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TAR DNA binding protein of 43 kDa（TDP-43）病理は，筋萎
縮性側索硬化症（ALS）の病理学的指標であるが，その形成
メカニズムの多くは未解明である．TDP-43 病理形成には，凝
集能の高い断片への異常な断片化が TDP-43 病理形成の最初
期のイベントであることが示唆されている．TDP-43 の断片化
に関与するプロテアーゼに関しては，カスパーゼ 3 の関与が
報告されているが，病的脳にはカスパーゼ部位以外で断片化
された断片が存在することやカスパーゼ 3 ノックアウト細胞
においても TDP-43 の断片化が確認されたことから他のプロ
テアーゼの関与が想定される．

一方，孤発性 ALS では GluA2 mRNA のグルタミン・アル
ギニン（Q/R）部位における RNA 編集（アデノシン・イノ 

シン（A-I）置換）活性低下が疾患特異的な分子異常として 

発見されていた．GluA2 は AMPA 受容体のサブユニットの一
つであり，この Q/R 部位の A-I 置換により AMPA 受容体 

の Ca2+ 透過性が制御されている．GluA2 Q/R 部位は adenosine 

deaminase acting on RNA 2（ADAR2）で特異的に編集され，孤
発性 ALS 患者では ADAR2 の発現低下がおこっているので，
RNA 編集低下の原因と考えられる 1）～3）．さらに ADAR2 の発
現低下が直接細胞死に繋がることを，運動ニューロン特異的
に ADAR2 をノックアウトするモデルマウス（ADAR2flox/flox/

VAChT-Cre. Fast; AR2）を作成し，その解析から確認済である4）．
TDP-43 病理の形成と ADAR2 の発現低下の関連性を孤発性

ALS 患者の脊髄の免疫染色で検討すると，ADAR2 陽性運動
ニューロンでは TDP-43 病理が無く，ADAR2 陰性細胞では
TDP-43 病理が有るという関係が観察され，両者に分子連関が
想定された 5）．両者の分子連関の検討をおこない，TDP-43 が

ADAR2 活性の上流の可能性を支持する結果はえられなかっ
たため，TDP-43 病理形成が ADAR2 活性低下の下流のイベン
トである可能性についてしらべた．

野生型マウスではすべての大径前角細胞の核が TDP-43 陽
性であったのに対し，AR2 マウスの ADAR2 を欠損する運動
ニューロンでは，核の TDP-43 免疫活性が陰性であった 6）．さ
らに，ヘテロ接合体 AR2（AR2H）マウスの核の ADAR2 の染
色性が減少した運動ニューロンにおいて核の TDP-43 染色性
の低下ないし消失と共に細胞質に抗 TDP-43 抗体陽性の凝集
体が観察され，孤発性ALSの運動ニューロンにみられるTDP-

43 病理と酷似した免疫染色像を呈した．このことから，TDP-

43 の切断にはカルシウム依存的プロテアーゼが関与してい
ると考えられた．

In vitro の生化学的解析では，TDP-43 は十分量のカスパー
ゼ 3 存在下でも切断されなかったがカルシウム依存的プロテ
アーゼであるカルパインでは濃度・時間依存的に切断され，
この切断はカルパイン特異的 inhibitor によって抑制された．
次に in vivo での特異性を検証するために，ADAR2 を欠損し
ながら AMPA 受容体の Ca2+ の透過性を正常にした AR2res マ
ウス（AR2/GluR-BR/R）で同様の検討をおこなったところ，カ
ルパインの活性化も TDP-43 の分解もおこらず，ADAR2 陰性
の細胞でも TDP-43 が正常の核染色性を示した．内因性カル
パイン阻害物質であるカルパスタチンのトランスジェニック
マウスでは，TDP-43 切断が抑制され，ノックアウトマウスで
は促進されたと共に脊髄運動ニューロンでは TDP-43 の細胞
質局在が観察された．この結果は in vitro 同様に in vivo でも
TDP-43 がカルパインにより切断を受けることを示している．
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さらに，カルパインは TDP-43 の C 端を切断し，その N 端
断片は高い凝集性をもつことがわかった．この N 端断片はプ
リオンドメインをふくんでおり，TDP-43 の凝集性は C 端側
のプリオンドメインが規定しているとする今までの知見とも
合致した．患者の大脳皮質・脊髄でもカルパインの活性化と
カルパイン依存性 TDP-43 断片相同の C 端末を欠いた断片が
検出されることから，AR2 マウスと同様のカスケードが孤発
性 ALS 患者でもおこっていると考えられる．

TARDBP（TDP-43 遺伝子）は ALS の原因遺伝子の一つで
あり，TARDBP-ALS 患者の運動ニューロンにも，野生型 TDP-

43 を発現する孤発性 ALS 同様 TDP-43 病理が観察される．そ
のメカニズムを探るため，ALS 関連変異 TDP-43 のカルパイ
ンによる切断を検討した．その結果，ALS 関連変異 TDP-43

（A315T，M337V）は，野生型 TDP-43 よりカルパインにより
有意に切断されやすいことがわかった．変異 TDP-43 がカル
パインに脆弱であることが，ALS を発症するメカニズムを考
察すると，カルパインの活性化に部位差が（脊髄前角＞後角
＞前頭葉皮質）ある事がわかり，Ca2+ の流入量の部位差によ
ると予想される．AMPA 受容体の一部は Ca2+ 透過性であり，
運動ニューロンではその発現比率が高い．AMPA 受容体は 4

種のサブユニットからなる四量体で，GluA2 サブユニットの
有無が Ca2+ 流入を規定している．すなわち GluA2 の発現比
率が低いと GluA2 をふくまない Ca2+ 透過性 AMPA 受容体の
発現が多いので，皮質運動ニューロンや小脳プルキンエ細胞
などのニューロンにくらべて GluA2 の発現割合が低い運動
ニューロンでは Ca2+ の流入量が多く 7），カルパインの活性化
をひきおこすと考えられる．このため運動ニューロンでは変
異 TDP-43 が易凝集性断片に切断されやすく TARDBP-ALS を
発症するメカニズムになっていると考えられる．遺伝子異常
が或る疾患をひきおこすメカニズムに，遺伝子産物自体の機
能異常の他，遺伝子産物と相互に作用する分子の機能変化や
その生理的分布の相違の要因があることを示唆する結果であ
る（Fig. 1）．

最後に，カルパインの活性化の程度が TDP-43 の断片化・
凝集体形成におよぼす影響を考察する．In vitro ではカルパイ
ンは直ちに TDP-43 を 3 つの主要な断片に切断しそれ以上の
切断はおこらないが，カルパインを追加することにより小さ
な可溶性断片につぎつぎに切断される．このことは活性化カ
ルパインが直ちにカルパスタチンにより非活性化される事を
示唆する．未編集型 GluA2 をふくむ AMPA 受容体は持続的に

Fig. 1　孤発性 ALS と TARDBP 変異 ALS におけるカルパインの活性化と TDP-43．
（A）正常の運動ニューロンでは，ある程度カルパインは活性しているものの TDP-43 は正常に核に存在し機能する．（B）
TARDBP 変異では，カルパインの活性は正常であるが変異 TDP-43 がカルパインに脆弱であるため，カルパインの生理
活性の高い運動ニューロンで断片化し，凝集体を形成する．（C）孤発性 ALS では，未編集型 GluA2 発現による AMPA

受容体からの Ca2+ 流入増加にともないカルパインが過剰に活性化し，TDP-43 が断片化し，凝集体を形成する．
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Ca2+ を透過するので，すべての GluA2 が未編集型である AR2

マウスでは Ca2+ 流入は野生型の約 30 倍であり，凝集体を形
成する前に可溶性断片につぎつぎと切断されるため凝集体が
形成されないと考えられる（Fig. 2A）．これに対し，AR2H マ
ウスでは Ca2+ 流入が 4～5 倍で，凝集性の高い断片が一定期
間存在可能で凝集体が形成されると考えられる（Fig. 2B）8）．
TDP-43 病理形成には Ca2+ の持続的なほどよい上昇という細
胞内環境が必要であることを示唆する結果である．

これらの結果より，孤発性 ALS における TDP-43 病理形成
は ADAR2 発現低下に始まるカルパインの活性化によりひき
おこされることが明らかとなった．カルパインの活性化をき
たす機序には AMPA 受容体以外にも様々な細胞内 Ca2+ 調節
機構の破綻が考えられる．脳外傷（TBI, traumatic brain injury）
においても，カルパインによる TDP-43 の切断が証明されて
おり 9），ALS 以外の TDP-43 病理の形成にもカルパインの活
性化が果たす役割を検討する必要があろう．一方カスパーゼ
3 はカルパインの活性化にひき続いておこること 10）や TDP-

43 切断活性が低い事から考えると，TDP-43 病理形成におけ
る役割はそれ程大きくはない可能性がある．

※本論文に関連し，開示すべき COI 状態にある企業，組織，団体
はいずれも有りません．
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Fig. 2　TDP-43 病理形成とカルパインの活性．
（A）ホモ接合体 AR2 マウスは，連続的な Ca2+ 流入が多いため，カルパインが過剰に活性化し，TDP-43 が断片化後，
更に分解し，可溶性断片まで分解が進むため，凝集体が形成できない．（B）ヘテロ接合体 AR2H マウスは，連続的な
Ca2+ 流入にともない，適度にカルパインが活性化し，TDP-43 が断片化し，凝集体を形成する．
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Abstract

Calpain plays a crucial role in TDP-43 pathology
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most common adult-onset motor neuron disease affecting healthy middle-
aged individuals. Mislocalization of TAR DNA binding protein of 43 kDa (TDP-43) or TDP-43 pathology observed in the 
spinal motor neurons is the pathological hallmark of ALS. The mechanism generating TDP-43 pathology remained 
uncertain. Several reports suggested that cleavage of TDP-43 into aggregation-prone fragments might be the earliest 
event. Therefore, elucidation of the protease(s) that is responsible for TDP-43 cleavage in the motor neurons is awaited. 
ALS-specific molecular abnormalities other than TDP-43 pathology in the motor neurons of sporadic ALS patients 
include inefficient RNA editing at the GluA2 glutamine/arginine (Q/R) site, which is specifically catalyzed by adenosine 
deaminase acting on RNA 2 (ADAR2). We have developed the conditional ADAR2 knockout (AR2) mice, in which the 
ADAR2 gene is targeted in motor neurons. We found that Ca2+-dependent cysteine protease calpain cleaved TDP-43 into 
aggregation-prone fragments, which initiated TDP-43 mislocalization in the motor neurons expressing abnormally 
abundant Ca2+-permeable AMPA receptors. Here we summarized the molecular cascade leading to TDP-43 pathology 
observed in the motor neurons of AR2 mice and discussed possible roles of dysregulation of calpain-dependent cleavage 
of TDP-43 in TDP-43 pathology observed in neurological diseases in general.

(Clin Neurol 2014;54:1151-1154)
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