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研究成果の概要（和文）：孤発性筋萎縮性側索硬化症のモデルマウスであるRNA編集酵素ADAR2コンディショナルノック
アウトマウスでADAR2免疫染色性のない脊髄運動ニューロンにおいてカルパインによって生じるTDP-43の断片化と局在
異常が観察された。カルパインによるTDP-43の切断点を明らかにし、これらのTDP-43のカルパイン断片は全長TDP-43に
比べ凝集性が高いこと、さらにTDP-43はリン酸化によりカルパイン切断に抵抗性を獲得することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that ADAR2-negative motor neurons in the spinal cord showed TDP-43 
pathology, or subcellular mislocalization of TDP-43, in the conditional ADAR2 knockout (AR2) mice, a 
mechanistic ALS model in which the ADAR2 gene was targeted in cholinergic neurons including motor 
neurons. TDP-43 pathology in the ADAR2-lacking motor neurons in the AR2 mice was caused by abnormal 
activation of calpain, a Ca2+-dependent cysteine protease. We revealed several calpain-dependent cleavage 
sites in the C-terminal region of TDP-43. Moreover, we found that phosphorylated full-length TDP-43 and 
calpain-dependent TDP-43 fragments were more resistant to cleavage by calpain than endogenous full-length 
TDP-43 was.

研究分野：内科系臨床医学・神経内科学
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１． 研究開始当初の背景 
孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）の脊髄

運動ニューロンにおいてグルタミン酸受容

体である AMPA 受容体 GluA2 サブユニットの

Q/R 部位の RNA 編集が低下し、この分子変化

がALS運動ニューロン死に関係していること

がわかってきた。この GluA2 Q/R 部位の RNA

編集は adenosine deaminase acting on RNA 2 

(ADAR2)という RNA 編集酵素によって特異的

に触媒されることが知られ、更に孤発性 ALS

脊髄前角組織では ADAR2 mRNA の発現量が低

下していることがわかった。これらのことか

らこの部位のRNA編集が低下することが運動

ニューロン死を導くのではないかと考え、こ

の仮説を証明するために、我々は脊髄運動ニ

ューロン選択的にADAR2をノックアウトした

ADAR2 のコンディショナルノックアウトマウ

ス（AR2 マウス）を作成し、この仮説を証明

した。 

また mRNA のスプライシングに関与するこ

とで知られていた TDP-43（TAR DNA binding 

protein-43）というタンパク質が ALS 患者神

経細胞内に蓄積していることが報告された。

さらに TDP-43 遺伝子（TARDBP）の変異によ

り ALS を引き起こすことが報告され、孤発性

と家族性ALSのほとんどで過剰にリン酸化さ

れた TDP-43 陽性封入体があることが報告さ

れた。 

我々は、RNA 編集酵素 ADAR2 の活性低下に

よる AMPA 受容体サブユニット GluA2 Q/R 部

位の RNA 編集低下、および TDP-43 陽性の細

胞質封入体形成は孤発性ALS運動ニューロン

に見られる疾患特異的分子変化であり、

ADAR2 の発現低下が運動ニューロンにおいて

カルパインの活性化を引き起こし、TDP-43 を

切断すること、切断された TDP-43 は核から

細胞質へと細胞内局在異常を引き起こし、細

胞質での凝集体形成、核からの喪失に関与す

ることがわかった。そのため、我々は、TDP-43

の凝集体が形成されるメカニズムを更に詳

しく調べ、ALS に引き起こされている神経細

胞死カスケードの関与について調べた。また、

家族性ALSの責任遺伝子として報告されてい

る Fused in sarcoma（FUS）についても、凝

集体が形成されるメカニズムを調べるとと

もに、その形成過程にカルパインが関与する

かどうかを調べ、異なる原因による ALS の細

胞死に共通したメカニズムが存在するかど

うかを検討した。 

 
２．研究の目的 
ALSの病因を明らかにする目的で、家族性ALS

と孤発性ALSに共通して見出される封入体形

成と、大多数の孤発性ALSに見られるRNA編集

異常との分子連関を解析する。我々は、孤発

性ALSの病理学的指標ともなっているTDP-43

病理には、Ca2+依存性プロテアーゼカルパイン

による易凝集性断片の形成が関与することを

発見したので、TDP-43の凝集体が形成するメ

カニズムを更に詳しく調べ、FUSについては凝

集体が形成されるメカニズムを調べるととも

に、その形成過程にカルパインが関与するか

どうかを確認する。さらにALSの発症に関与す

るTDP-43、FUS、RNA編集がどの様に共通の神

経細胞死カスケードをとるのかを解明し、治

療法の開発に役立てる。 

３．研究の方法 
ⅰ）pCold系のベクターにTDP-43をクローニン

グし、リコンビナントのHisタグ-TDP-43を合

成した。カルパインで切断後、MALDI-TOF mass 

を用いて切断点の解析を行った。さらにフラ

グメントのTDP-43のN端とC端の断片を培養細

胞に発現させ、GFPやTDP-43抗体を用い凝集体

の観察と死細胞の数を定量した。 

ⅱ）TDP-43のリン酸化酵素であるtau tubulin 

kinase 1, 2（TTBK1, 2）をクローニングし、

培養細胞にTDP-43と共に過剰発現した。また

リコンビンナントカゼインキナーゼ1、2と

TDP-43蛋白をインキュベートし、リン酸化さ

せ、カルパインにより切断後、TDP-43抗体に

よるウエスタンブロット解析を行った。ウエ



スタンブロットの結果からTDP-43フラグメン

トを定量することによりカルパイン活性への

耐性を評価した。 

ⅲ）Flagタグを付けたFUSを過剰発現させた培

養細胞、マウス脳、脊髄をカルパインによっ

て切断し、FUSやFlag抗体を用いウエスタンブ

ロットを行った。 

 

４．研究成果 

ADAR2 の発現が低下した運動ニューロンにお

いて TDP-43 の局在異常が観察され、TDP-43

がカルパインにより切断され、N端領域が凝

集体形成に関与することを報告したので、カ

ルパインによる TDP-43 の切断点の同定を行

う為、リコンビナント TDP-43 を pCold 系（タ

カラ）を用いることで合成し、カルパインに

より切断したフラグメントをMALDI-TOF mass 

を用いて解析を行い、10 の切断点を同定した。

TDP-43 フラグメントのウエスタンブロット

の結果からメインの 3つの N端フラグメント

と１つの C端フラグメントを作成し、HeLa 細

胞に過剰発現後、凝集能と細胞死の検討を行

った。プリオンドメインを含んだ 2つの長い

N端フラグメントは強い凝集性を示したが細

胞死は見られなかった。一方短い N端フラグ

メント・C端フラグメントは凝集能・細胞死

ともに観察されなかった。 

我々が開発した孤発性ALSの分子病態モデ

ルである AR2 マウスでは、ADAR2 の発現が低

下した運動ニューロンにおいて TDP-43 の局

在異常が観察され、ALS における TDP-43 病理

形成のメカニズムが、活性化されたカルパイ

ンにより TDP-43 が凝集性の高い断片に切断

されることが引き金になること、その断片が

全長 TDP-43 をも巻き込んだ封入体を形成し

TDP-43 病理として観察されることを見出し

た。さらに一旦形成された凝集体もカルパイ

ンにより非凝集性断片に細断されていくこ

とが明らかになり、凝集体を形成した TDP-43

はカルパインに耐性をもつことが想定され

た。封入体を形成する TDP-43 は過剰にリン

酸化されていることが報告されているため、

リン酸化が TDP-43 のカルパインによる切断

に影響を及ぼす可能性が考えられるため、

TDP-43 のリン酸化酵素であるカゼインキナ

ーゼ 1、2と TTBK1, 2 の４種を用い TDP-43

をリン酸化後、カルパインへの耐性を調べた。

TDP-43 はリン酸化によりカルパイン切断に

抵抗性を獲得することがわかった。TDP-43 の

カルパイン断片が全長 TDP-43 に比べ凝集性

が高いという結果を併せて考察すると、カル

パインにより断片化された TDP-43 は凝集塊

を形成し、それをシーズとして核・細胞質を

シャトリングしている TDP-43 を巻き込み封

入体を形成すると共にリン酸化を受ける。リ

ン酸化によりカルパインへの抵抗性が高ま

り、凝集した TDP-43 は非凝集性断片への更

なる切断が阻害されるため封入体の増大、核

からの全長 TDP-43 の喪失を促進することで

TDP-43 病理を形成することが示唆された。 

次に FUSがカルパインにより切断されるこ

とを培養細胞、マウスの脳・脊髄の in vitro 

カルパインアッセイにより検討を行った。

FlagタグをN端あるいはC端に付けたFUSを

カルパインにより切断することにより断片

化が観察された。 

これらのことよりALS運動ニューロンでは

ALS 関連タンパクである TDP-43、FUS ともに

カルパインにより切断されることがわかっ

た。 
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