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第１章．	背景 

第１-１節．	 研究背景 

 ALS は上位及び下位運動ニューロンが進行性に脱落することを主徴とする神経変性疾患で，

上位運動ニューロンの脱落により軸索が下降する脊髄側索部が萎縮し，下位運動ニューロン

変性により脊髄前角が萎縮し，そこから投射する筋肉は群性神経原性萎縮を呈する．発症時

期は 60 から 70 代が最も多く，初めは四肢の痺れから始まり，やがて運動麻痺が全身へ現れる．

最終的には呼吸筋麻痺による呼吸不全で全経過が平均 3-5 年で死に至る．有病率は 10 万人

あたり 7-11 人とされ，日本では約 9,400 人の患者が存在し，特定疾患にも認定されている1)．

現在，有効な治療法は存在せず，治療薬には唯一リルゾールとエダラボンが承認されている

が，延命効果を期待するもので，根本的な治療薬及び治療法はない． 

 ALS 患者のうち，約 10%は原因遺伝子が特定されている家族性(familial ALS; fALS)で，残

りの 90%は孤発性(sporadic ALS; sALS)である．fALS の原因遺伝子としては 1993 年，super- 

oxide dismutase 1 (SOD1)が初めて報告された2)．SOD1 の変異は fALS の約 20%を占める．

近年の exome sequence 解析の向上により，ALS 関連遺伝子は 40 以上報告された3),4)．しかし，

その後の長い間，SOD1 変異以外の ALS の原因は不明であった． 

 以前から，ALS では脊髄前角運動ニューロン内に Bunnia 小体と呼ばれる凝集体が HE 染色

法により確認されることが重要な所見であった．さらに運動ニューロンの細胞体（胞体）が白く

抜けたクロマトリシスや，リン酸化ニューロフィラメントの蓄積により生じる軸索腫大（スフェロイド）

も特徴の一つであった．また，免疫染色法の発展により，ユビキチン陽性の封入体（凝集体）

が確認され，何らかの構造物が細胞内に蓄積することがわかってきた．この神経細胞内の封

入体は ALS に限らず，Alzheimer 病や Parkinson 病など，他の神経変性疾患においても報告

されていた．Alzheimer 病では amyloid β(Aβ)や tau，Parkinson 病では α-synuclein が凝集体に

含まれることがわかっている中，2006 年に 2 つの研究グループが ALS 及び Frontotemporal 

dementia / Frontotemporal lobar degeneration (FTD/FTLD)において TAR DNA binding pro-

tein 43kDa (TDP-43)が凝集体の主たる構成成分であることを報告した5),6)．これらの症例で，

細胞質に凝集した TDP-43 はリン酸化，ユビキチン化修飾を受け，さらに，特定の部位で切断

され，凝集性の高い C 末端断片(C terminal fragment; CTF)が凝集体に含まれることがわかっ

た． 

 その後数多くの剖検例から，TDP-43 の凝集体は ALS 患者の約 97%，及び FTD 患者の約

45%に見られることがわかり7)，さらに 2008 年には初めて，fALS における TDP-43 の遺伝子変

異が報告された．現在，TDP-43 の凝集体は病理診断上最も重要な所見の一つとなり，神経

変性への関与が一層強く示唆された．また，ALS における TARDBP 遺伝子変異は 40 以上に

のぼり，そのほとんどはアミノ酸の C 末端領域に存在する． 
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 TDP-43 は TARDBP 遺伝子にコードされる 414 アミノ酸(414aa)から成る蛋白で，human im-

munodeficiency virus type 1(HIV-1)の long terminal repeat (LTR)に結合し，活性化する遺伝

子として同定された8)．TDP-43 分子はいくつかの特徴的な配列を有する．細胞内局在を規定

する nuclear localization signal (NLS)（82-98aa）および nuclear export signal (NES)を含み，通

常では 9 割以上が核に局在し，一部は核と細胞質の間を行き来する．また，2 つの RNA 

recognition motif (RRM) （RRM1 及び RRM2）は塩基配列 UG-repeat を認識し RNA と結合

する9)．そして最も特徴的なのが C 末端領域に存在する glycin rich domain (GRD) (274 - 

414aa)であり，プリオン様ドメイン(prion like domain)とも呼ばれる．後述するように，C 末端領域

が凝集体形成に最も深く関与する．TDP-43 はその遺伝子配列と RNA 結合モチーフから，

heterogeneous nuclear ribonucleo-proteins (hnRNPs)ファミリーに属する10)．また，TDP-43 中の

RRM1(101-176 aa)及び RRM2(191-262aa)配列は，cystic fibrosis transmembrane regulator 

(CFTR)遺伝子の exon 9 のスプライシングを制御することが生理的機能として初めて報告され

11)，現在では生理的機能は多岐にわたることがわかっている．また，TPD-43 が結合する RNA

の網羅的解析により，約 4,000 種類の RNA に結合することがわかった12),13)．また，TDP-43 は

スプライシングのみならず，転写，RNA の輸送や安定化，microRNA の発現制御にも関与す

ることがわかり，RNA プロセシングにおける重要な分子であることが明らかとなった 11),14),15),16)．

一方，TDP-43 は他の hnRNPs ファミリー分子である hnRNPA1 及び A2 と結合し，スプライシン

グ機能の制御を行う．さらに，microRNA の成熟に必要な Drosha や Dicer と結合することも明

らかとなった．このように，TDP-43 は核酸及び蛋白質の両者に結合し，RNA 代謝の重要な役

割を担っている．近年では ALS-FTD では異常な cryptic exon による TDP-43 の病態が出現す

ることが報告され，RNA 代謝と神経変性疾患の関連性が一層注目されている17)． 

 TDP-43 の C 末端領域である 274-414aa は，glycine および glutamine/asparagine (Q/N)残基

に富んでおり，この領域の約 80%が構造的に無秩序かつ不安定であることがわかっている． 

 神経変性には様々な遺伝的要因及び細胞内の機能傷害が交絡し，その病態は複雑である

にも関わらず，ALS 患者のほとんどに TDP-43 の凝集体が観察されることは驚くべきことである．

これは，TDP-43 の蛋白凝集体という表現型に集約されるためと考えられる．したがって，

TDP-43 の凝集体形成のメカニズムを解明することは，病態を理解し，治療的戦略を立てる上

で不可欠である． 

 TDP-43 が凝集体に含まれ，さらに fALS において TARDBP遺伝子変異が報告されて以来，

TDP-43 の凝集体モデルを作製するための研究が数多くなされてきた．野生型及び変異型

TDP-43 を発現するトランスジェニックマウスは特に精力的に行われ，その表現型や病態が調

べられた18),19),20),21)．しかしながら，表現型の一部は ALS の病理と一致するものの，忠実に反

映するモデルの作製には至っていないのが現状である．これらの研究報告から，単に TDP-43
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を発現させただけでは病態が再現できないことがわかってきた 7),22)．一方，培養細胞系では，

293 細胞の他，神経細胞株である SH-SY5Y や Neuro2a，NSC-34 を用いて TDP-43 CTF を発

現させ，凝集体が形成される報告があるものの病理モデルを忠実に反映したものは数少ない．

培養細胞では，生体内のニューロンに近い細胞を樹立することが，病態の反映とニューロンの

脆弱性の観点から必要とされる．現に，上記の神経細胞株は生体内のニューロンとは性質が

大きく異なることがわかってきており，神経細胞モデルとしての妥当性が疑問視されている

23),24)． 

 近年では神経変性を考える上でもう一つ重要な概念である，プリオン様仮説が注目されてい

る．この仮説は，凝集蛋白の細胞間伝播が進行性の神経変性を説明するメカニズムとして提

唱され，クロイツフェルトヤコブ病(Creutzfeldt-Jakob disease, CJD)などで知られているプリオン

病の病態に基づいている．プリオン病では，何らかの原因で異常型コンフォメーションとなった

プリオン蛋白が細胞外へ放出され，正常な細胞へ取り込まれ，正常型コンフォメーションのプリ

オンと相互作用し，正常型を異常型へ変え，新たな凝集体を形成する．異常型プリオンが凝

集体を形成，細胞間を伝播することが連鎖的に進行し，その結果，進行性の神経変性が生じ

る．さらに，プリオン蛋白のみならず，Aβ，Tau，α-Synuclein，SOD１，Huntingtin など，他の神

経変性疾患で見られる凝集蛋白もプリオン様伝播すると考えられており，実験的に立証されて

きた25),26)．このように，プリオン様仮説は，神経変性疾患全般に共通するメカニズムである．し

かしながら，2006 年の報告以降，凝集した TDP-43 の細胞間伝播に関する報告はほとんどな

い．最近では，正常型 TDP-43 が exosome を介して細胞間を伝播すること27)，ALS 患者由来

の凝集した TDP-43 が細胞内に取り込まれ，鋳型となり凝集体を形成することが報告されたが

28)，凝集した TDP-43 が細胞間を伝播する直接的な証拠には至っていない．この点からも，より

ヒトの症例を反映した凝集体モデルの必要性が考えられる． 

 この様な背景を踏まえ，本研究では，培養細胞及び成体マウスにおける TDP-43 凝集体モ

デルの作製を新たに作製し，凝集体形成と神経細胞死及び凝集体の細胞間伝播の可能性

について検討した． 

 

第１-２節．	 緒言 

 これまで，ALS 関連遺伝子の他，蛋白分解系の関与に着目し，運動ニューロン内の TDP-43，

FUS，SOD1 凝集体モデルの作製を目指し，研究を進めてきた．凝集体を形成する野生型お

よび変異型 TDP-43 や FUS に加え，オートファジーやプロテアソームの分子に対する shRNA

を発現する組換えアデノウイルスを顔面神経に接種すると，顔面神経核運動ニューロン内に

凝集体が形成されることを報告した29)．さらに，凝集体の超微形態を観察したところ，細胞質に

形成された凝集体は直径 20-30 nm の顆粒状線維状構造物であり，ヒト ALS 症例に近い形態
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であることがわかった．本研究では，培養神経細胞系において同様の凝集体形成を試みた．

まず神経細胞モデルを作製するため，成体ラット顔面神経核より神経幹細胞 1464R を樹立し

た．この細胞をレチノイン酸条件下で分化させると，約 80%の細胞が神経細胞マーカー分子

である tubulinβⅢ陽性であった．分化 1464R 細胞へ DsRed をタグとして付加した WT 及び CTF

の TDP-43 を発現するアデノウイルスを導入し，プロテアソーム阻害剤である MG-132 を加える

と細胞質内に粗大な凝集体が形成された．この凝集体はリン酸化及びユビキチン化修飾を受

けており，超微形態では顆粒状構造物の集積であることがわかった．また，この凝集体は界面

活性剤に対して不溶性の性質を示し，生化学的にも不溶性であった．次に，凝集体形成過程

と細胞死の関連性を確かめるため，タイムラプス蛍光イメージングを行なった．MG-132 存在下

では，TDP-43 の凝集体は細胞質に徐々に充満し，粗大な凝集体が形成された．その後，細

胞は膨化し，細胞膜破綻による細胞死を観察した．また，稀ではあるが細胞外に凝集体が放

出され，隣接する細胞へ取り込まれることを確認した．この現象を検証するため，凝集体形成

細胞から得たライセート添加実験や凝集体形成細胞との共培養実験を行った結果，凝集した

TDP-43 の細胞間伝播及びそのシード能の可能性が示唆された．以上の結果を 2017 年 6 月

に PLoS One へ報告した30)．したがって，要約版へのデータの掲載は割愛する． 
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第２章．	実験方法 

第２-１節．	 細胞培養方法 

神経幹細胞 1464R 

 神経前駆細胞 1464R は成体ラット Fisher 344 の顔面神経核より樹立した 29)．この細胞の増

殖・維持は，poly-2-hydroxyethyl methacrylate (Poly-HEMA) (SIGMA) コーティングした 100 

mm dish を用いて，1% B27/ 2 mM Glutamine/ 1× pen-str/ 10 ng/ml EGF/ 10 ng/ml bFGF in 

Neurobasal medium（NBB-FE）培地中で行なった．この細胞を分化させる際は，スフィアを物

理的に分散させ，5% FBS/ 1%B27/ 0.5% N2/ 1× pen-str/ 1 µM ATRA in F12 medium (FFNB- 

R)培地中に懸濁し，適当な細胞数を poly-L-lysine コートしたディッシュまたはカバースリップに

播いた．播種後，2-3 日間培養した細胞を分化 1464R 細胞とし，培養神経・グリア細胞系として

使用した． 

 

第２-２節．	 1464R 安定発現株の作製 

NBB-FE 中で培養した 1464R 細胞へ薬剤耐性遺伝子を含む目的のプラスミドをトランスフェク

ションし，600 µg/ml の G418 により安定発現株を作製した．樹立した細胞株の一覧を Table 1

に示す． 

 
Table 1 1464R 安定発現株一覧 

名称 プロモーター 蛍光蛋白質 ラベリング細胞 薬剤耐性遺伝子 

1464RTBBpG TubulinβⅢ31) EGFP Neuron Neomycin 

1464RTBBpS TubulinβⅢ Sirius 32) Neuron Neomycin 

1464RGFAPpG GFAP 33) EGFP Astrocyte Neomycin 

1464RCNPpG CNPase 34) EGFP Oligodendrocyte Neomycin 

 

 

第２-３節．	 組換えアデノウイルスの作製 

 組換えアデノウイルスは，pAxCAwtit2 または pAxCwit2 ベクター（TaKaRa 社から購入）に目

的配列を挿入し，これを 293 細胞へトランスフェクションすることで作製した．293 細胞に感染さ

せ，ウイルスを継代し，3 次ウイルス溶液を実際の遺伝子導入実験に用いた． 
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Table 2 作製した組換えアデノウイルスベクター 
Name Promoter Gene of interest 
AxCADsRTDP43.WT CAG DsRed-humanTDP43 WT (1-414aa) 

AxCADsRTDP43.CTF CAG DsRed-humanTDP43 C terminal fragment 
(208-414aa) 

AxCAEGFPTDP43.WT CAG EGFP-humanTDP43 WT (1-414aa) 

AxCAEGFPDP43.CTF CAG EGFP-humanTDP43 C terminal fragment 
(208-414aa) 

AxCADsRed CAG DsRed 
AxshNC / EGFP U1 / CMV shRNA for non-coding, EGFP 
AxshPSMC1/EGFP U1 / CMV shRNA for PSMC1, EGFP 

 

第２-４節．	 アデノウイルスによる遺伝子導入 

 少なくとも 2 日以上培養した分化 1464R 細胞へ作製した 3 次ウイルス(Table 2)を multiplicity 

of infection (MOI)が 50 となるように加え，37℃で 1 時間インキュベートすることで遺伝子導入

を行なった． 

 

第２-５節．	 TDP-43 凝集体形成実験 

 分化 1464R 細胞または分化 1464R 安定発現株へ AxCATDP43.WT 及び AxCATDP43.CTF

を導入し 2 日後，培地交換とともに MG-132 を最終濃度 0.5 µM となるように加えた．コントロー

ルには同容量の DMSO を加えた．今回の系では，MG-132 処理 24 時間後の細胞を凝集体形

成細胞とした． 

 

第２-６節．	 蛍光免疫染色法と顕微鏡による撮影方法 

 カバースリップ上で培養した細胞を 4% PFA で室温 20 分間固定した．その後，固定した細胞

を-20℃に冷やした methanol 中で 10 分間処理したのち，1×PBS (-)で洗浄し，5% NGS/PBS

溶液（ブロッキング溶液）でブロッキングを室温で 20 分行なった．ブロッキング溶液で希釈した

一次抗体を室温で 1 時間または 4℃で一晩インキュベートした．細胞を 1×PBS (-)で洗浄後，

ブロッキング液で希釈した蛍光標識二次抗体を室温で 45 分から 1 時間インキュベートした．

洗浄，核染後に細胞を gelvatol で封入し，OLYMPUS AX80 または TCS SP8 confocal mi-

croscopy で観察，撮影した． 
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第２-７節．	 透過型電子顕微鏡 (TEM) 

 アクラフィルム上で培養した細胞を 3%グルタルアルデヒド水溶液で固定し，1% オスミウム液

中で後固定し後，脱水した細胞をエポン溶液中で包埋した．超薄切片を酢酸ウラニル水溶液，

酢酸鉛染色液で染色後，透過型電子顕微鏡で 1,000 倍，3,000 倍，10,000 倍の倍率で撮影し

た．撮影後のデータをタイリングし，tif 画像に変換した． 

 

第２-８節．	 細胞ライセートの段階的可溶化法 

 細胞を Tris buffer (1×protease inhibitor + 5 mM NaF + 2 mM Na3VO4)でチューブへ回収し，

ソニケーションを行なった．これを 100,000 ×g で遠心後，上清を回収し Tris soluble fraction と

した．また，ペッレトに 1% TritonX-100 を含む Tris buffer を加え，再びそニケーションを行い，

100,000 ×g で遠心後，上清を回収し Triton-X 100 soluble fraction とした．残ったペレットへ 1% 

sarkosyl を含む Tris buffer を加え，ソニケータで細胞を破砕した．溶液を 37℃で 30 分間イン

キュベート後，100,000 ×g で遠心し，上清を sarkosyl soluble fraction として回収した．ペレット

へ 1×sample buffer を加え，ソニケータで細胞を破砕し，これを sarkosyl insoluble fraction とし

た．同様に，RIPA/Urea 分画においても同様の手法によりライセートを作製した．得られた Tris 

soluble, TritonX-100 soluble, sarkosyl soluble，RIPA soluble 分画ライセートは，BCA assay kit 

(Thermo 社)を用いて蛋白濃度を測定した． 
 

第２-９節．	 ウエスタンブロット法 

分画ライセートを 10-20 µg を 10% polyacrylamide gel で SDS Poly-Acrylamide Gel Electro-

phoresis (SDS-PAGE)を行った．泳動後，蛋白は PVDF 膜へ転写し，メンブレンを 5% skim 

milk/ TBS-T 中でブロッキングを行った．5% skim milk/ TBS-T に希釈した 1 次抗体をメンブレ

ンにあて，4℃で一晩反応させた．翌日，メンブレンを TBS-T で洗浄し，HRP 標識 2 次抗体を

室温で 1 時間あてた．メンブレンを TBS-T で洗浄後，ECL 反応溶液（GE Healthcare 社）で化

学発光シグナルを Ez-Capture (ATTO)で検出した． 

 

第２-１０節．	培養細胞のタイムラプスイメージング 

 1464R 安定発現株を Poly-L-lysine コーティングした CELLVIEW glass bottom dish (Greiner

社)中で分化させ，アデノウイルスによる遺伝子導入を行い，一晩培養した．翌日，培地を交換

し，0.5 µM となるように MG-132 を付加後，Deltavision microscopy (GE healthcare 社)にセット

し，1-2 時間以内にタイムラプス観察を開始した．タイムラプスプログラムは，15 分または 20 分

間隔で記録場所を撮影し，最長 72 時間撮影を行なった．観察は全て 60 倍油浸レンズ
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(PlanApoN 60×, oil, N.A.=1.42)を使用した．なお，Sirius(青色蛍光蛋白)をレポーターとして用

いた場合では，sirius の観察はイメージングの直前に 1 度だけ行った．  

 

第２-１１節．	細胞生存曲線と細胞生存率の解析 

 タイムラプス蛍光イメージングの画像を元に，細胞死のイベントを記録し，細胞生存曲線を描

いた．細胞死を観察した場合を 1 とし，その時間を記録した．72 時間の観察終了まで生存して

いた場合または観察中，生細胞が観察領域外へ移動し，解析できなかった場合を打ち切り 0

とした．各群において合計個の細胞を解析し，Kaplan-Meier 生存曲線を作成した．また，生存

時間の統計学的有意性は Log-Rank 検定により判定した． 

 

第２-１２節．	凝集体の細胞間伝播の検証 

 分化 1464R 細胞へ AxCADsR-TDP43.(WT+CTF)を導入後，0.5 µM MG-132 を付加して凝

集体を形成させた．この細胞をセルスクレーパでかき集め，ソニケーションしたものを細胞ライ

セートとした．このライセートを播種先の細胞数と同数の容量となる分だけ，別に用意した

1464R 細胞へ添加した．添加し，24 時間後に培地を交換し，さらに 24 時間インキュベートした

細胞を解析に用いた．さらに，この細胞へ 1464RTBG1 細胞を加え，共培養を 2 日間行い，解

析も行なった．一方で，凝集体を形成させた細胞へ 1464RTBG1 細胞または 1464REGFP- 

TDP43.WT 細胞をそれぞれ 1:1 または 10:1 の比率で加え，共培養を 2-5 日間行なった．それ

ぞれの細胞対し，免疫染色を行い， TCS SP8 共焦点顕微鏡(Leica 社)で撮影した． 

 

第２-１３節．	凝集体伝播の定量的解析 

 定量解析には画像解析ソフト ImageJ (ver1.49)を使用した．1464RTBG1 細胞の EGFP 陽性

領域または 1464R 細胞の TuJ1 陽性領域を region of interest (ROI)として記録し， DsRed の

輝度値と凝集体の個数を計測し，ヒストグラム及びグラフとして示した．さらに，群ごとに凝集体

陽性（1 つ以上の凝集体が存在する）細胞と陰性細胞へ分類し，2×2 のクロス表を作成し，

Fisher の正確度検定により，凝集体の取り込みの有意性を判定した． 
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第３章．	結果 

第３-１節．	 神経幹細胞 1464R からの神経細胞の分化誘導 

 まず初めに，作製したラット神経幹細胞株 1464R の分化条件を検討した．1464R は EGF 及

び bFGF 存在下で neurosphere として増殖させることが可能である一方，sphere を機械的に分

散させ，PLL コート上のカバーガラスに播種し，FFNB-R 培地中で 2 日間培養し，細胞をマー

カー分子で染色したところ，約 80%の細胞が TubulinβⅢ(TuJ1 抗体)陽性であり，残りは GFAP

または O1 陽性であった 29)．この３つのマーカーのうち，２つ以上のマーカーが共陽性の細胞

は存在しなかった．分化に要する時間を検討したところ，TuJ1 細胞が優位となるまでに 2 日以

上要することがわかった．分化後の細胞の population が変化することはなかった．本研究では

FFNB-R 培地で 2-3 日間分化誘導した細胞を分化ニューロン（分化 1464R）として使用した． 
 

第３-２節．	 分化 1464R 細胞へのヒト TDP-43 遺伝子の導入 

 分化 1464R 細胞へ MOI=50となるように AxDsR-TDP43.WT(DsR-WT)または AxDsR-TDP43. 

CTF(DsR-CTF)，及びその両方(DsR-(WT+CTF))を感染させた．2 日後に細胞を観察したとこ

ろ，全ての条件において約 70%の TuJ1 陽性ニューロンで DsRed のシグナルが観察された．

WT を導入したほぼ全ての細胞で DsRed のシグナルが核に局在した．CTF 導入細胞では

DsRed のシグナルは細胞質に優位に存在し，いくつか顆粒状構造物の形態も観察された．

CTF を発現させるだけで細胞質へ凝集体が形成される報告もあるが35),36)，分化 1464R 細胞へ

CTF を導入した際には粗大な凝集体は確認されなかった．一方，この導入した細胞をプロテ

アソーム阻害剤である MG-132 を 0.5 µM で 24 時間処理した．WT を導入した細胞は，局在の

変化も見られなかったが，pTDP-43 抗体に対して多少陽性を示した．CTF においては

pTDP-43 抗体も多少反応し，DsRed シグナルも小さな凝集を形成する様に見えた．最も顕著

であったのが，WT と CTF を共導入した細胞で，DsRed 陽性の大きな凝集体が細胞質に形成

され，pTDP-43 抗体に対して強陽性であった(文献 30 Figure1 及び S1 Fig)． 

 凝集体形成が DsRed のタグの影響であることが懸念されるため，EGFP タグを付加した

AxEGFP-TDP43.WT(EGFP-WT)または AxEGFP-TDP43.CTF(EGFP-CTF)，及びその両方

(EGFP-(WT+CTF))を感染させ，DMSO または MG-132 で処理した細胞を観察した．EGFP の

タグを付加した際も，EGFP-(WT+CTF)に MG-132 を付加した細胞で粗大な凝集体が観察さ

れ，pTDP-43 抗体に強陽性を示し，その他の条件では顕著な凝集体形成は見られなかった

(文献 30 S2 Fig)． 

 これらの結果から，TDP-43 の凝集体形成がそのアミノ酸配列により生じたものであり，タグに

よる現象ではないことがわかった．後述する実験では，凝集体形成は DsR-(WT+CTF)を導入

し，MG-132 で処理した細胞である． 
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第３-３節．	 神経細胞内での TDP-43 凝集体の翻訳後修飾 

 ヒト ALS 剖検脳における凝集した TDP-43 はリン酸化，ユビキチン化などの翻訳後修飾を受

けることが知られている37)．先程と同様．一方 MG-132 存在下では，抗 TDP-43 抗体及び抗

pTDP-43 抗体，抗 Ubiquitin 抗体共に強陽性で，DsRed 陽性の凝集体と局在が一致した．抗

pTDP-43 抗体に対する染色性は CTF 単独に比べ，WT 及び CTF の両者を導入した時の方

が強い反応を示した(文献 30 Figure 1)． 

 

第３-４節．	 TDP-43 導入細胞内における超微形態 

 次に，凝集体の超微形態を観察するため，DsR-(DsR-(WT+CTF))を導入し，DMSO 及び

MG-132 で処理した分化 1464R 細胞を透過型電子顕微鏡(TEM)により観察した．DMSO を加

えたコントロール細胞では，超微形態の観察においても細胞質に粗大な凝集体は確認されず，

さらに強拡大画像ではオルガネラの形態も正常であった．一方，MG-132 で処理した細胞群

では，境界明瞭だが境界部に膜構造を持たない粗大な凝集体が観察された．また，凝集体に

はミトコンドリアやライソソームなどのオルガネラも引き込まれていた．これらの特徴は，ヒト ALS

症例で見られ，超微形態レベルにおいても凝集体の性質が類似することが示された(文献 30 

Figure 2)． 

 

第３-５節．	 TDP-43 凝集体の生化学的性質 

 次に，凝集体の界面活性剤に対する可溶性を詳細に調べるため，TDP-43 非導入細胞へ

MG-132 処理した細胞，WT と CTF を導入後に DMSO で処理した細胞及び WT と CTF を導

入後に 0.5 µM MG-132 で 24 時間処理した細胞の 3 群を Tris, 1% TritonX-100, 1% sarkosyl 

buffer の順に段階的に可溶化した．全ての分画を SDS-PAGE 後，ウエスタンブロッティング法

により解析した．抗 pTDP-43 抗体で検出したところ，pTDP43 は WT と CTF を導入し，MG-132

で処理した細胞の sarkosyl 可溶性画分及び sarkosyl 不溶性画分にのみ検出された．さらにこ

の 2 つのフラクションを見ると，TDP-43 のリン酸化反応は CTF 優位に生じており，WT のシグ

ナルはほとんど検出されなかった．同じメンブレンを TDP-43 に対する抗体でシグナルを検出

した．WT と CTF を導入した細胞では，WT 及び CTF は Tris, Triton, sarkosyl 可溶性区分及

び sarkosyl 不溶性画分の全てに含まれることがわかった．また，フラクションに含まれる

TDP-43 の発現量の顕著な優位性は確認されなかった．次に，これらの 3 種類の細胞を 0.1% 

SDS を含む RIPA buffer，7 M urea 及び 2 M Thiourea を含む urea buffer の順に段階的に可

溶化させ，RIPA 可溶性画分と urea 可溶性画分に対してウエスタンブロッティングを行った．抗

pTDP-43 抗体を用いたところ，WT と CTF を導入後，MG-132 で処理した細胞において，urea
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可溶性画分で優位にシグナルが確認され，RIPA 可溶性画分ではその 1/10 以下であった．一

方で，抗 TDP-43 抗体では導入した TDP-43 のシグナルは RIPA 可溶性及び urea 可溶性画

分で同程度に検出された．これらの結果から，形成された TDP-43 の凝集体は RIPA buffer に

対し難溶性であることが示された(文献 30 Figure 3)． 

 

第３-６節．	 他のプロテアソーム阻害剤による TDP-43 凝集体形成の検討 

 MG-132 はプロテアソーム阻害の他，様々な作用があることが知られている．特に，特定の

kinase を活性化する作用が報告されているため，他のプロテアソーム阻害剤を用いることで

TDP-43 の凝集体形成がプロテアソーム阻害による特異的な効果であることを検証した．分化

1464R 細胞へ WT 及び CTF を導入後，MG-132 の代わりに 1.0 µM Lactacystin (LC)及び 0.1 

µM Epoxomicin (EPMN)，26 µM ALLN で処理し，sarkosyl soluble 及び sarkosyl insoluble フ

ラクションを作製し，ウエスタンブロッティングにより解析した．抗 pTDP-43 抗体では MG-132 で

処理した時と同様，LC 及び EPMN, ALLN で処理した細胞にも CTF 優位なリン酸化が確認さ

れた．また，抗 TDP-43 抗体を用いたところ，全ての条件において TDP-43 の発現量に変化は

見られなかった．また LC を 24 時間処理した細胞を固定し，免疫染色を行なったところ，WT

及び CTF が導入されたほとんどの細胞において，MG-132 を処理した時と同様，細胞質に凝

集体が形成された．さらに 1.0 µM LC を 24 時間処理し，これらの結果より，細胞質に形成され

た TDP-43 凝集体はプロテアソーム阻害の際に特異的な現象であることが示唆された(文献 30 

S3 Fig)． 
 

第３-７節．	 1464R 細胞における TDP-43 凝集体形成過程のタイムラプスイメージング 

 次に，凝集体が及ぼす細胞への影響を検討した．凝集体は細胞毒性を示し，細胞死を誘導

すると考られているが，細胞への保護作用を示すと提唱する報告もある38)．そこで，凝集体形

成と細胞死の直接的な関連性を確かめるため，生細胞のタイムラプス蛍光イメージングを検討

した．生細胞観察のためには分化したニューロン，アストロサイト，オリゴデンドロサイトを蛍光

標識する必要があるため，細胞特異的プロモーター制御下で蛍光蛋白を発現する 1464R 細

胞の安定発現株の作製を試みた(Table 1)．まず，樹立した細胞のうち，1464RRTBG1 細胞株

を FFNB-R 培地中で分化後，AxCADsRTDP43.WT 及び AxCADsRTDP43.CTF を導入した．

導入翌日，最終濃度 0.5 µM MG-132 を含む FFNB-R 培地に交換し deltavision 顕微鏡による

タイムラプスイメージングを間隔 15 分または 20 分，観察時間は最長 72 時間行なった．コント

ロール群では，観察開始から 72 時間，1 細胞を追跡する事が可能であった．EGFP 陽性細胞

内における DsRed のシグナルは核に局在し，タイムコースを通して局在の変化は確認されな

かった(文献 30 Figure 4b, t=00:00:00 から 58:00:00)．次に MG-132 存在下で観察したところ，
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時間経過とともに DsRed のシグナルが細胞質へ徐々に充満し始めた(文献 30 Figure 4c, 

t=12:00:00 から 24:00:00)．その後，小さな凝集が細胞質に集積することで粗大な凝集体が形

成された(t=24:00:00 から 42:00:00)．さらに細胞は膨化し，やがて細胞膜破綻による細胞死を

観察した(t=24:00:00 から 53:00:00)．細胞死の際，形質膜が破綻するため，EGFP の蛍光が消

失することがわかった．一方，凝集 TDP-43 細胞死後もシグナルが観察され，凝集体の形態を

保持したまま，その場に残留することがわかった(文献 30 Figure 4c, t=38:00:00 から 62:00:00)．

このことから，標識した EGFP は細胞外へ放出されると可溶性のためシグナルが消失するのに

対し，凝集した TDP-43 は不溶性のため，シグナルが消失しないことがわかった．MG-132 存

在下では，大部分の細胞が同様の経過を辿り，細胞死に至ることが明らかとなった．この結果

を定量的に解析するため，DsRed または TDP-43(WT+CTF)を導入し，DMSO または MG-132

で処理した合計 3 種類の細胞群，DsRed/MG-132 及び TDP/DMSO，TDP/MG-132 について，

ラプスイメージングを行い，各群約 100 の細胞について，細胞死のイベントを記録した．経時

的な細胞死イベントを Kaplan-Meier 法による生存曲線で表し，Log Rank 検定により解析する

と，TDP/MG132 群は他の 2 群に比べ，有意な細胞死のイベントが生じていた(文献 30 Figure 

4e, DsR/MG-132 vs TDP/MG-132; p<0.0001, TDP/DMSO vs TDP/MG-132; p<0.0001)．また，

各群 0 時間の細胞数に対し，24時間及び 48時間後の細胞生存率を算出した結果，DsR/MG- 

132 群では 24 時間後で 90 %, 48 時間後で 84 %，TDP/DMSO 群では 24 時間後で 89 %, 48

時間後で 85 %，TDP/MG-132 群では 24 時間後で 81 %, 48 時間後で 54 %であり(文献 30 

Figure 4f)，24 時間後では，3 群間における細胞生存率に有意な変化は見られなかったが

（DsR/MG-132 vs TDP/DMSO; p>0.99, DsR/MG-132 vs TDP/MG-132; p=0.11, TDP/DMSO 

vs TDP/MG-132; p=0.15, two-way ANOVA with Sidak’s multiple adjustmenttest），48 時間後

では TDP/MG-132 群で他の 2 群と比較して有意な細胞生存率の減少が確認された（DsR/ 

MG-132 vs TDP/DMSO; p=0.99, DsR/MG-132 vs TDP/MG-132; p<0.0001, TDP/DMSO vs 

TDP/MG-132; p<0.0001, two-way ANOVA with Sidak’s multiple adjustmenttest）. 

 一方，タイムラプスイメージングにより，興味深い現象が観察された(文献 30 Figure 4d)．

MG-132 存在下において細胞質に凝集体が形成され始めるが，細胞が破裂し(t=11:00:00)，

中の凝集体が細胞外へ放出された(t=14:00:00 から t=20:00:00)．その後，凝集体は 3 時間程

度浮遊し(t=14:00:00 から 20:00:00)，隣接する EGFP 陽性の細胞へと取り込まれた(t=23:00: 

00)． 

 次に，1464RTBS 細胞株を分化させ，EGFP-TDP43.WT と DsR-TDP43.CTF を導入後，両者

を区別して 72 時間タイムラプスイメージングを行なった．ラベルのために使用した Sirius の蛍

光は UV 励起のため，イメージング直前に追跡領域に対して 1 回だけ撮影して細胞への傷害

を回避した．MG-132 存在下では，細胞質に EGFP 及び CTF が集積し(t=00:00:00 から 18:00: 



 15 

00)，凝集体を形成した(t=18:00:00 から 20:30:00)．この凝集体には EGFP 及び DsRed 両者が

混在したが，EGFP のシグナルはその多くが核に局在した．やがて細胞は膨化し，細胞膜破綻

による細胞死を観察した(t=27:00:00 から 32:00:00)．その後，TDP-43 の凝集体は不溶性のま

ま観察終了時まで残存した．しかしながら， EGFP の蛍光は細胞膜破綻後，消失し，残存する

凝集体にわずかに含まれるのみであった(t=32:00:00)(文献 30 Figure 5a)．一方，72 時間観察

終了時の生存細胞を観察すると，凝集体には WT 及び CTF 両者が含まれた(文献 30 Figure 

5b)．それに対し，MG-132 非存在下の細胞では，72 時間観察終了時においても，EGFP と

DsRed のシグナルは核での共局在も確認された(文献 30 Figure 5c)． 

 さらに，この細胞を用いて，MG-132 の代わりに shRNA を利用し，プロテアソームを阻害した

際の TDP-43 の凝集体形成について観察した．1464RTBS 細胞を分化後，AxCADsRTDP43 

.WT 及び AxCADsRTDP43.CTF，AxshPSMC1/EGFP を同時に感染させ，72 時間のタイムラ

プスイメージングを行った．また，対照群では AxshPSMC1/EGFP の代わりに AxshNC/EGFP を

導入した．コントロール（shNC）を導入した細胞では DsRed シグナルは核に局在することが多く，

追跡期間中，顕著な局在変化は確認されなかった(文献 30 Figure 6a)．一方，shPSMC1 を導

入した細胞では，核に局在した DsRed のシグナル(t=00:00:00 から 37:30:00)が細胞質へ移動

し，凝集体が形成されることを確認した(t=49:30:00 から 60:00:00)(文献 30 Figure 6b)．しかし，

MG-132 で処理した時と比較すると，凝集体形成の頻度は低かった．これは shRNA によるプロ

テアソーム阻害が MG-132 よりも低いことに起因すると考えられる．以上のことから，プロテアソ

ームの特異的な抑制により，TDP-43 の凝集体形成が促進されることが示唆された． 

 分化 1464R 細胞はアストロサイトやオリゴデンドロサイトへも分化する．実際に，ヒト ALS 症例

においてもグリア細胞内でも TDP-43 の凝集体が確認されているため39)，分化 1464R アストロ

サイト及びオリゴデンドロサイトにおける TDP-43 凝集体形成と細胞死についても検討した．ま

ず，1464R 細胞から，グリア細胞特異的遺伝子プロモーター制御下で EGFP を発現する株

1464RGFAPpEGFP 及び 1464RCNPpEGFP を樹立した(Table 1)．これらの細胞株を FFNB-R

により分化後，AxCADsRTDP43.WT 及び AxCADsRTDP43.CTF を感染させた．MG-132 を付

加し，EGFP 陽性細胞を対象としてタイムラプスイメージングを行った．1464RGFAPpEGFP 細

胞では，分化アストロサイト内に TDP-43 の凝集が細胞質に徐々に集積し(t=16:00:00 から

30:00:00)，凝集体が形成された(t=16:00:00 から 36:00:00)．やがて細胞は膨化し，細胞膜破

綻による細胞死を確認した(t=36:00:00 から 38:00:00)(文献 30 Figure 7a)．1464RGFAPpEGFP

細胞を用いた際も同様に，細胞質に凝集体充満することで粗大な凝集体となり，細胞が膨化

した(t=10:45:00 から 24:00:00)．その後，細胞は細胞膜が破綻し，細胞死を観察した

(t=24:00:00 から 29:45:00)(文献 30 Figure 7b)．どちらの細胞においても，細胞死後も凝集体
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は不溶性のまま観察領域内に残存した．これらのことから，グリア細胞内での TDP-43 の凝集

体はニューロンにおける凝集体と同様の性質を示し，細胞死を誘導することがわかった． 

 

第３-８節．	 凝集体の細胞間伝播の検証 

 タイムラプスイメージングの結果から，細胞破裂に伴い，凝集体が細胞外へ放出され，隣接

する細胞へ取り込まれる像が観察された．これは細胞間伝播の仮説を示唆する知見と考え，

いくつかの実験により検証を行なった．まず，TDP-43 凝集体を形成した分化 1464R（TDP 群）

と，DsRed を導入し，MG-132 で処理した細胞（DsRed 群，コントロール）を用意した．これらの

細胞をソニケータで破砕し，細胞 lysate を作成し，新たな分化 1464R 細胞へ添加し，2 日後，

この細胞を観察したところ，TuJ1 陽性細胞内に DsRed 陽性の TDP-43 の凝集体を確認した．

DsRed 陽性の凝集体の大きさは直径 1 µm 以下であり，複数の凝集体が含まれる細胞も存在

したが，コントロール細胞においても稀に同様のシグナルが確認された．共焦点顕微鏡により，

多数の細胞を撮影し，各群における TuJ1 陽性細胞内の DsRed 陽性の凝集体数をヒストグラム

により表した．さらに，TuJ1 陽性細胞内の DsRed の輝度値を定量した結果，DsRed 群は 1.04 ± 

0.05 s.e.m A.U.であるのに対し，TDP 群は 3.02 ± 0.21 (s.e.m)であり，TDP 群の方が有意に高

かった(p<0.0001, Welch’s test)(文献 30 Figure 8a-d)． 

 次に，取り込まれた凝集体が他の細胞へ伝播する可能性を検証した．TDP-43(WT+CTF)ま

たは DsRed を導入し，MG-132 で 24 時間処理した細胞にライセートを添加した細胞を用意し

た（TDP 群及び DsRed 群）．その後，1464RTBG1 細胞を播種し，2 日間共培養し，EGFP 陽性

細胞内の DsRed のシグナルを観察した．TDP 群において，わずかではあるが EGFP 陽性細胞

内に DsRed 陽性の凝集体が確認された．共焦点顕微鏡により，多数の細胞を撮影し，各群に

おける TuJ1 陽性細胞内の DsRed 陽性の凝集体数をヒストグラムにより表した．また， EGFP

陽性細胞内の DsRed の輝度値を定量化した結果，DsRed 群は 1.00 ± 0.03 (s.e.m) A.U.である

のに対し，TDP 群は 1.21 ± 0.07 (s.e.m)であり，TDP 群の方が有意に高かった(p=0.015, 

Welch’s test)(文献 30 Figure 8e-h)． 

 また，native な凝集体伝播の可能性について検証した．分化 1464R 細胞へ TDP-43(WT+ 

CTF)を導入し，凝集体を形成させ，1464RTBG1 細胞を播種し共培養を行い 2 日後，TDP 群

の EGFP 陽性細胞内に，直径 2µm 以上の凝集体が確認された．共焦点顕微鏡により，多数の

細胞を撮影し，各群における TuJ1 陽性細胞内の DsRed 陽性凝集体数をヒストグラムにより表

した．さらに，凝集体陽性細胞数の割合を算出した結果，さらに，また，EGFP 陽性細胞内の

DsRed の輝度値を定量化した結果，DsRed 群では 1.00 ± 0.12 (s.e.m) A.U.であるのに対し，

TDP 群では 1.91 ± 0.44 s.e.m であり，TDP 群が有意に高かった(p=0.015, Welch’s test)(文献

30 Figure 8i-l)．最後に，TDP-43 の凝集体の伝播が示唆されたため，最後に取り込まれた凝
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集体のシード能について検討した．この可能性を確かめるため，凝集体を形成した分化

1464R 細胞と 1464REGFP-TDP43.WT との共培養を 3-5 日間行なった．共培養から 3 日後，

固定した細胞を観察すると，EGFP-TDP43.WT 発現ニューロンに，DsRed 陽性の凝集体が細

胞質に存在し，EGFP のシグナルの共局在が見られ，取り込まれた凝集体は EGFP-TDP43. 

WT を引き込む可能性が示唆された．そこで，これらの構造を有する細胞数をカウントしたとこ

ろ，共培養 3 日目(DIV 3)では 3.4 ± 0.5 %であるのに対し，5 日目(DIV 5)では 12.6 ± 2.5 %と

有意な上昇がみられた(p<0.0001, Mann-Whitney test)．このことから，時間による EGFP の凝集

体の引き込みは，伝播した TDP-43 凝集体の seed 能を有する仮説を強く支持すると言える(文

献 30 Figure 8m-n)． 
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第４章．	考察 

第４-１節．	 培養神経細胞モデルとしての妥当性 

 現在，SH-SY5Y や IMR32, Neuro2a, NSC34, PC12 などが神経細胞株として使用されている

が近年の研究では，これらの細胞株と生体内の神経細胞の間では，遺伝子発現パターンが

大きく異なることが明らかとなった 23)．一方，神経幹細胞 1464R29)は，nestin や GFAP などの幹

細胞マーカー遺伝子を発現しており，EGF，bFGF を加え，非接着培養条件培養するとでスフ

ィアを形成しながら増殖する．一方で，スフィアを物理的に分散させ，レチノイン酸を含む神経

分化培地で培養することで，TuJ1 陽性ニューロン，GFAP 陽性アストロサイト，O1 及び O4 陽

性オリゴデンドロサイトへ分化することがわかった 29)．さらに，継代を重ねてもニューロンへの分

化効率が低下しなかった．1464R 細胞は，ニューロンへの分化誘導を再現性高く実現できる

細胞株として，神経細胞モデルの有用性が示された． 

 

第４-２節．	 分化 1464R 細胞内での TDP-43 凝集体形成 

 先行研究では，293 細胞へ CTF を導入するだけで凝集体が形成されることが報告されてい

る40)．しかしアデノウイルスベクターによる分化 1464R 細胞への遺伝子導入では，CTF を高発

現させても明らかな凝集体は確認されなかったことは，神経変性疾患の大部分が壮年から高

齢期に発症することを裏付ける一つの証拠であるかもしれない．特に，蛋白分解系は細胞の

恒常性を維持する上で重要な機能であるため，プロテアソームの阻害効果を検討した．その

結果，TDP43.CTF 単独よりも TDP43.WT と TDP43.CTF を 1:1 で導入し，プロテアソームを阻

害した際に細胞質へ効率よく，粗大な凝集体が形成された．このような粗大な凝集体が培養

細胞で形成された報告は未だなく，時には核と同程度の凝集体が形成されたことは本研究の

注目すべき点である．現在までもプロテアソームを阻害することでニューロン内に TDP-43 の凝

集体が形成された報告があるが41)，その大きさや構造物ははヒト病理所見と大きく異なってい

る．また，EGFP-TDP43.WT と DsR-TDP43.CTF を発現させ，MG-132 を付加した際，細胞質に

形成された凝集体は DsRed のシグナルが優位であり，CTF が主として凝集体に含まれることが

わかった． 

 

第４-３節．	 凝集体の詳細な性質 

 ALS 及び FTLD 剖検脳での TDP-43 凝集体は細胞質及び核にみられ，その形態は一様で

なく，患者によっても異なる．細胞体に形成される粗大な凝集体は round inclusion と呼ばれる．

そのほかに，顆粒状構造物が集積した granular pattern や軸索や樹状突起に形成される dys- 

trophic neurites や neuropil thread，さらには凝集体がアミロイド繊維状の構造をとる skein like 

inclusion がある．本研究の細胞質 TDP-43 凝集体の電子顕微鏡による観察では，境界明瞭な
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粗大な細胞質凝集体が確認され，その境界部は膜構造を有していなかった．また粗大な凝集

が核を押しやる像も観察され，凝集体の強固さも示された．この凝集体の大部分が直径おお

よそ 20-30 nm の電子密度の高い顆粒状構造物であり，control には確認できない構造である

ことから，凝集した TDP-43 であることがわかる．これは，形態学的には ALS 症例における

granular pattern の形態に近い． 

 凝集体のリン酸化修飾及びユビキチン化修飾もまた重要な病理所見であり，ALS ではリン酸

化 TDP-43 陽性領域により病態のステージングもなされている42)．凝集体形成細胞のウエスタ

ンブロティングの結果から，WT よりも CTF が優位にリン酸化修飾を受けた．これは ALS の症

例とも類似する点ではある 37)．おそらくリン酸化反応は凝集体が形成されると生じるとされてい

るため，凝集体に多く含まれる CTF が選択的に修飾を受けることを反映した結果である可能

性がある．しかしながら，MG-132 添加時間を変えた継時サンプルを比較すると，24 時間以上

を界に継時的な WT のリン酸化バンドの増加が確認された．分解した CTF のリン酸化は検出さ

れなかったものの，リン酸化様式や不溶性としての生化学的性質はヒト ALS 及び FTLD-TDP

症例と類似していた． 

 

第４-４節．	 凝集体形成におけるプロテアソームの関与 

 神経変性疾患の主たる原因は解明されていない．しかしながら，選択的に神経が変性する

原因の一つに神経細胞の脆弱性が挙げられる．細胞の恒常性が破綻した際，神経細胞は障

害を受けやすく，細胞死を起こしやすい．ALS のみならず，神経変性には小胞体ストレスや酸

化ストレス，ミトコンドリア機能不全，グルタミン酸毒性，蛋白分解系の破綻などの関与が指摘さ

れてきた43)44)．さらに，グリア細胞の non-cell autonomous な活性化も脳内で炎症を引き起こし，

病態を悪化させると言われている45)46)．神経細胞内凝集体形成と蛋白質代謝の関連性に着

目した．プロテアソームはユビキチン化修飾を受けた蛋白を選択的に分解する機構であり，特

定の分子による凝集体形成に関与することが考えられる．また，プロテアソームの重要なサブ

ユニットの一つである RPT2 を欠損したマウスでは Lewy body 様の封入体を形成し神経細胞

死が誘導されたことが報告され，その機能の重要性が示唆された47)．本研究での MG-132 処

理による凝集体形成は，プロテアソームを阻害したことで TDP-43 の凝集体形成が促進された

ものと考えている．そして，TDP-43 の C 末端に存在する prion-like domain が凝集体の原因で

ある． 

 MG-132 は可逆的プロテアソーム阻害剤として広く利用されている反面，その副作用につい

ても様々な指摘がある．そのため，MG-132 の代わりに他のプロテアソーム阻害剤についても

検討した結果，MG-132 を用いた際と同様の凝集体が確認された．また，PSMC1 に対する
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shRNA を導入した際に，阻害剤よりも効果は弱いものの一部の細胞内に凝集体が観察された

ことから，プロテアソーム阻害による TDP-43 の凝集体形成促進作用が強く示された． 

 

第４-５節．	 タイムラプスイメージングによる TDP-43 凝集体形成と細胞死 

 神経細胞内の凝集体は，神経変性疾患を特定するための確固たる所見である．しかしなが

ら，凝集体と細胞死に関する議論は未だに解決していない．さらに，凝集体形成が細胞の保

護作用であると見解も存在する 38)．相反する見解が存在するのは，凝集体を形成した細胞の

運命が不明瞭であるためだと考え，タイムラプスイメージングによる解析を検討した結果，いく

つか重要な点が挙げられた．MG-132 存在下において，凝集体形成は小さな顆粒状構造物

が集積した結果，粗大な凝集となる様子を観察した．凝集体の始まりは stress granule として出

現し，それが徐々に凝集し，やがて粗大な凝集体を形成するモデルが提唱されている．今回

の結果もこれに一致する点がある．DsR-TDP43.CTF を発現させただけでも，細胞内に小胞の

大きさの顆粒状構造物がしばしば観察された．今後凝集体の性質をより詳細に調べるため，

stress granule マーカーなどと共染色を試みる必要がある． 

 最近になり，ALS モデルマウスであるヒト SOD1G93A トランスジェニックマウスでは運動ニューロ

ン死の多くが RIPK1 阻害剤である necrostatin-148)により抑制されることから，ALS 病態におけ

る運動ニューロン死はプログラムされた細胞死ネクロトーシスによるものであることが報告され，

注目を集めている49)．本研究のタイムラプスイメージングから見えたの細胞死形態は，アポトー

シスというよりネクローシスの形態であった．今後，細胞死の経路探索についても検討する必

要がある． 

 

第４-６節．	 TDP-43 の凝集体の伝播 

 神経変性の過程は不明な点が多く残されているが，神経変性メカニズムとしてプリオン様仮

説が現在最も有力である．これは prion 蛋白で発見された現象で，CJD では異常なコンフォメ

ーションを持ったプリオン蛋白が細胞外へ放出され，正常な細胞へと取り込まれる．取り込ま

れた凝集体が鋳型となり，細胞内の正常な蛋白を異常なコンフォメーションへ変えてしまう．こ

の異常型凝集蛋白の細胞間伝播は Aβや α-synuclein，tau，huntingtin，SOD1 で証明されて

いる 25),26)．凝集蛋白ごとに伝播のメカニズムに差異はあるものの，細胞間伝播として最も注目

されているのが exosome と呼ばれる小胞を介する経路である．Exosome の神経変性疾患への

関与も多数の報告がある50),51)．凝集した tau 及び α-synuclein，SOD1 は exosome による細胞

間の伝播が報告された．これらの凝集蛋白に比べ，TDP-43 凝集体の細胞間伝播に関する報

告は未だほとんど存在しない．2013 年，野中らはヒト患者剖検脳ライセートを SH-SY5Y 細胞

へ添加することで鋳型依存的に凝集体を形成することを立証した52)．また，2015 年には野生
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型 TDP-43 が exosome を介して軸索終末からニューロン間を伝播することが他の研究グルー

プにより報告された 27)．この様に，TDP-43 の細胞間伝播の可能性が示されてきたものの，他

の凝集蛋白に比べて不明点や疑問点が多く残されている．一方，本研究では TDP-43 凝集体

の細胞間伝播を示唆する現象をタイムラプスイメージングにより観察した．この構造体が

exosome であるか定かではないが，細胞死とともに凝集体が放出された点は正常な状態と明ら

かに異なる．そこで，凝集体を取り込んだ細胞と 1464RTBG１細胞の共培養を行なった．その

結果，非常に少ない割合ではあるが，EGFP 陽性ニューロン内に凝集体が確認され，凝集体

を有する細胞数及び，その蛍光輝度値は有意に高かった．これらの結果から，凝集体を含む

ライセートの添加により，凝集体は細胞内に取り込まれ，他の細胞へ移ることが示された．そこ

で，凝集体が直接細胞間を伝播する可能性を検証するため，凝集体を形成した細胞と共培養

を行なった．EGFP 陽性ニューロン内の DsRed 陽性構造体を有する細胞数及び DsRed 輝度

値は，コントロールと比較して有意に高かった．しかしながら，DsRed/MG-132 との共培養した

際にも EGFP 陽性細胞内に DsRed のシグナルが確認されたため，これをバックグラウンドととし

て捉えるならば，共培養する細胞の比率を検討し，コントロール群における伝播の割合を減少

させる必要がある．この点を考慮し，最後に伝播した凝集体のシード能について検討した．取

り込まれた凝集体が正常型 TDP-43 を取り込む可能性を検証するために，凝集体形成細胞と

EGFP-TDP43.WT を発現する細胞株 1464REGFPTDP43.WT との共培養を行った．この際に，

凝集体形成細胞数を 1464REGFPTDP43.WT の 10 分の 1 とし，DsRed 発現細胞群で見られ

たバックグランドの現象を最小限に抑えた．その結果，共培養 3 日後，伝播した DsRed 陽性の

凝集体と EGFP-TDP43.WT が細胞質で共局在した．さらに注目すべき点は，この構造をもつ

細胞が，共培養 5 日目で上昇した点であり，伝播した凝集体が正常型の TDP-43 を引き込むこ

とが明らかとなった．この凝集体を核として，さらなる粗大な凝集体を形成する可能性を検討す

ることが今後の課題である．本研究では，プロテアソームの機能不全が TDP-43 の凝集体形成

を促進することを示したため，このモデルを確立するためには，凝集体を取り込んだ細胞が蛋

白分解系の機能不全に陥っている必要性が考えられる．さらに，凝集体が伝播する経路につ

いても詳細なメカニズムの解明が必要である．この実験系で観察された凝集体の伝播は，細

胞同士の物理的接着が必要条件である可能性も示唆されるため，今後は trans-well などを用

いた共培養系を検討する．これらの結果を踏まえ，凝集した TDP-43 のプリオン様伝播の詳細

についてもさらに研究を進めていきたい． 

 

第４-７節．	 結論 

 本研究により，培養下で効率よく神経細胞を誘導する手法を確立した．TDP-43 の凝集体形

成には CTF の発現のみならず，プロテアソームに対する阻害が凝集体形成を促進することが
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わかった．また，凝集体形成と細胞死の関連性，及び凝集体の細胞間伝播が新たに明らかと

なり，凝集体のシード能が示唆された．本研究の培養細胞における TDP-43 凝集体モデルは，

ALS の病態をよく反映しており，既存の報告と比較しても最良のモデルであると言える．この系

を利用することで，凝集体形成を抑制する薬剤のスクリーニング系や凝集体伝播のメカニズム

の追跡などへの応用が期待できる． 

 

第４-８節．	 研究倫理 

 本研究は公益財団法人東京都医学総合研究所の遺伝子組換え生物等安全管理・病原体

等安全管理委員会の承認および慶應義塾大学薬学部の遺伝子組換え実験委員会の承認の

もとに行われた．また，本研究は公益財団法人東京都医学総合研究所の動物倫理委員会の

承認および慶應義塾動物実験委員会の承認のもとに行われた．  
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