューロンにおいて異常局在を
示すことが報告されている。変異型 TDP-43 
ノックインマウスは遅発性の運動機能障害
を示すことから、症状の進行時期を反映した
バイオマーカー検索が可能である。そこで、
変異型TDP-43に起因するRNA代謝異常を運
動機能障害発症の前に末梢血中で捉えるこ
とにより ALS の新規バイオマーカーの探索
を行った。Exon Arrayおよび定量的 RT-PCR
法を用いた。 
（２）ヒト野生型および変異型 TDP-43・GFP
融合遺伝子を培養細胞に過剰発現させてタ
イムラプスイメージングにより封入体の形
成過程を解析した。また、ノックインマウス
の胎児より脊髄を分散培養し、神経-グリア
の共培養を行った。蛍光免疫染色を行い、運
動ニューロンおよびグリア細胞マーカーの
発現確認を行った。運動ニューロンを生きた
まま可視化するため、運動ニューロン特異的
に発現する HB9 プロモーターの下流に
mCherryを融合させたHB9::mCherryレポータ
ー遺伝子を作製し、レンチウイルスを用いて
導入した。HB9 陽性運動ニューロンを用いて
Ca イメージングを行い、運動ニューロンの
Ca 応答機能について検証した。さらに、この
共培養系のSMI32陽性運動ニューロンに接す
るアストロサイト細胞に発現する変異型
TDP-43::Venus の蛍光輝度値をイメージング
ソフト Image J により定量化した。 
 
４．研究成果 
（１）totalTDP-43、ヒト変異型 TDP-43、マ



ウス TDP-43のmRNA量について検討を行っ
た。その結果、2 系統の変異型マウスの末梢
白血球内では、内因性 TDP-43 が変異型
TDP-43 による機能低下を補完する機構が症
状の発症前から過剰に働いていることが示
唆された。また、野生型マウスと変異型マウ
ス間だけでなく、2 系統の変異型マウス間を
比較してもTDP-43のRNA代謝が若年期から
異なっていることがわかった。次に、エクソ
ンアレイで抽出された候補因子のうち、
Neuronal apoptosis inhibitory protein(NAIP)の
RNA代謝を解析した。NAIPは、ALSと同じ
運動ニューロン疾患に属する脊髄性筋萎縮
症(SMA)の患者でスプライシング異常が報告
されている。マウス Naipの mRNA量解析を
行ったところ、若年期から有意に 2系統の変
異型マウス間で異なる経過をたどることが
わかった。NAIPは単独で ALSの診断バイオ
マーカーとするには難しいと予想されるが、
エクソンアレイで抽出された他の候補因子
を含めた複数の項目を総合評価すれば RNA
代謝異常を定量的に示すことができると考
えられる。この評価法は、患者個々の RNA
代謝解析にも有用であると考えられる。 
（２）ヒト野生型および変異型 TDP-43・GFP
融合遺伝子を培養細胞に過剰発現させてタ
イムラプスイメージングを行ったところ、変
異型導入細胞で TDP-43 が核から細胞質に移
動して封入体を形成した後、細胞死が起こる
が示された。一部の野生型 TDP-43 導入細胞
でも発現量が多いと封入体ができ細胞死に
至ることを発見した。 
 変異型 TDP-43 ノックインマウスの運動ニ
ューロン-グリア細胞共培養系の確立に成功
した。なお、この培養系において SMI32 陽性
運動ニューロン、GFAP 陽性アストロサイト、
Iba1 陽性ミクログリアの存在を確認してい
る。HB9 陽性運動ニューロンについて Ca イメ
ージングを行い、イオノマイシンによる細胞
内への強制的なCa流入への応答を確認した。
このことから、我々が確立した変異型 TDP-43
ノックインマウス由来ニューロン-グリア共
培養系では、シグナル伝達が可能な機能的な
細胞を用いて評価を行うことができると考
えられる。 
この共培養系のSMI32陽性運動ニューロンに
接触しない(A)、細胞体に接触する(B)、軸索
に接触する(C)アストロサイト細胞に発現す
る変異型 TDP-43(A382T)::Venus の蛍光輝度
値を定量化したところ、運動ニューロンに接
するアストロサイトではVenusの平均輝度値
が高い傾向にあることがわかった(下図 矢
印)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 SMI32 陽性運動ニューロンの軸索に接す
るアストロサイト (左)と接触の有無による
変異型 TDP-43 (A382T)::Venus の平均輝度値
の比較 
 
このことから、運動ニューロンが接するアス
トロサイトでは、変異型 TDP-43 の発現量が
高いことが示唆された。本研究成果により変
異型 TDP-43 ノックインマウスを用いた in 
vitro 解析ツールの確立に成功した。本研究
で示した変異型 TDP-43 の発現変化は、神経
変性疾患における運動ニューロンの脆弱性
の機序に関与している可能性が考えられ、こ
の培養系は今後ALSのリスクファクター解析
に有用となることが期待される。 
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