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博士論文の要旨

【はじめに】筋萎縮性側索硬化症（ALS）は，上位および下位運動ニューロンが選択的に変性し

四肢麻痺，呼吸不全を来す致死性の神経変性疾患である．大多数は孤発性であるが，Copper

1Zjnc　sup　eroxide　dismutase（●0［01）変異により家族性ALS（FALS）を発症することから，　free

radicalなどの酸化ストレスに注目して病態機序の研究が進められてきた．しかしSOZ）1変異を

もつALSの病理組織では，孤発性ALS（SALS）に特徴的なBunin　a小体やユビキチン化skem

like　indusionsを伴わないことから，5α01変異によるFALSとSALS病態機序は異なる可能

性が指摘されてきた．2006年にユビキチン化skein　like　indusionの構成蛋白が，　TAR　DNA

binding　Protein・43（TDP・43）であることが報告された．　TDP・43陽性の封入体は，　SOIp1変

異によるFALSでは認められず，一方SO」01変異陰性のFALSにおいてはSALSと同様に

TDP・43陽性の細胞質内封入体が存在することが報告された．．このことからALSの病態機序に

TDP・43が関与することが強く示唆されている．

【方法】ALSにおけるTDP－43の関与を検討するため・●OZ）1変異陰性のFALS　16家系（優性1

遺伝13，劣性遺伝3）において同遺伝子変異の有無を検討した．　　　　　　　　　　　　　｛

【結果】検索した30」01陰性FALS　16家系の内，1家系（2世代，発症者3名）のみで1028番

目の塩基がAからGへの置換する変異をヘテロ接合体で存在することを見いだした．同変異

は，コントロール267人（534染色体），孤発性ALS　112症例（剖検症例20症例を含む），

丘ontotemporal　lobaエdegeneration　with　ubiquitin－positive　inclusions　1症例，

frontotemporal　lobar　degeneration　with　motor　neuron　disease　2症例，　primaエy　lateral

sderosis　1症例では認められなかった．同変異は343番目のアミノ酸がグルタミンからアルギニ

ンへ置換する変異（Q343R）であり，同部位のアミノ酸は哺乳類では保存されていた．患者剖検

脊髄を用いたR乎PCRでは，変異アレルの発現を確認した．患者脊髄のウエスタンブロットで

は，既報の孤発性ALSの所見と同様に，　s　arkosy1やureaなど不溶性分画に約25　kD　aの断

片型TDP・43を認めた．この家系の病理組織ではBu皿ma小体，　skein　hke　indusionを伴い

広汎はTDP・43陽性の細胞質内封入体を認めた．家系内非発症者の検索はできていないが，

これらの事実より，筆者は本変異が本家系のALS症状の発症に関与していると結論した．次に
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Q343R・TDP・43の機能異常を検索した．細胞内局在は，野生型とQ343Rいずれも核に局在

し，細胞質内に封入体形成は認めなかった．病態と関連するとされる約25kDaや35　kDaのC

末断片型TDP・43を細胞内に発現させると，核への局在が消失し細胞質に局在したが，その局

在に野生型とQ343Rで違いはなかった．また25虹）aの断片型TDP・43は野生型，　Q　343Rと

もに細胞質内に封入体を形成し，違いはなかった．TDP・43は各種核内小体と局在することが

報告されている．そこでALSにおいてCaj　a1小体の病態への関与を疑い，　TDP・43とCaj　a1小

体の関連を検討した．野生型，Q343R・TDP・43共にCaj　a1小体に一部局在した．

Q343R・TDP・43の強制発現細胞および内在性TDP・43のノックアウトした細胞ではCaj　a1小体

の数の減少を認めた．

【考察】核内小体の一種であるCaja1小体の数は，神経細胞の活動性と密接に関連するとされて

いる．またALSと同様に運動神経細胞死を来すspinal　muscular　atrophyの原因蛋白である

SMNはCaj　al小体に局在し，　C　aj　a1小体の維持に関与するとされる・変異TDP・43のALS発

症の原因として，Caja1小体への関与が示唆される．

【結論】今回のFALS症例におけるTDP－43の変異の発見はALSの病態機序の解明に寄与す

ることが期待される．

（論文審査の要旨）

　筋萎縮性側索硬化症ALSの病理組織に認められるskein－1ike　inclusionの構
成蛋白質は、ユビキチン化されたTDP－43であることが2006年に明らかにさ
れた。申請者は，ALSにおけるTDP－43の関与について検討するため・SOD1
変異陰性の家族性ALS　16家系において同遺伝子の変異の有無について検討
した。

　その結果，優性遺伝性の1家系においてQ343Rヘテロ接合変異を同定した・
変異部のアミノ酸は哺乳類で保存されていた．剖検脊髄のRT－PCRにより変
異アレルの発現を確認し，ウエスタンブロットにより・既報と同様に25kDa
の断片型TDP－43を不溶性分画に認めた。病態に関連するとされるTDP－43の1
25kDaと35　kDaのC末断片を細胞内に発現させると、核への局在が消失し・1
25kDaは封入体を形成したが，野生型とQ343R変異型では差違はなかった・
さらに、TDP－43は各種の核内小体に共存することから，TDP－43とCajal小体
（CB）の関連について検討した結果、野生型，　Q343R変異TDP－43はいずれも
CBに一部局在し，Q343R変異TDP－43の強制発現細胞、および内在性TDP－43
のノックアウト細胞では、CBの数が減少することを明らかにした。

　以上、本研究はTDP－43の変異を伴う遺伝性ALSの家系例を世界で初めて
見出し、ALSの分子病態におけるこの蛋白質の役割の一端を明らかにしたこ
とに、学位論文としての価値を認めた。


