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研究成果の概要（和文）：孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）の原因蛋白質TDP-43の発現抑制に伴い発現変動す
る遺伝子解析を行い、その遺伝子の転写・翻訳産物の発現が劇的に低下する遺伝子を同定した。本遺伝子産物
は、凝集活性を亢進させたTDP-43及び代表的な家族性ALS変異を持つsuperoxide dismutase  と会合し、更に、
これら異常蛋白質の細胞からの除去に重要な役割を担っているvon Hipple-Lindau (VHL)にも会合した。以上の
結果から、本遺伝子産物はVHLの機能制御をすることにより、ALS及びTDP-43病理を伴うその他の疾患の進行に関
与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cytoplasmic mis-aggregation and nuclear-loss of TAR DNA binding protein of 
43KDa (TDP-43) are observed in the lesions of sporadic amyotrophic lateral sclerosis (ALS). To 
understand a mechanism how nuclear-loss of TDP-43 involves in the pathogenesis of sporadic ALS, 
transcriptome analysis was performed. I found a gene whose transcript and translation products are 
drastically reduced in the TDP-43 silenced HeLa and HEK293A cells. The gene product  preferentially 
associated with aggregated TDP-43 species and superoxide dismutase (SOD1) mutants with mutations 
related to familial ALS, and it was also co-precipitated with von Hipple-Lindau (VHL), a substrates 
recognition unit of Cullin-2 E3 ligase complex, which had been identified as an E3 of C-terminal 
truncated TDP-43 and ALS associated SOD1 mutants. These results suggest that the  TDP-43 deficiency 
may associate with clearance of misfolded TDP-43 and SOD1 through regulating VHL.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： TDP-43　ALS　ノックダウン　細胞質凝集体　SOD1　VHL
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研究成果の学術的意義や社会的意義
孤発性ALSは、 原因蛋白質であるTDP-43の凝集塊形成による蛋白質毒性とその機能不全により引き起こされるも
のと考えられている。本研究期間に、TDP-43により発現制御を受ける遺伝子産物の一つが、高凝集性TDP-43や家
族性ALSの原因蛋白質による凝集塊に共局在し、これら異常蛋白質の除去に関与している可能性を見出した。即
ち、異常蛋白質からの毒性とTDP-43の機能不全はそれぞれ異なる分子メカニズムによりALSの病理基盤を形成す
ると考えられてきたが、本研究により共通のプレイヤーが存在する可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

多岐に渡る疾患の制御は、医学・獣医学領域のみならず、生命科学上の最重要課題である。
個々の疾患の臨床症状は、標的臓器・細胞種により全く異なるにも関わらず、『細胞内に異物が
蓄積する』という点で、疾患発症に関し共通の病理分子基盤を有する。言い換えるなら、寄生
体を含めた細胞内異物や発癌遺伝子産物、ミスフォールド蛋白質等の除去機構、即ちプロテア
ソームやオートファジーの恒常性維持が、多くの疾患制御の重要な位置を占めている。 

小胞体は膜蛋白質・分泌蛋白質の成熟や細胞内カルシウムストア、脂質代謝の場として細胞
の生存や機能発現に非常に重要な役割を担っている。その環境悪化は言わゆる小胞体ストレス
を惹起し、感染症や生活習慣病、神経難病など幅広い疾患の危険ファクターとして認識されて
いる。 

筋萎縮性側索硬化症(ALS)の孤発例の脊髄病巣部では、RNA 結合蛋白質である TAR DNA 
binding protein of 43KDa (TDP-43)が、標的となる運動ニューロン細胞質に異所性に凝集体を
形成する事が報告されている。私は、孤発性 ALS の分子病態における TDP-43 の機能欠損に焦点
を当て、TDP-43 の発現を siRNA により抑制した HeLa 細胞における遺伝子発現プロファイルに
ついて、特に ALS 病態に関連の深い小胞体ストレス関連遺伝子について焦点を当て解析し、
TDP-43 の発現抑制に伴い、転写・翻訳産物の両者の発現が劇的に低下する遺伝子を同定した。 
 
２．研究の目的 

マイクロアレイを用いたトイランスクリプトーム解析を基に、siRNA により TDP-43 の発現
を抑制した HeLa 細胞と HEK293A 細胞において、転写・翻訳産物の発現が劇的に低下する遺伝子
TDP-43 regulated gene (TRG、仮称)を同定した。本研究は培養細胞を用いた本遺伝子産物の機
能解析を進め、ALS ならびに関連する神経変性疾患の進行の位置づけを解明することを目的と
している。 
 
３．研究の方法 
（１）TDP-43 発現低下に伴う候補遺伝子の同定 
TDP-43 の遺伝子発現を抑制した HeLa 細胞を用いたマイクロアレイ解析から、転写産物の発

現が 2倍以上変動し、特に小胞体ストレスとの関連性が予想または報告される 6遺伝子につい
てピックアップした。これら遺伝子については、実験間の誤差やオフターゲッテイングの可能
性を否定する目的で、３種の異なる siRNA により内在性 TDP-43 の発現を抑制した HeLa 細胞及
び HEK293A 細胞を用いた定量的 PCR (qPCR)により解析を行い、候補遺伝子の絞り込みを進めた。
2つの株化細胞で発現変動が確認された遺伝子については、更に Western blot により翻訳産物
の発現変動について解析した。次に、TDP-43遺伝子の３’UTを認識するsiRNAを新たに利用し、
ノックダウンした HeLa 細胞に 3’UT を含まない外来性 TDP-43 の強制発現を行い、TRG 遺伝子
産物の発現を比較した。 
 

（２）TRG 遺伝子産物の細胞内局在の解析 
２種のヒト由来細胞株である HeLa 細胞及び HEK293A 細胞において、TDP-43 の発現抑制によ

り転写・翻訳産物が劇的に低下する事が確認できた TRG 遺伝子について、ALS 標的脊髄運動ニ
ューロンで発現しているか否かを解析する目的で、サルの脊髄標本を TRG 特異的抗体と運動ニ
ューロンのマーカーである抗 choline acetyltransferase (CHAT)抗体及びニューロンマーカー
である抗 microbuble accosdiated protein 2 (MAP2)抗体で共染色し、共焦点レーザー顕微鏡
で観察した。 
次に ALS 細胞病理を再現した培養細胞系で、TRG 遺伝子産物の細胞局在解明する目的で、

TDP-43の核移行シグナルと分子内S-S結合の標的であり二量体に必須なシステイン残基をセリ
ンに置換し細胞質内凝集活性を亢進させたTDP-43をGFP融合蛋白質とし、HA融合TRGとHEK293A
細胞に共発現させ、それぞれの細胞局在の解明を進めた。また、代表的な家族性 ALS の原因蛋
白質のSuperoxide dismutase (SOD1)の凝集体形成におけるTRGの位置付けを解明する目的に、
HA-TRG を GFP 融合 SOD1 (A4V)と共発現させ、共焦点レーザー顕微鏡観察を行った。 
 
（３）TDP-43/SOD1 と TRG の免疫沈降による蛋白質相互作用の解析 
蛋白質相互作用の解明を目的に、FLAG ペプチドに融合した高凝集型 TDP-43、核移行シグナル

変異 TDP-43 及び家族性 ALS の変異を持つ SOD1 と外来性 TRG を、HEK293A 細胞に共発現させ、
抗 FLAG 抗体により免疫沈降後、Western blot を行なった。更に、TDP-43 のユビキチン化は病
態進行に重要な役割を担っているものと考えられている。それ故、上記の手法で細胞より調整
した各種 TDP-43 のユビキチン化についても、Western blot により解析を進めた。 
 
（４）ノックダウン細胞における小胞体ストレス下流遺伝子の発現変動 
これまでの報告から、TRG 遺伝子産物は小胞体ストレス制御に関わる事が示唆されている。

その事を検証する目的で、ノックダウン細胞における小胞体ストレス活性化に伴う下流遺伝子
の発現変動について、qPCR 解析を行った。 
 
 



（５）TRG の von Hipple-Lindau (VHL)との相互作用の解析 
 TDP-43及びSOD1によるALS細胞病理における共通プレイヤーとして、これまでにCullin2-E3
リガーゼ複合体が報告されている。下記の研究結果から、TRG の結合パートナーとして Cullin-2
複合体のリガンド認識ユニットが想定された。そこで、Cullin2-E3 リガーゼ複合体の基質認識
部位である VHL 並びに receptor of activated protein C kinase (RACK1)を Myc ペプチド融合
蛋白質として細胞質高凝集型 TDP-43 や HA-TRG と HEK293A 細胞に導入し、細胞局在や蛋白質相
互作用に関わる研究を行った。 
 
４．研究成果 
（１）TDP-43 発現低下に伴う候補遺伝子の発現変動 
マイクロアレイ解析の結果から 6種の候補遺伝子を選び、qPCR により結果の信頼性を検討し

た。その結果、異なる 3種の siRNA により TDP-43 遺伝子がノックダウンされた HeLa 細胞にお
いて転写及び翻訳産物の発現がともに劇的に抑制される遺伝子を同定し、TDP-43 regulated 
gene (TRG)と仮称した（図１A, B）。TRG 発現に対する TDP-43 のノックダウン効果は HEK293A
細胞でも確認でき（図 1A）、ノックダウン効果は外来性 TDP-43 で回復可能である事が確認でき
た（図 1C, D）。また、control siRNA 導入細胞に、TDP-43 を強制発現すると mRNA の発現変動
なしに（図１C）、内在性 TRG 翻訳産物の発現が低下する傾向が観察された（図１D）。このよう
な現象は、野生型 TDP-43 単独の強制発現系でも確認でき、変異体を用いた実験から（核に局在
する）ALS疾患関連変異を有するTDP-43の強制発現では同様に内在性TRGの発現が低下したが、
核移行シグナルに変異を導入した細胞質型 TDP-43 では低下が認められなかった（結果は示さ
ず）。 

 
図１、TDP-43 ノックダウン細胞における TRG の転写・翻訳産物の発現解析。 
 
（２）TRG 遺伝子産物の脊髄前角運動ニューロンにおける発現解析 
 TRG の ALS 標的細胞である脊髄前角運動ニューロンでの発現について、ヒトに最も近い実験
動物であるカニクイザルの脊髄標本用いて解析した。その結果、TRG は、CHAT 陽性の脊髄前角
運動ニューロンで核及び細胞質で強いシグナルが検出された（図 2）。同様の染色パターンはマ
ウスの脊髄前角でも確認できた（結果は示さず）。。後に述べる通り HA融合 TRG を株化細胞に強
制発現させた場合、抗 HA抗体のシグナルは核及び細胞質で確認できる事から、TRG は細胞や動
物種を問わず細胞質から核に至る diffuse な細胞局在を示す事が明らかとなった。 

 

図２、カニクイザル脊髄前角における TRG 遺伝子産物の発現。スケルバーは 50マイクロメート
ル、WM:白質領域を示す。 
 
（３）TRG 遺伝子産物の発現と TDP-43 との相互作用の解析 
１）細胞質凝集性 TDP-43 及び SOD1 と TRG の細胞内局在解析 
 孤発性ALSの細胞病理を株化細胞で再現し、病態進行におけるTRGの機能を類推する目的で、
HA 融合 TRG と GFP 融合細胞質高凝集性変異 TDP-43（mTDP-43-GFP）を HEK293A 細胞に強制発現
させ、共焦点レーザー顕微鏡により細胞局在解析を行った。その結果 HA-TRG は先に述べた通り
比較的diffuseに局在するが、TDP-43による凝集塊の位置に共局在する事が明らかとなった（図
３）。このような現象は、同じ蛋白質ファミリーに属し、その構造上最も近い蛋白質では認めら
れなかったことから、TRG 特異的現象である事が明らかとなった（結果は示さず）。次に ALS の
原因遺伝子とし最も古くから知られている SOD1 の疾患関連変異体について同様の顕微鏡観察
を行った。驚くべきことに、HA-TRG は GFP 融合変異 SOD1 (A4V)により形成される凝集塊と一致



した染色性を示した（図 3）。 
 
２）細胞質凝集性 TDP-43 及び家族性 ALS 変異を有する SOD1 と TRG の結合解析 
 細胞染色の実験結果より、TRG と細胞質凝集性 TDP-43 及び ALS 疾患関連変異を有する SOD1
は、細胞内で会合する可能性が示唆された。そこでまず、FLAG ペプチド融合 TDP-43 種と HA-TRG
を HEK293A 細胞に強制発現させ、FLAG 抗体で免疫沈降後、Western blot 解析を行った。その結
果、empty vector 導入細胞を用いた免疫沈降でも非特異的結合を完全に除去することは出来な
かったが、特に分子内 S-S 結合の標的であり二量体に必須なシステイン残基をセリンに置換し
た凝集性の強い 3つの変異体で、TRG の共沈量が増加する傾向が認められた。 

 

図３、HEK293A 細胞における凝集性変異 TDP-43/SOD1 及び TRG の細胞内局在解析。図中に示す
発現ベクターを HEK293A 細胞に強制発現し、抗 HA抗体で染色後共焦点レーザー顕微鏡観察を行
った。スケールバーは 10マイクロメートル。 
 
また、システイン残基に変異を持つ TDP-43（CS 変異体）のポリユビキチン化は、野生型や核

移行シグナル単独変異体のそれより亢進する傾向が認められたことから、TDP-43 種のポリユビ
キチン化について、外来性 TRG の存在、非存在下で比較した。その結果、特に CS変異体のポリ
ユビキチン化が TRG の強制発現により亢進する事が明らかとなった。更に、それぞれの TDP-43
種について注意深く観察すると、野生型、変異体を問わず TDP-43 から断片化した 35KDa の C
末切断断片（CTF-35）の全長 TDP-43 に対する比率が低下する事が明らかとなった（図４B）。ま
た、C 末に FLAG ペプチドを融合した CTF-35 を構築し、同様の免疫沈降を行ったところ、TRG
との結合およびポリユビキチン化の亢進が観察された（結果は示さず）。 
 次に、家族性 ALS の変異を有する SOD1 と TRG の結合について免疫沈降法により解析した。そ
の結果、TRG は調べた全ての変異 SOD1 と共沈した。以上の結果より、TRG は孤発性 ALS のみな
らず、SOD1 変異による家族性 ALS における共通の疾患メデイエイターとなりうる事が示唆され
た（図４C）。 
 

 
図４、高凝集性 TDP-43 及び家族性 ALS 変異を持つ SOD1 と TRG の免疫沈降。外来性 TRG と FLAG
融合各種 TDP-43 (A, B)及び SOD1 (C)を HEK293A 細胞に co-transfection し、FLAG 抗体で免疫
沈降後、図中に示した抗体でWestern blot解析を行った。Bの矢印と矢頭はそれぞれ全長TDP-43
及び 35KDa の C 末切断断片のバンドを示す。 
 
（４）ノックダウン細胞における小胞体ストレス下流遺伝子の発現変動 
 本遺伝子産物の小胞体ストレスにおける役割を解明する目的で、TDP-43 遺伝子発現抑制 HeLa
細胞及び HEK293A 細胞における小胞体ストレス下流遺伝子の発現プロファイルの解明を行った。
小胞体ストレス下流の代表的遺伝子である、HSPA5/GRP78、DDTI3/CHOP 及び PPP1R15A/GADD34
遺伝子の発現量は,二つの株化細胞において、ノックダウンによる一定のコンセンサスのある結
果を得る事はできなかった（図５A, B, E）。また、小胞体ストレスにより転写及びスプライシ
ングの亢進を受ける XBP1 遺伝子の発現は、試した 5種類の TDP-43 遺伝子に対する siRNA のう
ち、4種類で両細胞株における発現を抑制する事が明らかとなった（図 5C）。しかし、TRG 遺伝



子抑制細胞では、HeLa 細胞でのみ XBP1 遺伝子の発現低下が認められたに過ぎず（図 5F）、XBP1
遺伝子の発現低下傾向は TRG 非依存的である事が推測された。また、TRG 遺伝子発現抑制 HeLa
細胞について、更に小胞体ストレス試薬である thapsigardin (250nM)及び tunicamycine (2 uM)
で 8 時間処理した後、qPCR で上記遺伝子の発現変動を control siRNA 導入細胞と比較したが、
大きな違いを見出す事はできなかった（結果は示さず）。 
 

 
図５、ノックダウン細胞における小胞体ストレス関連遺伝子の発現変動。TDP-43 遺伝子（A-E）
及び TRG 遺伝子の発現を siRNA により抑制した HeLa 細胞（グレイ）及び HEK293A 細胞における
小胞体ストレス関連遺伝子の発現を qPCR により解析した。 
 
（５）TRG と von Hipple-Lindau (VHL)との相互作用の解析 
 Cullin-2 複合体は CTF-35 の E3 リガーゼとして機能し、ALS 疾患関連 SOD1 変異体にも結合
する事が報告されている。TRGの強制発現により、凝集活性の強いTDP-43変異体に結合する事、
疾患関連 SOD1 に結合する事、CTF-35 の全長 TDP-43 に対する相対量が低下する事などから、TRG
は、Cullin-2 複合体の機能調節することにより、TDP-43 の細胞病理を制御する可能性を考えた。
また、CTF-35 の発現は、Cullin-2 複合体の基質認識ユニットの VHL の強制発現により低下し、
ノックダウンにより亢進する事が過去に報告されている。そこで、HA融合 VHL 及び別の基質認
識ユニットである RACK1 と Myc ペプチド融合 TRG を HEK293A 細胞に強制発現させ免疫沈降法に
より、両者の結合を解析した。RACK1 は TDP-43 の結合パートナーとしてこれまでに報告されて
おり、実際に両者とも細胞質高凝集性 TDP-43 と共局在した（図６A）。しかし、免疫沈降の結果、
TRG は VHL と共沈したが、RACK1 による TRG の共沈は観察されなかった（図６B）。 
 

 

図６、VHL と TRG の結合解析。(A) 細胞質高凝集性 TDP-43 と Cullin-2 複合体基質認識ユニッ
トである HA 融合 VHL 及び RACK1 の細胞内局在解析。図中に占める発現ベクターを HEK293A 細胞
に co-transfection し、抗 HA 抗体で染色後、共焦点レーザー顕微鏡観察を行った。スケールバ
ーは 10マイクロメートル。(B) VHL による TRG の免疫沈降。図中に示す発現ベクターを HEK293A
細胞に導入し、HA抗体で免疫沈降後、Myc、HA 及び actin 抗体で Western blot を行った。 
 
 以上の結果を総括し、TRGはTDP-43のC末切断断片や家族性ALSの蛋白質分解を制御するVHL
の機能を制御する可能性が示唆された。 
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