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緒　言

　筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、中年期以降に上位および下位運動ニューロンの選択的脱落によって全身の筋力が
低下する神経難病である。発症すると数年以内に死に至るが、依然として有効な治療法がなく病態解明が急務である。
ALS は、90 %以上が孤発性であることから、これまで発症メカニズムに迫る手がかりに乏しかった。しかしながら、
2006 年に、変性部位の細胞質封入体中に、RNA 結合蛋白質の１種である TDP-43 が、異常リン酸化や断片化を受けて
蓄積していることが発見された１,２）。更にその後の解析により、現在では、TDP-43 はほぼすべての ALS において封入
体中に蓄積していることが判明している。また、2008 年には、頻度は稀ながら ALS 特異的に TDP-43 をコードする
TARDBP 遺伝子点変異が見つかり（図 1）、TDP-43 が ALS 病態に深く関連していることが明らかとなった３,４）。

図 1． TARDBP 遺伝子に同定されている ALS 関連点変異
RRM: RNA Recognition Motif。赤い点が同定されている点変異。RRM1 にある D169G 点変異を除き、ALS 関
連点変異は C 末端に集中している。

　TDP-43 は 43 kDa の大きさで、スプライシングなどの RNA プロセッシングに関与している。我々も最近、TDP-43
がマイクロ RNA の生成を促進していることを報告した５）。TDP-43 は、主に核に局在しているが、ALS 変性部位で
は、細胞質封入体中に蓄積し核から消失する。また、完全長 TDP-43 に加え、約 25 kDa の C 末端断片（CTF25）が不
溶化して蓄積している１）。このため、局在変化に伴う機能喪失と、CTF25 を中心とした凝集体による毒性獲得の両面
から病態解析が進められているが、どちらが主要なメカニズムであるかは結論が出ていない。一方、ALS で見出され
ている遺伝子点変異は、RNA 認識モチーフ中にある D169G 変異を除くと、ほぼ全変異が C 末端領域に集中している

（図 1）。これらの変異は、TDP-43 の機能よりも構造への影響が高いと考えられており、安定性を高め、分解されにく
くなることが報告されている６）。このため、断片の蓄積よりも、分解されにくい完全長 TDP-43 が機能障害を引き起こ
すことが発症に重要ではないかという考え方もある７）。このように、現状では様々な病態機構が提唱されており、これ
を解決するためには、適切なモデル動物を作製し、実際の ALS と近い病態を再現することが必要不可欠である。
　ALS に限らず多くの神経変性疾患研究においては、これまでトランスジェニック（Tg）マウスやノックアウト（KO）
マウスがモデル動物として作製されてきた。TDP-43 の場合、KO マウスは胎生致死である８）。また運動ニューロン特
異的なコンディショナル KO マウスは、一年以上経過した後、晩発性に運動障害を呈することが報告されている９）。し
かし、実際の ALS では、TDP-43 が運動ニューロンで欠失しているわけではない。一方、ヒト TDP-43 を過剰発現す
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る Tg マウスは、ALS 様の症状を呈する。しかしながら、野生型であっても点変異型でも症状は同じである 10）。また、
ALS において TDP-43 が常に過剰に発現していることを示唆する所見は得られていない。一般に Tg マウスでは、目的
とする蛋白の発現量は、利用するプロモーターや挿入部位･コピー数によって変動する。このため、ALS で認められる
点変異が発症に必要十分であるかどうかを解析するには不向きである。このように、適切なモデル動物が存在しないこ
とが、ALS 病態の解明に向けた障壁となっており、新たなモデル動物の作製が必要である。
　ヒトとマウスの TDP-43 は高度に保存されており、アミノ酸数は同一であり 96 %以上に相同性がある。ALS で同定
されているほぼすべての点変異部分のアミノ酸は、マウスでも同一である。したがって、マウス Tardbp 遺伝子に ALS
で同定されている点変異を挿入すれば、ALS 様症状を呈する可能性は非常に高いのではないかと着想した。点変異挿
入型のノックイン（KI）マウスは、これまで古典的な相同組み換え法で作製されてきたが、費用が比較的高く、作製
にかかる期間も長かった。また、挿入したい点変異の周辺のエクソン、イントロンの構造によっては、技術的に困難な
場合も多い。一方、近年のゲノム編集技術の進歩により、比較的容易に点変異の挿入が可能となった。このため、本研
究では、ALS で同定されている点変異をマウス Tardbp 遺伝子に挿入した KI マウスを作製し、実際の ALS と近い病
態を再現する新たなモデル動物を開発することを目的とした。

方　法

　本研究では､ゲノム編集を幅広い配列に適用可能な Cas9/CRISPR システムを採用した｡本システムで点変異を挿入
する場合には､切断酵素 Cas9 が NGG 配列を認識するため､NGG 配列から上流 10 塩基以内に挿入塩基が存在しない
と､挿入効率が著しく低下する｡このため､ALS で同定されている TARDBP 遺伝子点変異の中から、マウスでも保存さ
れており、かつゲノム編集で挿入しやすいものをスクリーニングし、最終的に１つの点変異に絞り込んだ。この点変異
の挿入した１本鎖 DNA と一緒に、Cas9/CRISPR RNA の同時発現が可能なベクターを、約 300 個の受精卵にインジェ
クションした。その後生まれてきた仔をスクリーニングした結果、一匹に点変異の挿入が確認できた。その後、ヘテロ
接合体からホモ接合体を作製し、約１年間に渡って表現型を解析した。

結果および考察

　Tardbp 遺伝子に点変異を挿入した KI マウスは、ホモ接合体において生後４ヶ月程度で痙縮が認められるようにな
り、生後８ヶ月程度で後脚が clasping 姿勢を保持するようになった （図 2）。更に、10 ヶ月程度で後脚が屈曲したまま
となり、前脚のみで歩行するようになった。その後、尾を揚げることが困難となり、垂れる状態が長くなった。現在、
最長 10 ヶ月まで観察しているが、死亡するには至っていない。これらの結果から、本 KI マウスは、上位運動ニュー
ロン症状から発症し、その後下位運動ニューロン症状が現れる経過を呈すると考えられた。

図 2． Tardbp 点変異マウスに認められる clasping 姿勢
右の同胞野生型には認められない clasping が、左のホモ接合体（オス, 生後８か月）に認められる。

　一方、ヘテロ接合体は、ホモ接合体に比べ経過は緩徐であるが、やはり同様の症状を呈することが分かった。生後６
ヶ月程度で痙縮が認められるようになり、約１年で、後脚の clasping 姿勢が顕著となった。現在 14 ヶ月程度まで観察
しているが、尾の垂れが認められるようになってきている。以上の結果から、TDP-43 を介した運動ニューロンの変性
においては、dominant negative 作用よりも、変異 TDP-43 の量依存的なメカニズムが発症の主因と考えられた。今後
は、ロータロッドや脚力･歩行幅などの運動機能を定量化する。また、発症前と発症後のいくつかのポイントで病理学
的解析を行い、臨床症状との相関性を解析する予定である。
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　今回、ALS に近い病態を反映している可能性の高いモデル動物の作製に成功した。ALS では、これまで TARDBP
遺伝子の点変異はほとんどヘテロ接合型しか見出されていない。このため、ホモ接合型では症状が増悪するのか改善す
るのか不明であった。今回の解析から、症状が増悪することが分かったので、変異 TDP-43 の量がニューロンの変性に
重要であることが明らかとなった。今後、病理学的な評価が固まれば、発症メカニズムや薬剤の治療効果判定などに有
効活用することが期待できる。
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