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組換えウイルスを用いた筋萎縮性側索硬化症病変の発症進展機序の解明

研究代表者 渡部 和彦 1）

研究分担者 柿田 明美 2）

1）公益財団法人東京都医学総合研究所・神経変性病理
2）新潟大学脳研究所・デジタル病理学分野

研究要旨

ヒト筋萎縮性側索硬化症(ALS)における運動ニューロン変性のメカニズムは依然として不明である

が，ALS 関連遺伝子として TDP-43, FUS など様々なものが知られ，さらに蛋白分解系の異常によって

運動ニューロンにおける細胞内凝集体形成や細胞死が促進されることがわかってきた．本研究では，

各種の組換えウイルスベクターを用いてTDP-43, FUSなどのALS関連遺伝子および蛋白分解系に対す

る shRNA を培養系および成体マウス・ラット運動ニューロンに発現させ，ALS に特徴的な凝集体の

形成過程や細胞死，周囲の細胞への播種・進展様式を解析するとともに，ヒト ALS 剖検例と比較解析

することにより，ALS 病変の発症進展機序の解明を目指している．

A.研究目的

ヒト筋萎縮性側索硬化症(ALS)における運動ニ

ューロン変性のメカニズムは依然として不明で

あるが，近年，ALS 関連遺伝子として TDP-43, FUS,
VCP, UBQLN2, C9orf72 など様々なものが知られ

ている．さらにプロテアソームやオートファジー

経路の凝集体形成・細胞死への関与が指摘されて

おり，これら蛋白分解系の異常が ALS の発症進行

にも影響を与えていると想定される．本研究では，

非増殖性組換えウイルスを用いて TDP-43, FUS な

どの ALS 関連遺伝子，およびプロテアソーム・エ

ンドソーム・オートファジーに対する抑制性ショ

ートヘアピン(sh)RNA を培養系および成体ラッ

ト・マウス運動ニューロンに単独または共発現さ

せ，凝集体の形成過程や細胞死をヒト ALS 剖検例

と比較解析することにより，ALS の運動ニューロ

ン変性機序の解明を目指している．

我々はこれまで，TDP-43, FUS cDNA や蛋白分

解系を阻害する shRNA を発現する組換えアデノ

ウイルスをラット，マウス末梢神経に混合接種し，

ウイルスの軸索内逆行輸送により運動ニューロ

ンに細胞質内凝集体を形成しうることを報告し

た（Watabe et al., 2014）．しかし組換えアデノウイ

ルスによる外来遺伝子発現は一過性であるため，

昨年度は，より長期間安定した遺伝子導入発現が

可能な組換えアデノ随伴ウイルス 9 型(AAV9)を
用いて成体マウスに TDP-43 と蛋白分解系阻害

shRNA を逆行性に共発現させ，運動ニューロン細

胞体に凝集体の形成を認めた．そこで，今年度は

凝集体の周囲の細胞への播種・進展様式を解析す

るための予備実験として，TDP-43 組換え AAV9
を新生仔マウス側脳室に接種し，脳脊髄における

外来性 TDP-43 の長期発現を検討した．

一方，正常 TDP-43 とその C 末断片を発現する

組換えアデノウイルスをプロテアソーム阻害条

件下で培養ニューロン，グリアに感染させると，

細胞質に粗大な凝集体が形成される（Watabe et al.,
2014）．しかし，凝集体形成と細胞死の関連性は

明確ではない．そこで，昨年度に引き続き，培養

ニューロンおよびグリア細胞における細胞質凝

集体の形成過程と細胞死をタイムラプス・イメー

ジングにより経時的に観察した．

B.研究方法

１．TDP-43 組換え AAV9 の新生仔マウス側脳室

接種実験；ヒト正常 TDP-43 を EGFP とともに

発現する組換え AAV9 を１日齢 ICR マウスの

側脳室に注入接種した．接種 2,4 週〜6 ヶ月後
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