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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)に関連する TDP-43 の生化学的解析を行い, 

アポトーシス条件下において caspase-3 依存性に 35-kDa と 25-kDa の 2 種類の断片が切断・産

生されること, 非アポトーシス条件下においても caspase-3 に依存しない 35-kDa, 25-kDa の 2

種類の新規アイソフォームが産生されることを見出した. また, 35-kDa タンパク発現系で認め

られる封入体が stress granule と aggresome であることを確認した. 
 
研究成果の概要（英文）：We identified that caspase-3 generates two 35-kDa and 25-kDa 

fragments under the apoptotic condition. However, novel caspase-3-independent isoforms 

of these two variants were also detected under normal conditions. The 35-kDa fragment 

expression led to the formation of stress granules, while aggresomes were formed in the 

cytoplasm of cells expressing 35-kDa fragment in the presence of proteasome inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 
2006年に日米2つのグループから独立して神
経変性疾患の孤発性 ALS と FTLD-U に共通し
てみられるユビキチン化された主な神経細
胞質内, 核内封入体の主成分として TDP-43
タンパクが同定され (Arai et al, Biochem 
Biophys Res Commun, 2006, Neumann et al, 
Science, 2006), その遺伝子のミスセンス変
異が ALSの常染色体優性遺伝家系に加えて孤
発例においても見出された. そして TDP-43
タンパクの病理学的検討により, ALS, 
FTLD-U を中心とした疾患群は ’’TDP-43 
proteinopathy’’と呼ばれるようになった. 

TDP-43 の分子病態についての生化学的検討
としては, 長谷川氏・新井氏らのグループか
らは ALS, FTLD-U の脳組織における異常リン
酸化の重要性とその断片化パターンによる
FTLD-TDP / FTLD-MND 疾患群の病理学的分類
が提唱され, またプログラニュリン(家族性
FTLD-U の疾患関連候補遺伝子の 1 つ)の発現
低下に続く Caspase-3 による 25-kDa および
35-kDa 断片の産生についての報告がなされ, 
この産生された 25-kDa 断片が細胞質内封入
体を形成し毒性を発揮すると考えられてい
たが, これについては賛否両論があり次の
結論が待たれていた  (Zhang et al, J 
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Neurosci, 2007). また FTLD-U 脳大脳皮質の
尿素抽出物からさらに短い 22-kDa C 末断片
を同定し, TDP-43 proteinopathy の病理学的
特徴について考察されたものの (Igaz et al, 
J Biol Chem, 2009), TDP-43 の生化学的機序
と細胞質封入体の特性については十分に解
明されていなかった. 
 

２．研究の目的 
本研究で我々は, Caspase-3 欠損マウスの胎
生期線維芽細胞株を用いることによって, 
caspase-3に依存的に産生されるTDP-43タン
パク C 末断片, caspase-3 に非依存的に産生
される新規のアイソフォームの存在とその
産生機序について検討することを目的とし
た. また TDP-43 蛋白によって形成される細
胞質内封入体の生化学的特性の解析により, 
TDP-43 の細胞内における新たな機能の考察, 
TDP-43 proteinopathyの解明に寄与すること
を目的とした. 
 
３．研究の方法 
(1) Caspase-3のヘテロ(+/－), ホモ(－/－)
ノックアウトマウスの胎生期線維芽細胞株
(MEF)にスタウロスポリン処理を行い, 抗
TDP-43 ポリクローナル抗体での経時変化を
検討した. 
 
(2) TDP-43 C 末断片の産生に重要な部位を同
定するため 10 アミノ酸ずつ欠如させたコン
ストラクトを作成した. (いずれも N 末に
FLAGタグ, C末にV5タグを付加) 続けて, 切
断認識部位と考えられた Met85－Asp89 にお
いて行われたアラニンスキャニングにより
35k-Da C末断片の生成に必要な責任アミノ酸
を同定した. 
 
(3) N 末に FLAG タグ, C 末に V5 タグを有す
る TDP-43 全長, 35-kDa 蛋白導入細胞株に, 
プロテアソーム阻害剤の非投与下 / 投与下
条件における封入体形成について比較検討
した. 
 
４．研究成果 
(1) スタウロスポリンでアポトーシスを誘
導するとヘテロ(+/－)MEF では 35-kDa, 
25-kDa C末断片はいずれもより産生の亢進を
認めた. 一方, 我々はアポトーシスを誘導
す る 前 の caspase-3(+/-) MEF お よ び
caspase-3 (-/-) MEF もまた, ある一定の濃
さの 35-kDa, 25-kDa バンドを産生している
ことを発見した. さらにこれを高解像度の
ゲル解析でみてみると, 35-kDaの正常状態に
おいて認められるバンドは, アポトーシス
の条件下で caspaseにより切断されて産生さ
れてくるバンドよりもわずかに高い分子量
を有していた. すなわち35-kDaのバンドは2

つの異なるバンド, 非アポトーシス条件下
でみられるバンド(＊)とアポトーシス条件
下で誘導されてくるバンド(#)からなってい
た. 細胞抽出物の抗 V5 抗体ブロットでは, 
TDP-43遺伝子内に2か所あるcaspase-3切断
コンセンサス部位の D(アスパラギン酸)を
A(アラニン)に置換した DETA89 変異遺伝子を
導入した HeLa 細胞株においても, 野生型
TDP-43 遺伝子を導入したコントロールに比
べて, C末断片(p35)の優位な減少は認められ
なかった. これらの結果から, caspase 非依
存性のアイソフォームが存在することを明
らかにした. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 次に TDP-43 内の 10アミノ酸ずつ欠如さ
せた各種コンストラクトの中で 80-89 位ア
ミノ酸欠損型と 85-89 位アミノ酸欠損型で
p35iso が産生されなかった. さらにアミノ
酸 85-88位について行ったアラニンスキャニ
ングにより 85位のメチオニンが 35-kDa アイ
ソフォームの産生に重要な働きを果たして
いることがわかった. この Met85 はイン・フ
レームのメチオニンであり, 脊椎動物の種
間でよく保存されたコザック・コンセンサス
配列(AAAATGG)に認められた. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
我々はオリジナルの-1 位～-30 位の 5’非翻
訳領域を含んだヌクレオチドをもつ TDP-43 
cDNA を作成し, in vitro での転写/翻訳実験
も行ってみたところ, 全長 TDP-43 タンパク
に加え, p35 産物もしっかりと発現している



ことが確認された. そしてこの系において
もアミノ酸 80-89位を欠損したコンストラク
トでは 35-kDa アイソフォームの産生は認め
られなかった (図掲載省略). 以上の結果か
ら, 新規 p35アイソフォームは内部にある下
流開始コドンからの翻訳により産生される
ことが示された. 
 
(3) 以前の報告から, TDP-43断片はプロテア
ソーム阻害剤 MG132を加えると凝集を引き起
こすので, ユビキチン・プロテアソーム系に
よ り 分 解 さ れ る と 推 測 さ れ て い た 
(Rutherford et al, PLoS Genet, 2008). そ
こで我々は, MG132 処理をした全長 TDP-43, 
p35 各々の発現細胞株における封入体につい
て検討した. 免疫細胞化学の結果から, 
MG132を加えたときに抗V5抗体陽性封入体の
頻度は p35 導入株においては 55.5%へ増加し
ていたが, 全長 TDP-43 導入株では 4.5%と増
加を認めなかった. 一方, 抗 FLAG 陽性封入
体の出現頻度に関しては, MG132 投与後も全
長 TDP-43 導入株で 3.1%, p35 導入株で 23.8%
と MG132非投与時と比べて差は認められなか
った. これは, プロテアソーム機能が阻害
されたときに, p35 が切断されてから細胞質
内に凝集している可能性を示唆するもので
あった. p35 はこのように正常状態における
封入体(IBNC)とプロテアソーム阻害条件下
における封入体(IBPI)と異なる 2つの凝集形
態をとっていると考えられた.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
その後 G3BP, PABP, HuR や DCP1a マーカーを
用いた免疫細胞染色による検討を加えた結
果, 前者 IBNC が stress granule, 後者 IBPI
が aggresome であることも明らかにした. 
加えて stress granule 誘導体として知られ
ている酸化砒素で処理した HeLa 細胞株にお
いては, 内在性 TDP-43 が stress granule に

取り込まれているという現象も確認された. 
一方, 翻訳タンパク伸長の阻害剤である
Emetine がポリソームを安定化し, stress 
granule 形成を抑制することが知られていた
た め  (Kedersha, J Cell Biol, 2000), 
Emetineを用いてp35発現HeLa細胞株におい
ての IBNCを有する細胞数を比較したところ, 
Emetine(-)では 26.3%認められたのに対し, 
Emetine(+)では 4.3％と有意な低下を示した 
(p<0.01). 以上の結果から IBNC が stress 
granule であるという事実は強く証明され
た. 
以上の結果から,TDP-43 が細胞質において, 
stress granule 形成を介しての RNA品質管理
を担っている可能性が示唆された. 遺伝
的・環境的要因による影響でこの stress 
granule の RNA 調節機構が破綻したり, プロ
テアソーム阻害やさらなる断片化によって
aggresome が形成されることにより, 細胞毒
性が蓄積し ALSにおける神経細胞死につなが
っていく, という病態機序が本研究からは
推測された. 
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