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要 旨

筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis :  ALS) は， 上位運動ニ ュ ー ロ ン (upper

motor neuron: UMN) および下位運動ニ ュ ー ロ ン ( lower motor neuron: LMN) が侵される神経
変性疾患である． 病理学的には， 運動神経細胞やグリア細胞に， TAR D N A - b i nd i n g  prote i n  

43kDa (TDP - 43) 陽性の凝集体が認められる． このことから， 病態として， 異常 TDP - 43 が，
局所から伝播し広がっていくとする仮説が提唱されている． 本研究では， この仮説を検証する
ため， 特定の脳領域あるいは細胞種 に TDP - 43 陽性凝集体を形成するマ ウ ス モ デルの開発を
H的とした ま ず凝集体を作りやすい変異 TDP - 43 を発現するアデ ノ 随伴 ウ イ ルスを作製した．
これを大脳皮質， 脊髄， あるいは骨格筋に 発現させ， 特定の細胞種や領域 に ， T D P - 43 陽性凝
集体を高効率 に 作成し得た． 本研究で確立したマ ウ スモデルは， T D P - 43 陽性凝集体の伝播を
明らかとするのに 貢献すると期待される．

キ ー ワ ー ド ： 筋萎縮性側索硬 化症， T D P - 43 陽性凝 集 体， 伝播， ア デ ノ 随伴 ウ イ ル ス ，
マ ウ ス モ デル

緒 巨i

筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 (amyotrophic lateral 

sclerosis: ALS) は， 上位運動ニ ュ ー ロ ン (upper

motor neuron: UMN) お よ び下位運動ニ ュ ー ロ ン
Oower motor neuron: LMN) を 選択的 に 侵す神経
変性疾患である 几 多 く は孤発性であ り ， 局所 か
ら始 ま り ， 全身 に 広 が り ， 呼吸筋麻痺 に て 死 に 至
る． 病理学的 に は UMN, LMN, 病変部 のグリ ア

細胞， 骨格筋細胞 の細胞質 に ， 糸 く ず様， 顆粒状
な ど ， 多 様 な 形 態 のTAR DNA - binding protei n  

43kDa (TDP - 43) 陽性 の凝 集 体 を 認 め る 2 ) - 6) .

TDP - 43 遺伝子の変異 を も つ 家族性 ALS が 見 出

さ れ た こ と か ら， TDP - 43 の異 常 が， 本 症 の病

態 の中 心 と 考 え ら れて いる 7) - 9) .

病 態 の伸展機序 と し て ， 異 常 TDP - 43 が， エ

ク ソ ソ ー ム や ナ ノ チ ュ ー ブ を 介 し 細胞 間 を 伝播
し ， 伝播先 の細 胞 内 の正 常 TDP - 43 を 異 常 化 す
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ると い う 説が唱 え られてい る． こ れは， プリ オ ン

の伸展様式に類似 して おり ， プリ オ ン 仮 説と言 わ
れ る1 0) - 1 2) ． 実 際 TDP - 43 は， プリ オ ン 様 のド
メ イ ン を持 ち ， 異 常 化 し た TDP -43 は， 野 生 型

TDP -43 の凝 集を促す1 3) ． さらに， 培 養 細胞 間

で巽 常 TDP-43 形 成 が広 がるこ と 1 1 ) 1 2 ) ， アデ ノ

随伴 ウ イ ルス( Adeno-associated virus : A A  V)に

て， サル脊 髄に野 生 型 TDP - 43 を強 制 発現させ
た系にて， TDP -43 が脊 髄 内や大 脳 皮 質 へ 広 が
るこ と 1 4 l , TDP -43 病理を示 し た ヒ ト脳 サ ル コ

シル抽出物を， TDP -43 過 剰 発現 マ ウスに注 入 し，

注 入 部 位を超 え てTDP-43 陽 性 凝 集 体を認める

こ とが報告され た 1 5 ) .

しか し， 生 体 でのTDP - 43 の伝播 は， 実 証さ

れて おらず， そ の伝播方式も， 順行性 か逆行性 か

解 明 され て いない16) 1 7) . アデ ノ 随 伴 ウ イ ルス
( Adeno-associated virus : A AV)を用しヽ た系 での凝

集 体 の形 成 は限 定 的 で， AL S 病理と は異 なる叫

さらに， A AVによる発現ベ ク タ ーそのも のが， 逆行
性にあるいはシ ナ プスを超 え て惑染 した 可能性が
ある1 8) . また TDP - 43 病理を示したヒ ト脳 サルコ

シル抽出物を注 人 した系 では， 複 数 の部 位に注 入

してい るため， その伸 展 形 式 は不明 である1 5) ． さ

らに， 脊髄へ の伝播 は示されてい ない1 5 ) .

A AV は部位特異 的 な遺伝子発現誘導を得 るには
有 用 であり ， 本 法を用 い， 生 体 内 での伝播 の有無

を検 証 でき ると考 え る． しか し， A AV を用 い て検
証するためには， 導 入 したベ ク タ ーそのも のの感 染

と， 発 現 した T DP -43 を区 別 でき るこ とが必 要 で
ある． さらに， その伝 播 方 式が， 順 行 性 か， 逆 行
性 か 検 証する為には， UMN - LMN — 筋 肉 各 々 で，

特異的にAL S 病理を模倣 でき る系を確立する必 要
がある． 本研究 では， A AV を用 い， こ の検 証に資す
るマ ウスモデルを開 発することを目 的とした（ 図 1 ).

材料と方法

1. AAV プ ラ ス ミ ド の作成
核 移 行 シ グナル(R82L /K83Q)と RNA 認識 モ

チ ー フ 1 領域 (Cl73 S/Cl 75 S)に変異 を持 ち ， 高
い凝 躾 能を示 すTDP - 43(mtTDP43)1 9) のDN A

プ ラスミ ドをGene Art Site- Directed Mutagenesi s  
System (Thermo Fi sher) を用 し ＼ て作 成 した
PCR 条 件 は， プ ラ イ マ ー （ 表 2 )を用 い て， 94℃

2 分 の初 期 変 性 後 ， 94 ℃ 20 秒， 57 ℃ 30 秒，

68℃ 3 分を18 サ イ クルとした． mtTDP43 の5' 末
端に標 識 タ グとしてMyc を付与 し， 制 限 酵 素によ
り C AG プ ロ モ ー タ ー（ 広 汎 細 胞 用） あるい は

human Synaps in  1 プ ロ モ ー タ ー (h Syn ; 神 経 細胞
特異的） を持 つ A AV 発現ベ ク タ ー (p A AV)に挿

入 した（ 表 1 )． また In-Fus ion H D  Cloning K i t  
(Takara) と標的 逍伝子のプ ラ イ マ ー （表 2 )を用

野生 型 マ ウ ス
大 脳 皮 質

B

 AAV

D10-CAG-EGFP

P2A-mtTDP43 

ChAT-Creマ ウ ス
脊髄

c

 
AAV-

野生 型 マ ウ ス
骨 格 筋

図 I AA V を用 いた TDP -43 陽性凝 躾 （本の伝播マ ウ ス モ デル
本研究の概略 マ ウスの大脳皮質 （A) , 脊髄(B) ， 骨格筋(C) にそれぞれ AA V
を注入する こ と によ り ， TDP - 43 陽性凝巣体を形成する． 凝躾体の生化学的， 病
理学的特徴， さ ら には伝播を評価で き るマ ウ スモ デル を開 発 した ．
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表 l

AAV ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド

pAAV - CAG- Myc-mtTDP43 

pAAV - hSyn - Myc - mtTDP43 

pAAV - CAG- EGFP - P2A- Myc - mtTDP43 

pAA V - hSyn - mCherry - P2A - Myc-mtTDP43 

pAAV - hSyn - EGFP -P2A - Myc - mtTDP43 

pAAV - CAG - DIO- EGFP - P2A- Myc-mtTDP43 

い て， mCherry- P2A- mtT DP43 お よ び EGFP

P 2A-mtTDP43 を AAV 発現ベ ク タ ー に 挿入 し た ．

2. 培養細胞

マ ウ ス 神経芽細胞腫由来 で あ る Neuro 2A 細胞

お よ び骨 格 筋 細 胞 と し て C2C12 細 胞 を 用 い た ．

10% ウ シ 胎児血清 (FBS ,  Bio West) を 添加 し た

ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (DMEM, Thermo 

Fisher) 中 で， 5% CO2 存在下， 37℃ で培養 し た ．

Lipofectamine® 3000 (Thermo Fisher) を 用 い て

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 い 2 ~ 6  B 間 培 養 し

た ． Neuro 2A 細 胞 で は ， ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 1

時 間 前 に 0. 5%FBS 添 加 DMEM に 変 更 し， 神 経

細胞へ の 分化 を 促 し た ． C2C12 細 胞 で は ， ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン 翌 日 に 10% ウ マ血清 (HS, Thermo 

Fisher) を添加 し た DMEM に 変更 し 6 日 間培養 し

た ． 初代培養神経細 胞 は ， 妊娠 18 B の マ ウ ス に ソ

ム ノ ペ ン チル を 腹 腔 内 投与 し た の ち ， 胎仔の 頭蓋

骨 と 髄膜 を 除 き ， 大脳皮 質 を 取 り 出 し た ． 0.25%

Trypsin と DNase を 含 ん だ PBS で 37 ℃ 1 5 分 イ

ン キ ュ ベ ー ト し 分散後， ダ ル ベ ッ コ 改変 イ ー グル

forward primers 

表 2

Mutant 
5 ' - ATATGATAGATGGACGATG 

TDP - 43 
GAGTGACAGCAAACTTCCTAA 
TTCTAAG-3' 

mCherry - 5' - GAAGGT ACCGGATCCGCCA 
P2A CCATGGTGAGCAAG-3' 

EGFP - 5' - GAAGGT ACCGGATCCGCCA 
P2A CCATGGTGAGCAAG-3' 

培 地 ／ ハ ム F - 1 2 混 合 培 地 に 5 X 1 05 cel ls/ml で

培 養 し た ． 固 定 は 4% paraformaldehyde (PFA) 

で 30 分間行 っ た ．

3 .  AAV の作製

上 記 の AAV ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド （ 表 1 ) と

pAAV2/ 1 お よ び pHelper プ ラ ス ミ ド を HEK 細

胞 (AAVpro 293T Cel l  Line, Takara) ヘ ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン し ， 3 日 後 に 回 収 し た ． 1 , 000 X g

で 10 分間 4℃ 下で遠心 を 行 い ， 上層 を PE G 溶液

で撹拌 し ， 超 音波 で沈殿 を 破砕 し た ． Benzonase

(25 unit/µ I) 20  µ I を 加 え ， 37℃ で 45 分 間 イ ン キ

ュ ベ ー ト し， 2 , 500 X g で 10 分 間 遠心 し， 上 層 を 回

収 し た ． lodixanol 濃 度勾 配 を 作成 し た 遠心 用 チ ュ
ー プ (Beckman) に 回 収 し た 上 層 を 人 れ， 18 ℃

200000 X g で 2 時間 15 分遠心 し た ． 21G 針で ウ イ

ル ス 層 を 回 収 し， Sl ide -A-Lyzer ™ Dia lysis 

Cassette (Thermo Fisher) を 用 いて透析を行っ た ．

ア ミ コ ン ウル ト ラ (100K 100 ,000 NMWL) に 入れ，

5000 X g で 1 0 分間遠心 を 繰 り 返 し 約 500 µ I に 濃

縮 し た ． AAVpro Titration K i t  (Takara) を 用 い

て リ ア ル タ イ ム PCR を 行 い ， ウ イ ル ス 濃度 を 測

定 し た ． ウ イ ル ス 濃度 は 2.5 ~ 1 0  X 1 0 1 2  gc/ml に

調整 し た ．

4. マ ウ ス ヘ の AAV 注入

C57BL/6J マ ウ ス （ 雄， 8 週 齢） あ る い は ChAT

Cre マ ウ ス (Jackson Laboratory) を 用 い， イ ソ フ

ル ラ ン 吸入 に よ る 全身麻酔下に お い て AAV を 注 入

し た 大 脳 皮 質へ の 注 人で は ， C57BL/6J マ ウ ス

の 頭 蓋 骨 を 露 出 さ せ， 27G 針で 頭 蓋 骨 に穴 を 空 け

reverse primer 

5' - GAAGCATCTGTCTCATCCATTTG 
T AGTTTGTT ATCTTTTGGATAGT-3' 

5' - AGT AGCTCCGGATCCGGACTTGT 
ACAGCTCGTC-3' 

5' -AGT AGCTCCGGATCCCTTGT ACA 
GCTCGTCCATG-3'  
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た ． ガ ラ ス キ ャ ピ ラ リ ー を マイ ク ロ シ リ ン ジ につ な ぎ，

各種 AAV を 大 脳 皮 質 の 運 動 野 (bregma か ら 頭

側 に 0.5 mm, 左側に 1.5 mm, 深 さ 0.5 mm の位置）

に 0.6 µ I を注入 し た 20)． グ リ アの反応については，

2 .5  X 101 2  gc/ml に 調 整 し た AAV-CAG-Myc 

mtTDP4 3 お よ び AAV-hSyn-Myc-mtTDP4 3 を

使 用 し， コ ン ト ロ ー ル は 同 濃 度 の AAV-CAG 

DIO-EGFP と し た ． 脊 髄へ の 注 入で は， ChAT 

Cre マ ウ ス の 椎弓 を 露 出 さ せ， 第 4 , 5 頸椎 の 椎

弓間 （正 中 か ら 左側 に 0.5 mm, 深 さ 0.7 mm の位

置） に AAV を 0.6 µ I 注 人 し た ． 筋への注人では，

C57BL/6J マ ウ ス の 上 腕 二 頭 筋 を 露 出 さ せ，

A AV を 2.0 µ I 注 入 し た ． 任意の 日 数経過後 ， ソ

ム ノ ペ ン チ ル を 腹 腔 内 投 与 し た の ち ， PBS 12 

m l ,  4% PFA 15 m l を 心室 内 に 投与 して 灌流固定

し， 脳 と 脊 髄 を 取 り 出 し た ． 4% PFA で 0.5 ~ 

1.5 時 間 後 固 定 し， 30％ ス ク ロ ース で 1 晩謹換 し た ．

5. 免疫染色

OCT コ ンパ ウ ン ド 中 で凍結 した 組織か ら ， 20 µ m  

切片を 作成 し た ． 1% BSA で 2 時間常温でブロ ッ キ

ン グ を 行 い， 抗 Myc 抗 体 (Bio Rad, MCA1929) , 

抗 TDP- 4 3 (260- 4 14 ) 抗体 (Proteintech, 12892-

1-AP) ， 抗 GFP 抗体 (AbD Serotec, 4745-1051) , 

抗 Ibal 抗 体 (Wako, 019-1974 1) ， 抗 GFAP 抗 体

(Abeam, ab7260) を 1 次抗体 と して用いた． 2 次抗

体 と し て， Alexa 4 88/568/647 donkey anti-rat/ 

rabbit/sheep lgG (Invitrogen) を用し ヽた ．

6. タ ン パク 質抽 出 と ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

培養細胞に 各種 AAV を 1.0 µ I 感染 さ せ， 6 B 間

培養 した． Protease Inhibitor (Roche 116974 8001) 

を含む RIPA buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 

mM NaCl ,  1% NP-4 0, 1% sodium deoxycholate ,  

0.1% SDS) 4 00 µ I で 溶 解 し た． 13,000X g で 20

分 間 4 ℃ 下 で遠心 を 行 い， 上清を RIPA 可溶性画

分と した． BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher) 

を用い タ ンパ ク質濃度を測定 した． 10％ ポ リ アク リ ル

ア ミ ド ゲ ル Super SepTM Ace (Wako) を 用 い た

SDS-PAGE に よ り 分離 し ， PVDF 膜 (Mi l l ipore)

に 転 写 し た． 抗 Myc 抗 体 (Bio Rad, MCA1929) , 

抗 TDP-43 (260-4 14) 抗体 (Proteintech, 12892-

1-AP) を 1 次抗体 と して用いた． 内在性 コ ン ト ロ ー

ルと して抗 Tujl 抗体 (Covance, MMS-435P) を 用

い た． HRP 標 識 し た 2 次 抗 体 で 反 応 さ せ，

I m m o b i l o n  Wes tern  C h e m i l u m i ne s c e n t  H R P  

Substrate (Mil l ipore) を用いて シグナルを検出 した．

結 果

1 ． 培養細胞 に お け る TDP -43 陽性凝集体の形成

mtTDP-4 3 を 発現する AAV プ ラ ス ミ ド (pAAV

C A G - M y c - m t T D P 4 3 ,  p A AV-h S y n-M y c 

mtTDP4 3 ； 表 1 ) を 作 製 し た ． こ れ ら の コ ン ス ト ラ

ク ト が， TDP-4 3 陽 性 凝 集 体 を 形 成 す る か，

Neuro 2A 細 胞 を 用 い 検討 し た 各 コ ン ス ト ラ ク ト

を 遺伝子導入 し， 免 疫 染 色 を 行 っ た そ の 結果，

細 胞 質 に 明 瞭 な Myc 陽性 の 凝 集 体 を 認 め た （ 図

2 A, C) . Myc 陽性 の凝集体 に は， TDP-43 も 共

局在 し て い た （図 2 B, D) . hSyn-Myc-mtTDP43 

よ り も ， CAG-Myc-mtTDP43 の 方 が ， 凝 集 体 を

多 く 認め た ．

次 に ， AAV に 感 染 し た 細 胞 と ， 伝 播 先 の 細 胞

を 区 別 す る た め， 蛍光 タ ンパ ク 質 (mCherry あ る

い は EGFP) と mtTDP4 3 を， 同 時 に 発 現 す る べ

ク タ ー と して， pAAV-hSyn- mCherry-P2A-Myc 

mtTDP43 お よ び pAAV-Syn-EGFP-P2A-Myc 

mtTDP43 を 作 製 し た ． こ れ ら を Neuro 2A 細 胞

に 遺 伝 子 導 入 し た そ の 結 果， mCherry も し く

は EGFP 陽性細胞 に て ， Myc お よ び TDP-4 3 陽

性の凝集体 を 認め た （図 2 E - J) . 

次に ， 上記 コ ン ス ト ラ ク ト か ら AAV を 作 製 し た ．

AAV-CAG-Myc-mtTDP4 3 お よ び AAV-Syn

EGFP-P2A-Myc-mtTDP43 を感染 さ せ た 細 胞 に

て， タ ンパ ク 質 の 発 現 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

で 検 討 し た ． Myc お よ び TDP-4 3 は， 同 じ 分 子

量 （ 約 4 4 kDa) の 位 買 に 認 め た （ 図 3 ) ． ま た

A AV-Syn-E G F P-P2A-Myc - m tT D P4 3 に て，

EGFP の 発 現 を 確 認 し た （ 図 3) ． さ ら に AAV l 

CAG-Myc-mtTDP4 3 を， 初代培養細胞 に 感染 さ

せ， Myc, TDP - 4 3 共陽性の凝集体 を 確 認 し た （図

2 K, L) ． 骨 格 筋 細 胞 由 来 C2Cl2 細 胞 に て も ，
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図 2 培捉細胞に お け る TDP - 43 陽性凝槌体の 形成

(A, B) pAA V - CA G - Myc-mtTDP43 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る Myc お よ び TDP - 43 阻性凝鯰体 (Neuro 2A 細

胞） ． （C , D) p A A  V - h S y n - M y c - m tT D P43 に よ る Myc , T D P - 43 陽性 凝 躾 体 (Ne u ro 2A 細 胞 ） ． （ E - G ) p A A V 
h S y n - m C h e r r y - P2A - M y c - m t T D P43 に よ る mCherry 陽性 細 胞 で の Myc , T D P - 43 陽 性 凝 集 体 ． （ H - J ) p A A V 
h S y n - E G F P - P2A - M y c - m tT D P43 に よ る E G F P 陽性細胞での Myc , T D P - 43 陽性凝躾体 ． （ K , L)  A A V - C A G 
Myc - mtTDP43 を 感染 さ せ た 初代培蓑神経細胞の Myc, T D P - 43 陽性凝艇体 ． （M ,  N) pAAV - C A G - Myc - mtTDP43 
に よ る Myc, TDP - 43 陽性凝躾体 (C2C l2 細胞） ． ス ケ ー ル バ ー ， 50 µm. 

① AAV-CAG-mtTDP 
Myc TDP-43 

② AAV-hSyn-EGFP-
P2A-mtTDP 

kDa 
① ②  ① ②  

75 � -' -- 1 1 l - 1 

50 1 -- 1 ●ゴ
37 

25 
50」.. 1 .. 

Tuj l 

GFP 図 3 Western b lott ing に よ る TDP - 43 タ ン パ ク 質 の 発

現の 評価
① ②  AAV - CAG - Myc - mtTDP43 お よ び AAV - hSyn-EGFP -

| P2A - M y c - m t T D P43 を Ne u r o 2A 細 胞 に 感 染 さ せ， 6
日 後 に Myc , T D P - 43 ,  G F P の 発 現 を Wes t ern

b lott ing で評価 し た ． Myc-mtTD P - 43 （変異） ， 白矢頭 ；

TDP - 43 （ 内 囚性） ， 黒矢頭
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pAAV- CAG - E G F P - P 2 A - Myc - mtT D P4 3 の 遺

伝 子 導 入 に て， 細 胞 質 に Myc, T D P - 4 3 共 陽 性

の 凝 集 体 を 認 め た （ 図 2 M, N) . 

2. マ ウ ス 生体 に お け る TD P - 43 陽性凝集体形成

モ デルの確立

A. 大 脳 皮 質 UMN で の T D P - 43 陽性 凝 躾 体 形 成

モ デル

上 記 で 作 製 し た AAV を ， マ ウ ス 大脳 皮 質 一 次

運 動 野 に 注 入 し ， TDP - 43 陽 性 凝 集 体 が 形 成 さ

れ る か 検 証 し た （ 図 1 A) . AAV l - CAG - Myc 

mtTDP43 を 注 入 後 ， 2 週 間 で， 注 入 部 位 の 細 胞

内 に Myc 陽性 の 凝 集 体 の 形 成 を 認 め た （ 図 4 A) .

大 脳 皮 質 の 神 経 細 胞 で は ， 第 II/ I I I 層 お よ び

図 4 変異 TDP - 43 発現 AAV を 投 与 し た マ ウ ス 大脳 皮 質 に お け る TD P - 43 陽性凝 躾 体 の 形成
(A) A A  V - C A G - M y c - m tT D P43 を 投 与 し た マ ウ ス 大 脳 皮 質 に お け る M y c 陽性 の 凝 梨 体． （B )  A A V - h S y n - M y c 
m t T D P43 を 投 与 し た マ ウ ス 大 脳 皮 質 に お け る M y c 陽性 i疑 船 体 (C,  D )  A A V - C A G - M y c -m t T D P43 投 与 に よ り ，
Myc を 発現 し た G F A P 陽性 ア ス ト ロ サ イ ト ． （ E: )  AA V - h Syn - mC he r ry - P2A - M yc - mtTDP43 投 与 に よ る mChe r ry
陽性 神経細胞 内 で の Myc 陽性凝 艇 体 (F) AA V - hSyn - E:GFP - P2A- Myc-mtTDP43 投 与 に よ る EGFP 陽性神経細胞
内 で の Myc 陽性凝媒体． （G)  AAV - DIO - CAG - E:G F P - P2A - Myc - mtTDP43 を 投 与 し た ChAT - Cre マ ウ ス 脊髄 に お
け る E G F P 陽性神経細胞 内 で の Myc 陽性凝媒体． （H )  A A V - C A G - E: G F P - P2A - Myc-m tT D P43 を 投 与 し た マ ウ ス
骨 格 筋 に お け る EGFP 陽性細 胞 内 で の Myc 陽性凝 媒 体 ． ス ケ ー ル バ ー ， 50 µm. 
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U M N を 有 す る V 層 の 神 経 細 胞 に Myc ［湯 性 細 胞 を

認 め ， そ の 約 50% に ， 点 状 や 円 形， 顆 粒 状 と し ‘ つ

た 様 々 な 形態 の 凝 其 体 を ， 細 胞 質や 軸 索 の 起 始 部

に 認 め た ミ ク ロ グ リ ア， ア ス ト ロ サ イ ト で も 凝 躾 体

を 認 め た が， そ の 形 成 は 限 定 的 で あ っ た （ 図 4 C,

D) ． 神 経 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 持 つ AAV l 

hSyn- Myc - mtTDP43 に よ っ て も 同 様 の 結 果 を

得 た （ 図 4 B) ． し か し ， CAG - Myc - mtTDP43 よ

り 凝 集 体 の 数 は 少 な い 傾 向 に あ っ た ． 次 に ， 蛍 光

タ ン パ ク 質 と mtTDP43 を 同 時 に 発 現 す る A AV l 

h Sy n - mCherry/ E G  F P - P 2 A - Myc - mtT DP43 の

注 人 を 行 っ た そ の 結 果 同 様 に 第 I I / I I I 層 お よ

び U M N を 有 す る V 層 の 神 経 細 胞 に mCherry あ る

い は E G F P 陽 性 細 胞 を 認 め， そ れ ら の 一 部 に
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図 5 変異 TD P - 43 発現 AAV を 投 与 し た マ ウ ス 人1悩皮 質 に お け る グ リ ア 細胞 の 活性 化
( A - F )  A A V - C A G - Myc-mtTD P43 を 投 与 し た 同側 の マ ウ ス 大脳皮 質 に お け る ミ ク ロ ク リ ア お よ び ア ス ト ロ サ イ ト の
活性化 コ ン ト ロ ー ル は AAV - C AG - D 1 0 - E G F P. Ibal 陽性 の ミ ク ロ ク リ ア (A , .{"i : Myc , 片） の 細 胞 体 の 面 柏 (B) ,
密度 (C) . GFAP 陽性 の ア ス ト ロ サ イ ト (D , .{_ -i ; Myc,  1-;:) の細胞体の 而 柏 (E ) ， 密度 (F) . (G - L) AAV -hSyn
M y c - m t T D P43 を 投与 し た 同側 の マ ウ ス 大 脳 皮 質 に お け る ミ ク ロ グ リ ア お よ び ア ス ト ロ サ イ ト の 活性化． コ ン ト ロ ー

ル は AAV -CAG - D10 - EGFP . l b a l 陽性 の ミ ク ロ グ リ ア (G , .{� i ; Myc, 左） の 細 胞 体 の 面柏 （H) , 密度 ( 1 ) . GFAP 
陽性 の ア ス ト ロ サ イ ト （J , 右 ； Myc , 左） の細胞体の 1h i梢 （ K ) , 密度 (L) . n = 3 ,  •p < 0 .05  (S tudent の t 検定） ．
ス ケ ー ル バ ー ， 50 µm.  
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Myc 陽性の凝策体を認めた（図 4 E, F) .  

次に TDP - 43 発現部位のグリアの反応につい
て評価した（図 5 ) . AAV l - CAG - Myc-mtTDP43 

もしくは AAV l - hSyn - Myc-mtTDP43 の注人後 2

週 間 の第 v 層 にて， ミ ク ログリアおよ びアス ト
ロサイ トの細胞体の面積と密度を免疫染色で評価
した． AAV自体でのグリア細胞の活 性化が報告
されている た め AAV l - CAG - DIO - EGFP を対
照 と し た 叫 AAV l - CAG- Myc - mtTDP43 で は
GFAP 陽性の アス トロサ イ トの細胞体の面積の
有意な増加を認めた（図 5 D - F) ． 一方， 神経細
胞 特 界 的 な AAV l - hSyn - Myc - mtTDP43 で は，
ミ ク ログリア アス トロサイ ト共に細胞体面積の

有意な増加を認めた（図 5 G - I, J - L). 

B. 脊髄 LMN でのTDP- 43 陽性凝集体形成モデル
mtT DP43 を L M N 特 異 的に発現させるため，

Cre 依 存 的に mtTDP43 発現する AAV l - CAG 

DIO - EGFP- P2A- Myc - mtT DP43 を 作 製 し，
LMN に Cre を発現する ChAT- Cre マウスの脊髄
へ注人した（図 1 B)． その結果， 注人から2 週間
で脊髄に Myc およ び TDP - 43 陽性の明 瞭な凝集
体を認めた（図 4 G) ． 凝集体は， 細胞質では主
に円形を示しており， 神経突起内にも認めた． 大
脳皮質と比べると形態が異なり， また凝集体の割
合は5％ 程度であった．

C. 骨格筋での TDP - 43 陽性凝集体形成 モ デル
mtTDP43 を骨格筋に発現させるため， AAV l 

CAG - EGFP - P2A - Myc-mtTDP43 をマウスの上
腕二頭筋に注人した（図 I C) ． その結果 注人
から 2 週 間 で骨格筋に Myc およ び TDP - 43 陽性
の明 瞭 な 凝集体 を 認めた（図 4 H)． 骨格筋細胞
の細胞膜周囲に接する形で， 複数の楕円形の凝槃
体を認めた． 凝築体が作られる割合は 50％ 程度
であった．

考 察

ALS のプリオン仮説を検証するためには， AAV
による強制発現系は有用である， しかし， AAV は

シ ナ プスを超 え 感 染 する場合があるため18)， 導入
したベクタ ー そのものの感 染と， 伝播した T D P -

43 を区 別する必要がある． 私は， P2A を用い 22) ,

翻 訳後に Myc - mtTDP43 の N 末 端側を切 断し，
蛍光タ ン パク 質と mtTDP - 43 を， 別々に発現さ
せた． 本手法により， AAV そのものが， シ ナ プ
スを超 え て感染した細胞は蛍光タ ン パク質も陽性
となるが， TDP - 43 のみが伝播 した細胞は， 蛍
光タ ン パク質は陰性となるため， ウイル ス ベ クタ
ー そのものの感染を明 確に区 別し， TDP-43 の伝
播の有無を検証することが可能である．

さらに， 順行性， 逆行性の可能性について検証
す る た め， そ の 原 発部 位 と し て 考 え ら れ る，
UMN - LMN — 筋肉各々にて， ALS 病理に類似し
た TDP - 43 陽性凝集体を形成させる必要があっ
た． 私は， 高い凝集能を持つ変異 ヒ ト TDP - 43 と，
CAG, Synapsin プロ モ ータ ー や Cre 依存性に発
現する DIO を含んだ コ ン ス トラ ク トを用い， マ
ウス大 脳皮質運動野第 II/III 層， v 層の錐体神経
細胞， 脊髄の運動神経細胞， 骨格筋細胞に， 糸 ＜
ず， 顆粒状など多様な形態をもち， 既報の ALS

病理に類似した TDP - 43 陽性凝 集体を， 効率よ
く形成 する系を開発した 2) - 6) . これらによ り，
UMN - LMN —筋肉間での伝播を検証することが可
能となった．

今 回 の系 で は， 神 経 細 胞 特 異 的 な AAVI 
hSyn - Myc - mtTDP43 の発現にて， ミ ク ログリア，
アス トロサイ ト 共に細胞面積の有意な増加を認
め， 神経細胞における TDP - 43 の発現によりグ
リア細胞の活性化が， 引き起こされた可能性が示
唆された． グリア細胞の活 性化は， ALS や その
モ デルマウスでも報告されている23) 24) . このこ
とから， 本モ デルは， この面でも ALS 病態を模
倣していると考え た． グリア細胞の活性化が， 神
経細胞死によるものか否かは議論がある． 私の結
果では， 凝集体を形成した細胞の神経細胞死が H
立たなかった よって， グリア細胞の活 性化は，
神経細胞死によらない可能性がある． このことは，
神経細胞死が， この活性化したグリア細胞により
もたらされる可能性を示唆する．

本モ デルの課題について考察する． 本研究では
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第 II/III 層 お よ び 第 V 層 を 中 心 と し た 大 脳 皮 質

感 染 性 を 持 つ AAV l を 採 用 し た 25) ． そ の た め ，

TDP - 43 の 発 現 は 第 II/III 層 お よ び 第 V 層 に 限

局 し て い た ． 一 方， ALS で は 大 脳 皮 質 の す べ て

の 層 に TDP - 43 陽性凝集体 を 認 め う る ． よ っ て ，

本 モ デル で は ALS 病 態 を 正確 に 反 映 で き て い な

い 可能性 が あ る ． ま た ， 人工 的 に 核移行 シ グ ナ ル

に変異 を 導人 し ， 核 タ ン パ ク 質 で あ る ヒ ト TDP -

43 を ， 細胞質 に 強制 的 に 局 在 さ せ て い る ． さ ら に ，

UMN - LMN — 筋 肉 で 異 な る プ ロ モ ー タ ー を 用 い て

い る た め TDP-4 3 の 発現量 は統一 さ れ て お ら ず，

部位毎 の 比較 が 困 難 で あ る ． ま た ， 解剖 学 的 に ，

ヒ ト で は UMN と LMN が 直接 結合 す る cortico 

motoneuron が 多 い が ， マ ウ ス で は UMN と LMN

の 間 に 介在 ニ ュ ー ロ ン が 存在 す る 相 違 が あ る 26) .

つ ま り ， ヒ ト と 留歯類で は UMN - LMN の 運 動神

経回路 が 異 な り ， 随意運動 時 の 機能 も 異 な る と 推

定 さ れ る ． こ れ ら の 課題 を 踏 ま え た 上 で， TDP -

43 の伝播 に つ い て 注意深 く 検証す る 必要 が あ る ．

本 モ デ ル の 開 発 に よ り ， TDP - 43 が 特 定 の 神

経回 路 内 を 伝播 し う る か ， ま た す る と す れ ば ど の

よ う な 様式 な の か 検証 が 可能 と な り ， 伝播機序の

解 明 お よ び治療へ の 応用 へ貢献す る こ と が 期待 さ

れ る ．
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