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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)では、核タンパク質TDP-43が病的な形をとって運動神経の
細胞質に蓄積する。核内のTDP-43の働きは細胞生存に不可欠であるため、TDP-43の蓄積はALSの病因として考え
られている。本研究では、病的なTDP-43を蓄積する家族性ALSの原因として同定されたPFN1遺伝子の異常が、
TDP-43蓄積に与える影響を調べた。異常型PFN1を細胞に発現させると、PFN1凝集体が形成され、TDP-43を捕捉す
ること、さらには、捕捉されたTDP-43の一部が病的なTDP-43となり、正常なTDP-43を病的なTDP-43に変換して、
TDP-43の蓄積を促進することが示された。

研究成果の概要（英文）：The nuclear protein TDP-43 accumulates at the cytoplasm of motor neurons, as
 a pathological form, in the patients of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). As the role of TDP-43 
in the nucleus is essential, the accumulation of pathological TDP-43 is identified as a cause of 
ALS. In the present study, we investigated the effect of ALS-linked PFN1 gene mutations, a cause of 
familial ALS characteristic of TDP-43 accumulation, on the accumulation of TDP-43 using cultured 
cells. The cells expressing mutant PFN1 harbored PFN1 aggregates, and those sequestered TDP-43. 
Furthermore, TDP-43 sequestered into PFN1 aggregates was partly converted into the pathological form
 of TDP-43 that promotes TDP-43 accumulation like a pathological prion.

研究分野：分子神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者の研究室では、ヒトの神経変性疾患
で認められる不溶化した細胞内異常構造物
の解析から、筋萎縮性側索硬化症(ALS)と前
頭側頭葉変性症(FTLD)で認められる細胞質
内異常構造物の主要構成成分として TDP-43
を同定するなど、神経変性疾患で認められる
細胞質内で不溶化し、凝集するタンパク質の
性状について解析を進めてきた。TDP-43 は
不均一核リボヌクレオタンパク質(hnRNP)
に分類される核に主要に局在するタンパク
質で、RNAと結合し、RNAの安定性やスプ
ライシングを調節するなど生理的に重要な
役割を持つ。TDP-43 陽性の細胞質内異常構
造物が認められる神経、グリア細胞では、本
来局在する核におけるTDP-43の免疫反応性
が減少、及び消失している様子が観察される。
そのため、細胞質内異常構造物の毒性は、タ
ンパク質本来の生理的な機能の消失のため
に生じるものと想定されてきた。しかし近年、
細胞質内異常構造物そのものの毒性も、神経
変性疾患の発症に重要な役割をもつことが
指摘されている。 
 近年、ヒトにおける PFN1 遺伝子の変異が
家族性 ALS の原因となることが報告され、変
異型 PFN1 の発現による ALS 発症機構に注目
が集まっている。PFN1 は細胞骨格の 1つであ
るアクチン繊維の形成を促進する働きがあ
る。変異型 PFN1 はアクチン結合能を欠如す
ること、変異型 PFN1 を発現した細胞ではア
クチン重合能の阻害によりアクチン繊維の
形成が抑制されることから、変異型 PFN1 に
よる細胞骨格の形成阻害がALS発症に関与し
ていると考えられている。一方で、興味深い
ことに、変異型 PFN1 は細胞質内で界面活性
剤耐性の不溶化した凝集体を形成すること、
その一部は TDP-43 と共局在することが示さ
れている。そこで申請者は、PFN1 変異体が
ALS 発症を誘導する機構として、アクチン重
合能の阻害の他に、PFN1 変異体が TDP-43 の
生理的な機能を阻害することで毒性を発揮
する機構を想定して実験を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では変異型PFN1がTDP-43を捕捉
することで、毒性を発揮する可能性を中心に、
変異型 PFN1 による細胞毒性誘導機構の解
明を目的として以下の 5項目について検討を
行う。 
(1)PFN1と TDP-43の相互作用部位の同定 
(2)変異型 PFN1 が TDP-43 の動態・性状に
与える影響 
(3)変異型 PFN1が遺伝子発現、スプライシン
グ及びタンパク質発現に与える影響 
(4)細胞内小器官等に変異型 PFN1 が与える
影響 
(5)PFN1タンパク質のプリオン様性状解析 
 
３．研究の方法 
(1)PFN1と TDP-43の相互作用部位の同定    

 PFN1と TDP-43の相互作用について、共
免疫沈降法により解析を行う。さらに結合部
位の詳細な解析のために、TDP-43 部分欠損
体を作成し、PFN1との相互作用を解析する。 
(2)変異型 PFN1 が TDP-43 の動態・性状に
与える影響  
 野生型PFN1と変異型PFN1を細胞に発現
させて、TDP-43 の局在、界面活性剤耐性な
どを解析・比較する。 
(3)変異型 PFN1が遺伝子発現、スプライシン
グ及びタンパク質発現に与える影響  
 野生型PFN1と変異型PFN1を発現させた
細胞で、TDP-43 の下流の因子の発現量、及
びTDP-43がスプライシングを調節している
因子のスプライシングアイソフォームを比
較する。 
(4)細胞内小器官等に変異型 PFN1 が与える
影響  
 変異型 PFN1 凝集体が細胞内小器官の機
能を阻害する可能性を検討するために、変異
型 PFN1 と細胞内小器官マーカーの局在を
検討する。共局在する場合、その器官の機能
低下について調べるとともに、その器官にお
いて PFN1 と相互作用するタンパク質につ
いても検討する。また、凝集体はタンパク質
分解系の機能を阻害することが報告されて
いることから、ユビキチン・プロテアソーム
系及びオートファジー・リソソーム系の機能
に与える影響を調べる。 
(5)PFN1タンパク質のプリオン様性状解析  
 野生型PFN1と変異型PFN1を発現させた
細胞の界面活性剤不溶性画分をレシピエン
トとなる細胞に導入することでプリオン様
性状を比較する。 
 
４．研究成果 
 細胞に変異型 PFN1 を発現させると、ユビ
キチン及び p62 陽性の界面活性剤不溶性の
PFN1 凝集体を細胞質内に形成し、その一部に
TDP-43が共局在した。PFN1凝集体は他にも、
オートファジーを誘導する因子LC3を捕捉し
て、LC3 の脂質修飾を阻害していた。また、
プロテアソームの阻害により形成されるア
グリソーム様の構造物が、変異型 PFN1 を発
現した細胞では形成されなかった。変異型
PFN1とTDP-43を共発現した細胞では、TDP-43
の蓄積が亢進し、リン酸化 TDP-43 の蓄積が
認められた。TDP-43 の部分欠損体を用いた解
析から、C 末端側のプリオン様領域が変異型
PFN1 の発現による TDP-43 の蓄積亢進に必要
であることが明らかとなった。さらに、PFN1
変異体を発現させた細胞から得られた界面
活性剤不溶性画分をシードとして TDP-43 発
現細胞に導入すると、TDP-43 の不溶化が亢進
し、細胞内にリン酸化された TDP-43 が蓄積
した。 
 以上の結果から、ALS の原因となる変異に
よって凝集した PFN1 は、TDP-43 を細胞質内
で捕捉すること、さらには、捕捉した TDP-43
の構造変化を促すことで、TDP-43 のシード依



存的な蓄積を誘起するという新たなALS発症
メカニズムが示唆された。 
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