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研究成果の概要（和文）：

我々は，ALSの病態機序としてTDP-43の核から喪失により，核内小体構成蛋白であるSMN
の減少が生じ，その結果として生じる核内小体の機能異常が運動神経細胞死に関与してい

る，との仮説をたて，これを検証することを目標とした．そのため，TDP-43の喪失による、

培養細胞系，及び患者組織における核内小体の形態について検討した．培養細胞系および

患者剖検組織における生化学的解析として，特にTDP-43の減少が核内小体の数に与える影

響を検討した．TDP-43を減少させる方 法としてはRNAiの手法を用い，培養細胞系にて検

討を行った．核内小体のマーカーとして，核内小体であるCajal小体のマーカーとしてcoilin，
SMN小体のマーカーとしてSMN，Gem小体のマーカーとしてGeminを対象とし，免疫組織

化学法にて解析を加え，これらの数が減少することを確認した．さらに TDP-43変異を有す

るFALS，さらにSALS患者の残存神経細胞において，同様に核内小体(Cajal小体，SMN小体，

Gem小体)の検討を行い，Cajal小体 SMN小体，Gem小体が減少していることを見いだした．

またGem小体の減少はUsnRNAの減少をきたすことが知られているので，これを検討した．

その結果ALS患者での罹患組織ではU12 snRNAの減少を認めた．このことからU11/12の成熟

障害を示した．

研究成果の概要（英文）：
Disappearance of TAR-DNA binding protein 43 kDa (TDP-43) from the nucleus 
contributes to the pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis (ALS), but the nuclear 
function of TDP-43 is not yet fully understood. TDP-43 associates with nuclear bodies 
including Gemini of coiled bodies (GEMs). GEMs contribute to the biogenesis of 
uridine-rich small nuclear RNA (U snRNA), a component of splicing machinery. The 
number of GEMs and a subset of U snRNAs decrease in spinal muscular atrophy, a 
lower motor neuron disease, suggesting that alteration of U snRNAs may also underlie 
the molecular pathogenesis of ALS. We investigated the number of GEMs and 
U11/12-type small nuclear ribonucleoproteins (snRNP) by immunohistochemistry and 
the level of U snRNAs using real-time quantitative RT-PCR in ALS tissues. GEMs 
decreased in both TDP-43-depleted HeLa cells and spinal motor neurons in ALS 
patients. Levels of several U snRNAs decreased in TDP-43-depleted SH-SY5Y and 
U87MG cells. The level of U12 snRNA was decreased in tissues affected by ALS  but 
not in tissues unaffected by ALS. These findings suggest that loss of TDP-43 function 
decreases the number of GEMs, which is followed by a disturbance of pre-mRNA 
splicing by the U11/U12 spliceosome in tissues affected by ALS. 
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１．研究開始当初の背景

筋萎縮性側索硬化症（ALS）の病態機序は

不明であり，有効な治療方法も開発されてい

ない．有病率は約 2．5 万人に 1 人であるが，

壮年期に好発する最も代表的な神経難病であ

り、治療方法の開発が望まれている疾患であ

る．ALS の多くは孤発性 ALS (SALS) である

が，約 1 割弱は家族性 ALS (FALS) である．

FALS の中では Cu/Zn superoxide disumutase 1 
(SOD1) の変異による ALS1 の頻度が高い．こ

のためこれまで ALS 研究は変異 SOD1 によ

る病態メカニズムの解明を中心として進めら

れてきた．しかし ALS1 の病理ではブニナ小

体や skein-like inclusion という SALS に特徴的

な病理所見を伴わない．この事から SALS の

発症メカニズムは ALS1 と異なる可能性が指

摘されていた (Tan et al． Acta Neuropathol．
2004 108:332-6．)．我々は FALS の中で，SOD1
変異を持たず，SALS と臨床的にも神経病理

所見（ブニナ小体や skein-like inclusionの存在）

も全く同一である優性遺伝性を示す家系を見

いだし報告してきた（Tagawa et al． Acta 
Neuropathol． 2007 113:205-11)。この家系の病

態機序は SALS に極めて類似していると推察

され，本家系の原因遺伝子同定は SALS の病

因解明に向け重要な一歩となると考えた．

2006 年秋，SALS に認められるユビキチン

陽性 skein-like inclusion の構成蛋白が TAR 
DNA binding protein-43 (TDP-43)であることが

報告された (Neumann et al． Science． 2006 
314:130-3．)．この知見は，申請者の施設を含

め多くの報告にて確認された．しかし、

TDP-43 の蓄積は前頭側頭葉変性症（FTLD）

等，複数の神経変性疾患でも認められた．ま

た家族性 FTLD では原因遺伝子として

progranulin や valosin-containing protein が同定

されており，これらの家系での TDP-43 の蓄

積は二次的なものと考えられた．この事から

SALS における TDP-43 の蓄積も，本症の原因

ではなく，結果であるとする見解もあった

（Zhang et al．J Neurosci．2007 27:10530-4）．

我々は ALS1 では TDP-43 陽性 skein-like 
inclusion を認めないことを見いだし，TDP-43
の蓄積が運動神経細胞死による二次的産物で

はなく，SALS の病態機序に直接関わってい

る可能性を報告した．さらに，先に報告した

SALSと同一の病理所見を示すFALS症例にて

TDP-43 陽性 skein-like inclusion を見いだし，

本症例がTDP-43の蓄積からもSALSと同様で

あることを示した(Tan et al． Acta Neuropathol．
2007 113:535-42．)．家族性神経変性疾患にお

ける細胞内封入体の構成タンパク質が，その

疾患の原因遺伝子であることは，パーキンソ

ン病における α-synuclein 遺伝子など，枚挙に

暇がない．そこで申請者は，この TDP-43 陽
性 skein-like inclusionを認める FALSにおいて

も，TDP-43 遺伝子変異が原因となっている可

能性を考え，遺伝子解析を実施した．その結

果，この FALS 家系の発症者 3 名において，

TDP-43 遺伝子内にミスセンス変異 (Q343R) 
を見いだした(Yokoseki et al． Ann Neurol．
2008;63:538-542)．患者脊髄を用いたウェスタ

ンブロットにおいて、断片型，および高分子

TDP-43 を不溶性分画に見いだした．これらの

事から，本変異がこの家系の ALS 発症に寄

与している可能性が強く示唆された．時期を

同じくして複数のグループから TDP-43 変異

を伴う FALS，SALS が報告された(Gitcho et al．
Ann Neurol．2008;63:535-538，Sreedharan et al．
Science．2008 319:1668-72，Kobashi et al．Nat 
Genet． 2008 40:572-4， Deerlin et al． Lancet 
Neurol． 7:409-16)．これらにより、TDP-43
がALSにおいて一次的な役割を果たしている

ことが示された．



２．研究の目的

TDP-43 研究から判明した ALS の新たな病

理所見として，TDP-43 の核の染色性の消失が

ある．この事実から，申請者は SALS および

TDP-43 変異を伴う FALS において“TDP-43
の核内移行の障害による TDP-43 の核内での

生理機能の消失”が重要であると考え，本申

請では， TDP-43 の核内移行障害機序，およ

び TDP-43 の生理機能の消失と神経細胞死と

の関係について検討する．特に，TDP-43 が核

から喪失することにより，核内小体構成蛋白

である SMN が減少を引き起こす．その結果と

して生じる核内小体の機能異常が運動神経細

胞死に関与している，との仮説を検証する

３．研究の方法

TDP-43 の喪失による培養細胞系，モデルマ

ウスにおける核内小体の形態と ncRNA の変

化，および患者組織における核内小体の形態

と ncRNA の変化 について検討した．

① モデルマウスの作成とその解析 共同

研究者の阿部らは独自に開発した C57BL/6 の

ES細胞RENKA（Neurosciece Research 58(2007) 
105-112）を用いてマウス TDP-43 の exon 3 を

ターゲッティングした TDP-43(ex3) ノックア

ウトマウスを C57BL/6 系統マウスで作成し，

ホモマウスを得た．また他に exon 3 の両側に

loxP 配列を挿入しコンディショナル ターゲ

ッティングが可能な TDP-43 floxed マウス

TDP-43(ex3)-flox も作成した．さらに独自に見

いだした Q343R 変異を有する変異型 TDP-43
ノックインマウス TDP43(Q343R)も作成しホ

モマウス個体を得た． 

最初に TDP-43の loss of functionが運動神経

細胞死をもたらすという仮説を証明するため，

TDP-43(ex3)ノックアウトホモマウスでの解

析を行った．さらに，TDP-43 floxed マウス

TDP-43(ex3)-flox を用い，細胞特異的，時期

特異的な TDP-43 のターゲッティングを試み

た． 

② 培養細胞系および患者剖検組織におけ

る生化学的解析

TDP-43 と核内小体および核内小体に局在

する snRNP を中心に検討した．特に TDP-43
の減少がこれらの蛋白質の挙動に与える影響

を検討する．TDP-43 を減少させる方法として

は RNAi の手法を用いた．

TDP-43 の減少による核内小体機能を検討

するために，まず核内小体（Cajal 小体，SMN
小体，Gem 小体）の状態を検討した．方法は

共焦点レーザー顕微鏡を用いた．検討する核

内小体構成蛋白質としては，Cajal 小体のマー

カーとして coilin，SMN 小体のマーカーとし

て SMN，Gem 小体のマーカーとして Gemin
を対象とした．

一方 SMN complex の構成蛋白である Gemin 
2-8，unrip について western blotting 法にて量的

検討を行った．SMA 患者では SMN 蛋白質

（SMN）の減少量に依存して、これらの蛋白

質，特に Gemin 2，8 が減少することが知られ

ており，TDP-43 の減少による SMN の減少に

より同様の変化が認められるか検討した

（Zhang et al． Cell 133， 585-600， 2008）．
また核内小体の機能不全により引き起こされ

ると考えられる snRNA の変動について、定量

PCR 法を用い，量的解析を加えた．snRNA の

量的減少は SMA にて既に指摘されており，本

症でも同一の機序で生じている可能性が十分

に想定される（Zhang et al．Cell 133， 585-600，
2008）．対象として U1-U6， U11， U12 等の

snRNA を対象とした．

③患者組織およびモデルマウスにおける核

内小体の病理学的解析

TDP-43 変異を有する FALS，さらに SALS
患者において，核内小体（Cajal 小体，SMN
小体，Gem 小体）の検討を行った．さらに共

焦点レーザー顕微鏡による 3D 再構築画像を

得て， Cajal 小体の数，大きさ，構成蛋白質

について検討を加えた．他の運動神経を冒す

疾患，具体的には SOD1 変異を伴う FALS，球

脊髄性筋萎縮症，マシャド・ジョセフ病に関

して同様の解析を行い，これらの変化を比較

検討する

2）核内小体機能不全によるスプライシング

異常の検討

核内小体の機能不全により引き起こされる

機能的異常の一つとして RNA のスプライシ

ング異常が引き起こされる可能性が考えられ

る．実際 SMA においては SMN の減少により

広汎なスプライシング異常が引き起こされて

いることが示されている（Zhang et al． Cell 
133， 585-600， 2008）．患者凍結脊髄，ノッ



クアウト細胞において exon array を用い，核

内小体の機能不全の結果として、スプライシ

ング異常の有無を PCR 法にて検討した．

４．研究成果

TDP-43 は核内で RNA の代謝，成熟にかか

わる核内小体である Cajal小体や Gems に局在

し，これらの機能に影響している可能性が考

えられている(Wang et al． Proc Natl Acad Sci 
USA． 2002 99:13583-8)．我々はまず TDP-43
の減少が他の核内小体構成蛋白に与える影響

について，ヒト神経，グリア由来細胞，およ

び Hela 細胞にて siRNA を用いて TDP-43 をノ

ックダウンし，核内小体の構成蛋白質である

coilin ， survival motor neuron (SMN) ，

gemin2-8，unrip の蛋白量の検討を行った．そ

の結果 SMN が約半量に減少することを見い

だした(図 1)．

SMN は劣性の遺伝性運動神経疾患である

脊髄性筋萎縮症（SMA）の原因遺伝子 survival 
motor neuron （SMN）の産物である．この結

果は 2 つの運動神経疾患の原因遺伝子が相互

に関連する事を示し，運動神経細胞死に共通

の分子基盤を示す物である．

SMN の減少は，核内小体である Cajal 小体

や Gems の数の減少を引き起こすことが知ら

れている．そこで TDP-43 減少細胞において，

培養細胞，およびヒト脊髄前角細胞にて Cajal
小体，Gems の数を検討し，その減少の有無を

検討した． Hela 細胞では， TDP-43 のノック

ダウンにより Cajal 小体の減少を認めるた．さ

らに SALS および TDP-43 変異を有する FALS
の脊髄前角細胞では Cajal 小体の数が有意に

減 少 し て い る こ と を 見

いだした（図 4）．

モデルマウスについてはTDP-43のexon 3を
ターゲッティングしたTDP-43(ex3) ノックア

ウトマウスのホモマウスについて解析し，同

マウスが胎生致死であることを明らかにした．

さらにexon 3の両側にloxP配列を挿入しコン

ディショナルターゲッティングが可能なマ

ウスを作成しNestin-Creマウスとの交配にて

試み，背髄前角細胞，プルキンエ細胞での

TDP-43のノックアウトを確認した．

培養細胞系および患者剖検組織における生

化学的解析として，特にTDP-43の減少が核内

小体の数に与える影響を検討した．TDP-43を
減少させる方 法としてはRNAiの手法を用い，

培養細胞系にて検討を行った．核内小体のマ

ーカーとして，核内小体であるCajal小体のマ

ーカーとしてcoilin，SMN小体のマーカーとし

てSMN，Gem小体のマーカーとしてGeminを
対象とし，免疫組織化学法にて解析を加え，

これらの数が減少することを確認した．さら

に TDP-43変異を有するFALS，さらにSALS
患者の残存神経細胞において，同様に核内小

体(Cajal小体，SMN小体，Gem小体)の検討を

行い，Cajal小体 SMN小体，Gem小体が減少

していることを見いだした．これらにより

snRNAの成熟障害を示した．
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