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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症Amyotrophic lateral sclerosis(ALS)は、運動神経細胞のみが選
択的に変性・脱落する神経変性疾患である。研究代表者は、これまでALS患者の運動神経細胞を含む脊髄などに
おいて、Transactive response DNA-binding protein-43 kDa(TDP-43)の発現が上昇していることに着目し、
TDP-43発現上昇が神経細胞に与える影響を検討してきた。本研究では、TDP-43により通常核内に局在するRNA結
合タンパク質が細胞質に異所局在することを見出し、さらにそのメカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an incurable motor neurodegenerative 
disease caused by the death of both upper and lower motor neurons. We have focused on findings that 
in ALS patients, the expression of Transactive response DNA-binding protein 43 kDa (TDP-43) is 
up-regulated in the spinal cord containing motor neurons. Previous study has investigated the impact
 of increased TDP-43 expression on neuronal cells. In this study, we found that TDP-43 causes 
RNA-binding proteins, which are normally localized in the nucleus, to be mislocalized to the 
cytoplasm. Furthermore, we elucidated the mechanism underlying mislocalization of RNA-binding 
proteins.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経変性疾患　筋萎縮性側索硬化症　TDP-43
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSを含む運動神経変性疾患の発症機序は十分解明されておらず、また根本的治療法は未だ確立されていない。
ALSの患者数は比較的少数ではあるが、病気のもたらす悲惨さやマイナス面が広く社会的に認知されており、ALS
に対する有効な治療法発見のもたらす高齢化社会への影響は大きく、その意義は測りしれないものがある。本研
究の成果を基に、将来より有効な薬物が臨床的に実用化され、神経科学領域での学問的な発展に寄与するのみな
らず、多くのALS患者を救うことで、高齢化社会を迎えた我が国の医療進歩に貢献することと考えられる。

※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 
 TAR DNA-binding protein-43 kDa (TDP-43)は、ほとんどの ALS に出現する細胞内ユビキチン
陽性封入体の主要構成成分として同定された。さらに、孤発性・家族性の両 ALS 患者家系におい
て、TDP-43 遺伝子(TARDBP)に変異が認められていることから、TDP-43 が ALS の発症や進行に密
接に関与していることが示唆されている。TDP-43 は主に核内に局在する DNA/RNA 結合タンパク
質であり、RNA スプライシング・転写・RNA 輸送など様々な RNA 代謝に関与することが明らかに
なりつつあるが、具体的な生理機能や TDP-43 を主要構成成分とするユビキチン陽性封入体の病
態的意義、さらに TARDBP 変異による神経変性メカニズムは十分に明らかになっていない。 
 一方、TDP-43 が ALS の原因因子の一つとして同定された後、注目すべき ALS 病態所見として、
運動神経細胞を含む脊髄などで、TARDBP 変異の有無に関わらず、ALS 患者では TDP-43 の発現が
亢進していることが複数報告された。我々もまた TDP-43 の発現上昇が運動神経細胞死を誘導す
ることを細胞レベルで見出し、他のグループからも、TDP-43 transgenic 動物が ALS 様症状を示
すことが報告されている。このため、TDP-43 の発現亢進が ALS 発症の引き金になる可能性が考
えられるが、ALS における TDP-43 の発現亢進による神経毒性メカニズムの詳細は未だ不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
 今回我々は、通常核内に局在する RNA 結合タンパク質が、TDP-43 の発現上昇により細胞質に
異所局在することを見出し、TDP-43 による RNA 結合タンパク質の核内における機能喪失あるい
は細胞質における毒性機能獲得が TDP-43 の発現上昇による神経細胞死誘導に寄与する可能性を
見出した。本研究では、そのメカニズムの詳細を明らかにし、TDP-43 が関連する ALS 発症メカ
ニズムの更なる理解と新規創薬標的の同定に基づく根本的治療薬を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 TDP-43 により RNA 結合タンパク質の発現が核あるいは細胞質においてどのように変動するの
かを検討するため、HeLa 細胞に組換えアデノウイルスベクターを用いて TDP-43 を高発現させ、
48 時間後細胞を回収し、核画分及び細胞質画分に分画後、ウェスタンブロッティングにより各
RNA 結合タンパク質を検出した。さらに、TDP-43 により発現が変動する分子をタンパク質レベル
で網羅的に同定するため、TDP-43 を発現させた細胞を同様に分画後、全てのタンパク質を定量
的に同定可能な定量的プロテオーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
 以下のことが明らかになった。 
(1) TDP-43 は複数の RNA 結合タンパク質の細胞質における発現を上昇させる 
 HeLa 細胞に組換えアデノウイルスベクターを用いて TDP-43 を発現させ、48 時間後細胞を回
収し、核画分と細胞質画分に分画した。その後、各画分における RNA 結合タンパク質をウェスタ
ンブロッティングにより検出した。その結果、TDP-43 はこれまで ALS の病態に関与が指摘され
ている複数のRNA結合タンパク質の細胞質における発現をTDP-43の発現量依存的に上昇させた。 
 
(2) TDP-43 による RNA 結合タンパク質の細胞質における発現上昇には、TDP-43 の核内局在及び

RNA 結合能が必要である 
TDP-43 による各 RNA 結合タンパク質の細胞質における発現上昇に、TDP-43 のどの機能が関与

するのかを明らかにするため、TDP-43 の変異体を用いた検討を行った。TDP-43 は N末端に核移
行シグナルを有し、この核移行シグナルを介して主に核内に局在する。核移行シグナルを欠失し、
主に細胞質に局在するようにした TDP-43 が RNA 結合タンパク質の細胞質における発現上昇を引
き起こすのか検討した。その結果、核移行シグナルを欠失した TDP-43 による RNA 結合タンパク
質の発現上昇は認められなかった。このことから、TDP-43 による RNA 結合タンパク質の細胞質
における発現上昇には、TDP-43 の核内局在が重要であることが明らかとなった。 
また、TDP-43 は２箇所の RNA recognition motif (RRM)を有し、この領域を介して RNA に結

合し、さまざまな RNA 代謝に関与する。TDP-43 による RNA 結合タンパク質の細胞質における発
現上昇に TDP-43 の RNA 結合が重要であるのかを検討するため、１つの RRMを欠失した TDP-43 を
用いた検討を行った。その結果、RNA 結合能を欠損した TDP-43 は RNA 結合タンパク質の発現を
上昇させなかった。この結果から、TDP-43 による RNA 結合タンパク質の細胞質における発現上
昇には、TDP-43 の RNA 結合能が重要であることが明らかとなり、未同定の RNA を介して RNA 結
合タンパク質の発現上昇が生じていることが示唆された。 
さらに、核移行シグナルまたは RRMを欠失した TDP-43 は、TDP-43 による RNA 結合タンパク質

の発現上昇作用を抑制したことから、これらの変異体は、機能喪失のみならず、優性抑制変異体
として機能することが明らかになった。 
 



(3) Exportin-1 阻害剤は TDP-43 による RNA 結合タンパク質の細胞質における発現上昇を抑制す
る 

TDP-43 による細胞質での RNA 結合タンパク質の発現上昇が、核内 RNA 結合タンパク質の細胞
質への輸送促進によるものなのかを鑑別するため、タンパク質核外輸送因子 Exportin-1の阻害
剤を用いた検討を行った。その結果、Exportin-1 阻害剤 Leptomycin B は、TDP-43 による RNA 結
合タンパク質の細胞質における発現上昇を抑制した。このことから、TDP-43 による RNA 結合タ
ンパク質の細胞質における発現上昇には、少なくとも一部は核内 RNA 結合タンパク質の細胞質
への輸送促進が関与していることが明らかになった。 
 

(4) TDP-43 による核外輸送促進には長鎖 RNA によりコードされたタンパク質をより標的とする 
TDP-43 による RNA 結合タンパク質の細胞質における発現上昇において、TDP-43 の標的となる

タンパク質を網羅的に探索するため、定量的プロテオーム解析を行った。HeLa 細胞に TDP-43 を
組換えアデノウイルスベクターを用いて発現させ、48 時間後細胞を回収し、核画分および細胞
質画分に分画し、それぞれの画分を定量的に全てのタンパク質を同定・定量するプロテオーム解
析を行った。その結果、TDP-43 により細胞質において発現上昇するタンパク質には、長い RNA に
よってコードされるタンパク質が有意に検出され、特に 4,000 塩基以上の RNA によってコード
されるタンパク質が TDP-43 の標的になりやすいことが明らかになった。 
 

(5) 考察 
 ALS において、運動神経細胞を含む脊髄等において、TDP-43 の発現が亢進しており、さらに in 
vitro・in vivo 両者の TDP-43高発現実験モデルにおいて、TDP-43 の発現上昇が神経毒性を示す
ことが明らかになっている。このため、TDP-43 の発現亢進が ALS 発症の引き金になる可能性が
考えられるが、TDP-43 の発現亢進による神経毒性メカニズムの詳細は未だ不明である。 
今回我々は、通常核内に局在する RNA 結合タンパク質が、TDP-43 の発現上昇により細胞質に

異所局在することを見出し、TDP-43 による RNA 結合タンパク質の核内における機能喪失あるい
は細胞質における毒性機能獲得が TDP-43 の発現上昇による神経細胞死誘導に寄与する可能性を
見出した。 
TDP-43 による RNA 結合タンパク質の細胞質での発現上昇には、TDP-43 の核内局在が必要であ

ること、さらに TDP-43 の RNA 結合能が重要であることが明らかになった。さらに、RNA やタン
パク質を核から細胞質に移行させる機能を有する Exportin-1 の阻害剤により、TDP-43 による
RNA 結合タンパク質の細胞質での発現上昇が抑制された。以上の結果をまとめると、TDP-43 は核
内において RNA に結合し、Exportin-1 による核外輸送を促進することによって特定のタンパク
質の発現を細胞質で上昇させることがメカニズムの一つとして考えられた。 
定量的プロテオーム解析を用いて、TDP-43 によって細胞質でその発現が上昇するタンパク質

を網羅的に同定した結果、TDP-43 は 4,000 塩基以上の RNA がコードするタンパク質をより標的
とすることが明らかとなった。 
以上の結果より、TDP-43 による細胞質での発現上昇には、TDP-43 に結合した長鎖 RNA が核か

ら細胞質に Exportin-1 依存性に移行することで、細胞質での発現が上昇するメカニズムが考え
られた。そして TDP-43 による神経毒性のメカニズムの一つとして、RNA 結合タンパク質の核内
における機能喪失あるいは細胞質における毒性機能獲得が寄与する可能性を見出した。今後は、
今回見出した TDP-43 による RNA 結合タンパク質の異所局在に関して、その作用発揮に TDP-43 の
RNA 結合が重要であることから、TDP-43 に結合する短鎖 RNA を同定し、短鎖 RNA の導入により
TDP-43 による神経毒性が緩和されるのか検討を進め、最終的に新たな ALS 治療薬となりうる核
酸医薬の開発を目指したい。 
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