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研究成果の概要（和文）：TDP-43の断片化がポリ(A)+ RNAの発現に与える影響について調査した。内在性もしく
は強発現されたTDP-43はポリ(A)+RNAに隣接するペリクロマチン領域やクロマチン間領域に局在した。RNA認識モ
チーフ1を含み、かつN末端領域を削除されたTDP-43削除体は細胞質内の顆粒状構造体に局在し、ポリ(A)+RNAも
共局在した。C末端領域のTDP-43削除体は細胞質内に点状に局在し、疾患脳で出現するアミノ酸残基218での削除
体は約24%までポリ(A)+RNAの発現を減少させた。以上より、TDP-43削除体のタンパク質-RNA相互作用は病気の病
態機序と関わっていることが示唆されるだろう。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of truncation of TDP-43 on the expression of poly
(A)+ RNA by fluorescence in situ hybridization using HeLa cells transfected with a series of deleted
 TDP-43 constructs. Endogenous and overexpressed full-length TDP-43 localized to the perichromatin 
region and interchromatin space adjacent to poly(A)+ RNA. Deleted variants of TDP-43 containing RNA 
recognition motif 1 and truncating N-terminal region induced cytoplasmic inclusions in which poly(A)
+ RNA was recruited. C-terminal TDP-43 truncated at residue 202 or 218 was distributed in the 
cytoplasm as punctate structures. C-terminal TDP-43 truncated at residue 218 but not at 202 
significantly decreased poly(A)+ RNA expression by approximately 24% compared with the level in 
control cells. Thus, a disturbance of the RNA metabolism in which TDP-43 is involved may be central 
to the pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal lobar degeneration 
(FTLD).

研究分野： 神経変性疾患
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１．研究開始当初の背景 
近年、筋萎縮側索硬化症  (Amyotrophic 
lateral sclerosis: ALS) や前頭側頭葉変性
症  (Frontotemporal lobar degeneration: 
FTLD) の患者脳内の凝集体の主要構成成
分として RNA 結合タンパク質である
TDP-43 (TAR DNA binding protein) や
FUS/TLS (fused in sarcoma) が同定され
た。またこれらのタンパク質の遺伝子に変
異が生じると家族性の ALS や FTLD が発
症することが遺伝研究より明らかになり、
これらのタンパク質は ALS/FTLD の神経
変性過程の病態機序に関与していると考え
られるに至った。 
TDP-43 と FUS は DNA/RNA と結合する
ドメイン構造を有しており、転写、スプラ
イシング、翻訳などの過程に関わり合い、
遺伝子発現の調節に関与する。以上のこと
より、ALS と FTLD の病態機序には RNA
動態の病的変化が存在すると考えられてい
る。 
 
２．研究の目的 
先述のように ALS/FTLD 関連タンパク質
である TDP-43 は患者脳内では異常な凝集
体を形成するが、さらに不溶化・リン酸化・
断片化・ユビキチン化などの翻訳後修飾、
生化学的変化をきたしており、これらの変
化は神経変性過程に関与していると考えら
れている。ALS/FTLD の病態機序に RNA
の病的変化が関与しているとすると、これ
らの翻訳後修飾が異常な RNA 動態を引き
起こしている可能性がある。 
今回の研究ではこれらの知見を基に、断片
化された TDP-43 の削除体を作成し、各ド
メインにおける RNA 局在/発現への影響を
調べ、疾患脳内に出現するカルボキシル末
端(C末端)の削除体が細胞のRNAにどのよ
うな影響を与えうるかについて考察するこ
とを目的とする。これらの調査により、タ
ンパク質-RNA 相互作用が及ぼす神経変性
疾患の病態機序の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) TDP-43 タンパク質は、核移行シグナル
をもつアミノ末端(N末端)領域、2つのRNA
認識モチーフ(RRM1、RRM2)、Glycine-rich
ドメインを含む C 末端領域をもつ。これら
のドメイン構造を元に、野生型 FLAG タグ
融合 TDP-43 に加えて、幾つかの FLAG タ
グ融合 TDP-43 削除体のプラスミドを作成
した。 
N 末端領域のみのアミノ酸残基 2–104 の 
削除体(TDP2-104)、RRM1 と RRM2 から
なるアミノ酸残基 101–272 の削除体 
(TDP101-272)、RRM1 のみからなるアミノ
酸残基 101-190 の削除体(TDP101-190)、
RRM1、RRM2、C 末端領域からなるアミ
ノ酸残基 101–414の削除体 (TDP101-414)、
部分的に削除されたRRM2とC末端領域か

らなるアミノ酸残基 202-414 の削除体
(TDP202-414)、TDP202-414 からさらに
RRM2を削除したアミノ酸残基 218-414の
削 除 体 (TDP218-414) を 作 成 し た 。
TDP202-414 と TDP218-414 は、それぞれ
の FLAG タグ融合の塩基配列を持った
PCR 産物を制限酵素 XhoI、NotI によって
pCI-neo ベクターにライゲーションし、そ
の他の削除体のPCR産物は制限酵素NotI、
BamHI によって pFLAG-CMV-6c ベクタ
ーにライゲーションして作成した。 
 
(2) 上記プラスミドを発現させた細胞のポ
リ(A)+RNA の局在・発現強度は蛍光 in situ
ハイブリダイゼーション法により調査した。 
HeLa 細胞にプラスミドを形質導入した 24
時間後に 4%パラフォルムアルデヒドにて
固定、透過処理・再水和処理などを行い、
Cy3TM-oligo-dT(30)でハイブリダイゼーシ
ョンを行なった。その後、抗体による蛍光
免疫染色を施行し、洗浄、封入を行い、共
焦点レーザー顕微鏡にて解析を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 内在性の TDP-43 の局在を蛍光 in situ
ハイブリダイゼーション法にて観察した。
内在性 TDP-43 は主に細胞核内に局在する
が、DAPI 染色やポリ(A)+RNA とは共局在
せず、しかしポリ(A)+RNA に隣接するよう
に局在した。DAPI は主に DNA を染色して
おり、ポリ(A)+RNA は凝集クロマチンとの
境界領域で緩んだクロマチンやリボ核タン
パク質のある perichromatin fibrils や非ク
ロ マ チ ン 領 域 で あ る interchromatin 
granule clusters に局在すると考えられて
いる。TDP-43 がポリ(A)+RNA の隣接に存
在することから核内の非 DNA 領域の
Nascent RNA に関与していると考えられ
た。 
またごく一部の内在性 TDP-43 は細胞質内
にも局在するが、ここでもポリ(A)+RNA と
は共局在しなかった。 
 
(2) 野生株の FLAG タグ融合 TDP-43 も細
胞核内、細胞質内で内在性 TDP-43 と同様
の局在を示し、DAPI 染色やポリ(A)+RNA
とは共局在しなかった。 
 
(3) N 末端領域のみからなる TDP2-104 削
除体は主に細胞核内に局在し、内在性
TDP-43 と同様 DAPI 染色やポリ(A)+RNA
とは共局在しなかった。このことから野生
株 TDP-43 の細胞核内局在の多くは N 末端
領域によって規定されていると考えられた。 
 
(4) RRM1 と RRM2 からなる TDP101-272
削除体、RRM1 のみからなる TDP101-190
削除体、RRM1、RRM2、C 末端領域から
なる TDP101-414 削除体はそれぞれ細胞質
内で粒状の封入体を作り、ここにはポリ



(A)+RNA が共局在した。この細胞質内のポ
リ(A)+RNA の粒状の局在は正常局在とは
明らかに異なるものであり、これらの削除
体によって誘導されたものと考えられた。 
 
(5) 部分的に削除された RRM2 と C 末端領
域 か ら な る TDP202-414 削 除 体 、
TDP202-414からさらにRRM2を削除した
TDP218-414 削除体は、それぞれ細胞核内
には局在せず、細胞質内に細粒状の局在を
示した。疾患脳でみられる凝集体とは異な
り、びまん性の細かい細粒状の局在であっ
た。 
 
(6) 空 ベ ク タ ー 、 野 生 株 TDP-43 、
TDP202-414 削除体、TDP218-414 削除体
を発現させたHeLa細胞のポリ(A)+RNAの
発現強度を細胞ごとの蛍光強度から測定し、
比較した。野生株の TDP-43 はコントロー
ル細胞と比較して約 43%まで発現強度が低
下 し て い た  (Paired Student’s t-test 
p<0.05)。TDP-43 の機能として転写抑制が
報告されているが、この機能によるものが
考えられた。 
一方 TDP202-414 削除体は細胞のポリ
(A)+RNA の発現強度に影響を与えなかっ
たが、TDP218-414 削除体では約 24%まで
発現強度の低下がみられた  (Paired 
Student’s t-test p<0.05)。つまりこの 2 つ
の削除体はアミノ酸配列に大きな差がない
ように思えるものの、RNA 発現に対する影
響には大きな差が存在することになる。患
者の剖検脳を使用したこれまでの研究では、
患者脳内に出現する C 末端領域の断片化
TDP-43 の断片化されるアミノ酸残基は
208, 218–219, 246–247 などが報告されて
いる。つまり今回ポリ(A)+RNA の発現強度
の低下を引き起こした TDP218-414 削除体
は疾患脳に出現する病的な削除体に非常に
近い構造をしており、一方 TDP202-414 削
除体はそれよりもアミノ酸配列が長い削除
体であると考えられる。そのため、
TDP218-414 タンパクが引き起こした
RNA 発現の変化は ALS/FTLD の病態機序
と関連する可能性があると考えられた。 
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