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研究成果の概要（和文）：RNAプロセシングに関わるDDX5/17がALS病態に関与していると仮説し研究を行った。
ALS剖検組織を用いた免疫染色でDDX5はALS例の22%で脊髄前角細胞に細胞質内封入体がみられTDP-43との共局在
を確認した。DDX17はALS全例で細胞質に顆粒状構造物を豊富に認め、小胞体マーカーであるGRP78と共局在し
た。変異型TDP-43を過剰発現した細胞では細胞質でTDP-43とDDX5の共局在が見られたがDDX17に変化はなかっ
た。ERストレスを加えると細胞質内にDDX17陽性の顆粒状構造物が認められた。以上の結果はDDX5/17がそれぞれ
ALS病態に関連していることを示唆するものであった。

研究成果の概要（英文）：DEAD box RNA helicases are known to be involved in multiple aspects of RNA 
processing. We hypothesized that DDX5 and its paralogue DDX17 are implicated in pathomechanism of 
ALS. We evaluated the involvement of DDX5 and DDX17 in sporadic ALS  tissues and in cultured cells. 
 The motor neurons of SALS showed DDX5-immunoreactive (ir) neurocytoplasmic inclusions (NCIs) in 22%
 of cases. DDX5- ir NCIs were coincident with round inclusion of TDP-43. Overexpressed mutant TDP-43
 were also co-localized with DDX5 in cytoplasm of Neuro2a cells. The SALS motor neurons showed 
DDX17-ir small granules in the cytoplasm. These granules were found to be co-localized with 
endoplasmic reticulum markers. Overexpression of mutant TDP-43 did not change cellular distribution 
of DDX17 in Neuro2A cells. Our results suggest that the RNA helicase DDX5 and DDX17 are 
differentially but significantly implicated in SALS pathology.

研究分野： 神経病理

キーワード： ALS　TDP-43　DEAD box protein

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNA転写後調節に関わるDDX5/17がALS病態に関与していると仮説し研究を行った。ALS剖検組織を用いた免疫染色
でDDX5は一部のALS症例で脊髄前角細胞に細胞質内封入体がみられTDP-43との共局在を確認した。DDX17はALS全
例で細胞質に顆粒状構造物を豊富に認め、小胞体マーカーであるGRP78と共局在した。培養細胞を用いた実験で
はヒト組織病理に一致する所見を呈した。以上の結果はDDX5/17がALS病態に関連していることを示唆するもので
あった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）、前頭側頭型認知症（FTLD）患者において、これまで TDP-43、

FUS/TLS、 VCP、ubiquilin2、optineurin、C9ORF72、matrin3、TUBA4A、TBK1 などをコードす

る遺伝子の変異が次々と判明してきた。 これらのうち、ユビキチン結合タンパク質である

ubiquilin2 や RNA 結合タンパク質である FUS/TLS、EWS、TAF15、matrin3 は、ポリグルタミン

病の核内凝集タンパク質(PAIP)として同定していたものである 1)。すなわち PAIP と、

ALS/FTLD の責任遺伝子がコードする封入体構成タンパク質には複数の共通するものが存在し、

それらは両疾患群の病態形成にとって極めて重要な共通機能分子であることが明らかとなって

きた。そこで我々は、未発表 PAIP のうち転写から翻訳まで遺伝子発現過程のほとんどのステッ

プに関与するとされている DDX5/DDX17 2)をはじめとする DEAD-box RNA helicases に着目し、

孤発性 ALS の病態への関与を明らかにしたいと考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では DDX17 のパラログである DDX5 を解析対象とし、ALS 研究の新展開を目指す。DDX5

と DDX17 は機能的にオーバーラップしており構造的にも相同性を認めるが、細胞内での役割に

は異なる部分があるとされている 3)。本研究は、DDX5,DDX17 が、ALS/FTLD の病態にどのよう

に関わっているのかについて、病理学的側面、分子細胞生物学的側面から明らかにすることを

目指す。 

 

３．研究の方法 

本研究では申請者らが収集している多数例(30 例)の孤発性 ALS 連続剖検例において、

DDX5/DDX17 蛋白の凝集の局在、特徴、重要性を明らかにする。また培養細胞（Neuro2a 細胞、

NSC34、HEK293T 細胞）を用いて、ASL 疾患病因タンパク質である TDP-43 の野生型・変異型の過

剰発現、DDX5/DDX17 の過剰発現を行い、DDX5/DDX17 の細胞内分布、小胞体蓄積に与える影響を

蛍光顕微鏡で観察・定量し、孤発性 ALS ヒト組織で見られる DDX5/DDX17 の病的分布が再現可能

かを検証する。 

 

 
４．研究成果 

(1) DDX5 

孤発性 ALS30 症例（病理学的に TDP-43 病理を確認している）、コントロール症例 14 例（病理

学的に ALS の所見はないこと、TDP-43 陽性所見が見られないことを確認している）の腰髄のパ

ラフィン包埋切片を、抗 DDX5 抗体を用いて免疫染色を行った。コントロール症例の脊髄前角細

胞では、細胞質にびまん性の染色性を示し、核の染色の程度は細胞によって多様であった。一

方、孤発性 ALS 症例では 22%(30 例中 7例)で細胞質に類円形の封入体をみとめた。この DDX5 陽

性細胞質内封入体は、TDP-43 と共局在していることを確認した。(図 1) 

さらに変異型 TDP-43 をトランスフェクトした Neuro2a 細胞での実験では、野生型では見られな

かった、DDX5 陽性の細胞質内封入体が TDP-43 と共に細胞質に観察された。（図 2）また、DDX5

を過剰発現させた HEK293T 細胞では、DDX5 は核から細胞質に局在変化し、その動態は TDP-43

と一致していた。（図 3） 

 



 

 

 

 

 

 

(2) DDX17 

孤発性 ALS 22 例、コントロール症例 14例の腰髄パラフィン包埋切片を抗 DDX17 抗体で免疫組

織化学的検討を行った。コントロール症例では、細胞質にびまん性に染色され、核には染色性

は確認されなかった。孤発性 ALS 症例では、全例で一部の前角細胞の細胞質に DDX17 陽性の微

細顆粒状の構造物を多数認めた。核には染色性が見られなかった。DDX17 陽性の細胞質内微細

顆粒状構造物は、形態的に小胞体と類似しており、小胞体マーカーである抗 GRP78 抗体、抗

PDI 抗体と二重染色を行ったところ、共局在が認められ、DDX17 が孤発性 ALS では小胞体に蓄積

している可能性が示唆された。TDP-43 との共局在は見られなかった。（図 4） 

培養細胞実験では、TARDBP の野生型および変異型を過剰発現させた HEK293T 細胞で DDX17 の

細胞内局在の変化を確認した。TDP-43 は野生型 TARDBP の過剰発現で細胞質に凝集体形成を認

めたが、野生型、変異型いずれも DDX17 の細胞内局在に変化は見られなかった。一方、

Tunicamycin を加えて小胞体ストレスをかけると、DDX17 は細胞質に顆粒状構造物を形成し、小

図 1.脊髄前角細胞における DDX5 の局在  

a, b コントロール症例では DD5 は細胞質にび

まん性に染色される。 

c,d 孤発性 ALS 症例では、細胞質に類円型の

封入体を認める細胞がみられた。 

e-f DDX5 陽性の細胞質内封入体は TDP-43 と

の共局在がみられる 

図 2. 野生型／変異型 TDP-43 過剰発現による

DDX5 の細胞内動態変化 

野生型では細胞質に封入体は見られなかった

が、変異型 TDP-43 をトランスフェクトした細

胞では細胞質に TDP-43 と共に DDX5 の封入体

を認める。 

 

図 3. DDX5 過剰発現による細胞内動態の変化  

HEK293T 細胞で DDX5 を過剰発現させると、DDX5 は TDP-43 と一致して核内から細胞質へ局在変化を示した 



胞体マーカーである CHOP、PDI と共局在を示した。（図 5）なお、NSC34 細胞で DDX17 を過剰発

現させたが、TDP-43 の細胞内動態に変化は見られなかった。 

DDX5 および DDX17 は孤発性 ALS のヒト組織で特徴的な細胞質内凝集を呈することが判明し、培

養細胞実験においても、同様の変化を確認することができた。以上の結果は、RNA ヘリカーゼ

である DDX5 および DDX17 が孤発性 ALS の病態メカニズムにそれぞれの側面で関与している可能

性を示唆していると考えられる。 
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図 4.脊髄前角細胞における DDX17 の局在  

a. コントロール症例では核に染色性はなく、細胞質にびまん性に染色される。 

b,c 孤発性 ALS 症例では、細胞質に微細顆粒状の染色性が見られる 

d-g DDX17 陽性の微細顆粒状構造物は小胞体マーカー(GRP78)と共局在を認める 

図 5. 培養細胞における DDX17 の局在変化  

Tunicamycin 投与下では、DDX17 陽性の微細顆粒状構造物が細胞質に出現し、小胞体マーカーである CHOP

との共局在を確認した 
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