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研究成果の概要（和文）：【目的・方法】TDP-43 は N 末端側 RNA 結合ドメインと C 末端側タンパク
結合 ド メ イ ン を 有す る 核 タ ン パ ク あ る 。 Amyotrophic lateral sclerosis(ALS)/Frontotemporal 
dementia(FTD)脳では、TDP-43 が異常リン酸化・ユビキチン化・C 末端切断の修飾を受け細胞質へ移
行し、封入体を形成している(TDP-43 proteinopathy)。しかし TDP-43 の生理的な機能は明らかでない。
最近 Freibaum らは免疫沈降と質量分析により、ヒト TDP-43 結合タンパク数百種類を同定した(J 
Proteome Res 9: 1104-20, 2010)。Sephtonらは次世代シークエンサーを用いたRIP-seq解析により、ラッ
トTDP-43結合RNA(標的遺伝子候補)数千種類を同定した(J Biol Chem 286: 1204-1215, 2011)。本研
究ではこれらの網羅的解析データを KeyMolnet(KM), Ingenuity Pathway Analysis(IPA), KEGG, 
DAVID に入力、TDP-43 標的遺伝子と結合タンパクの分子ネットワークの生物学的意味付けを行った。
【結果】ラット TDP-43 標的遺伝子 (n = 4163)の分子ネットワークは、 axon guidance, RNA 
post-transcriptional modification, transcriptional regulation by p53 と、ヒト TDP-43 結合タンパク(n = 
227)の分子ネットワークは、ribosome, spliceosome, protein synthesis, spliceosome assembly と密接に関
連していた。ラット遺伝子 IDをヒト遺伝子 IDに変換し、ヒト TDP-43標的遺伝子(n = 4063)と結合タンパ
ク(n = 227)を統合した包括的分子ネットワークを解析すると、ribosome, axon guidance, spliceosome, 
RNA-binding, RNA post-transcriptional modification, transcriptional regulation by p53 との関連性を認
めた。【結論】TDP-43 は核では spliceosome(RNA splicing, mRNA processing)と細胞質では
ribosome(protein synthesis)と密接にリンクし、神経細胞機能維持を制御していると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：TAR DNA-binding protein-43 (TDP-43) is an evolutionarily conserved 
nuclear protein that regulates gene expression by forming a multimolecular complex with a wide variety 
of target RNAs and interacting proteins. Abnormally phosphorylated, ubiquitinated, and aggregated 
TDP-43 proteins constitute a principal component of neuronal and glial cytoplasmic and nuclear 
inclusions in the brains of patients with amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal lobar 
degeneration (FTLD), establishing a novel clinical entity designated TDP-43 proteinopathy. Although 
increasing evidence suggests that the neurodegenerative process underlying ALS and FTLD is 
attributable to a toxic gain of function or a loss of cellular function of TDP-43, the precise molecular 
mechanisms remain largely unknown. Recent advances in systems biology enable us to characterize the 
global molecular network extracted from large-scale data of the genome, transcriptome, and proteome 
with the pathway analysis tools of bioinformatics endowed with a comprehensive knowledge base. The 
present study was conducted to characterize the comprehensive molecular network of TDP-43 target 
RNAs and interacting proteins, recently identified by deep sequencing with next-generation sequencers 
and mass spectrometric analysis. Our results propose the systems biological view that TDP-43 serves as 
a molecular coordinator of the RNA-dependent regulation of gene transcription and translation pivotal 
for performing diverse neuronal functions and that the disruption of TDP-43-mediated molecular 
coordination induces neurodegeneration in ALS and FTLD. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：脳神経科学	
 神経解剖学・神経病理学 
キーワード：TDP-43・標的遺伝子・結合タンパク質・分子ネットワーク・筋萎縮性側索硬化症・
神経細胞死・次世代シークエンサー・バイオインフォマティクス 
 
１．研究開始当初の背景 
TAR DNA-binding protein-43(TDP-43)は、第 1
染色体 1p36.22上の TARDBP遺伝子でコード
される 43-kDa タンパク質で、ヒトから線虫
まで保存され、様々な細胞の核内で構成的に

発現している。TDP-43 は標的遺伝子 DNA, 
RNAの TG/UG repeats, 3’UTRに結合し、スプ
ライシングや mRNA安定化の制御、マイクロ
RNA の発現制御を行っている(Wang et al. 
Trends Mol Med 14:479-85, 2008)。現在までに
同定された標的遺伝子は、CFTR, Apo AII, 
SP-10, NFLだけである。NFL以外は発現分布
が神経細胞特異的ではない。TDP-43 は N 末
端側に RNA認識モチーフ RRM1, RRM2が存
在し、C 末端側にグリシンリッチドメインが
存在する。RRM1は CFTR exon 9, Apo AII exon 
3 の TG repeats を認識し、 C 末端は

heterogeneous ribonucleoproteinsと結合する。 
  近年、神経難病であるユビキチン陽性封入
体を伴う前頭側頭葉変性症 (frontotemporal 
lobar degeneration with ubiquitin-positive 
inclusions; FTLD-U)および筋萎縮性側索硬化
症(amyotrophic lateral sclerosis; ALS)の神経細
胞封入体における TDP-43 の異常蓄積が発見
され(Arai et al. BBRC 351:602-11, 2006)、新し
い疾患概念 TDP-43 proteinopathy(TDP-43蓄積
神経変性症)が提唱された。ALSや FTLD-Uの
罹患脳では、TDP-43 はリン酸化・ポリユビ
キチン化・カスパーゼ切断等の翻訳後修飾を

受け、不溶性凝集性 C末端タンパクが細胞質
へ移行し、封入体に蓄積している(Hasegawa et 
al. Ann Neurol 64:60-70, 2008)。現在まで国内
外の研究を通じて、TDP-43 の生理機能・標
的遺伝子・結合タンパク・凝集機構・神経変

性機序に関しては十分解明されていない。 
 
２．研究の目的 
研究代表者佐藤は、過去 20 年間以上、神経

難病発症機構の基礎的研究に従事して来た。

その経験と実績に立脚し、「TDP-43結合タン
パクネットワークの破綻が凝集を促進し、神

経細胞死を誘導する」との独自の作業仮説を

考案し、TDP-43 標的遺伝子と結合タンパク
を網羅的に解析して、再構築系を用いて神経

細胞分化や細胞死における役割と封入体形

成のメカニズムを解明する研究を着想した。

本研究では 3 年間で、(1)神経細胞特異的
TDP-43 標的遺伝子(TDP-43TG)の網羅的解析、
(2)TDP-43 結合タンパク(TDP-43BP)の網羅的
解析、(3)TDP-43 標的遺伝子と結合タンパク
の統合的分子ネットワークの解明、(4)TDP-43
分子ネッワークの神経細胞死における生物

学的意義の解明を目的とした。 
 

３．研究の方法 
最近 Freibaum らは免疫沈降と質量分析によ
り、ヒト TDP-43 結合タンパク数百種類を同
定した (J Proteome Res 9: 1104-20, 2010)。
Sephton らは次世代シークエンサー (next 
generation sequencer; NGS) に よ る RNA 
immunoprecipitation followed by deep 
sequencing (RIP-seq)解析により、TDP-43の標
的遺伝子候補であるラット TDP-43結合 RNA
を数千種類同定した (J Biol Chem 286: 
1204-1215, 2011)。本研究ではこれらの網羅的
解 析 デ ー タ を KeyMolnet(KM), Ingenuity 
Pathway Analysis(IPA), KEGG, DAVIDに入力、
TDP-43 標的遺伝子と結合タンパクの包括的
分子ネットワークの生物学的意味付けを行

った。 
 
	
 

４．研究成果	
 

ラット TDP-43標的遺伝子(n = 4163)の分子ネ
ッ ト ワ ー ク は 、 axon guidance, RNA 
post-transcriptional modification, transcriptional 



regulation by p53と、ヒト TDP-43結合タンパ
ク(n = 227)の分子ネットワークは、ribosome, 
spliceosome, protein synthesis, spliceosome 
assemblyと密接に関連していた。ラット遺伝
子 IDをヒト遺伝子 IDに変換し、ヒト TDP-43
標的遺伝子 (n = 4063)と結合タンパク (n = 
227)を統合した包括的分子ネットワークを解
析 す る と 、 ribosome, axon guidance, 
spliceosome, RNA-binding, RNA 
post-transcriptional modification, transcriptional 
regulation by p53との関連性を認めた。 
	
 	
 TDP-43 は核では RNA splicing, mRNA 
processing機能を有する spliceosomeと細胞質
では protein synthesis機能を遂行する ribosome
と密接にリンクし、神経細胞の全般的な機能

維持に関する遺伝子・タンパク質発現を制御

していると考えられる。ALSの約 10%では家
族性に発症し、Cu/Zn superoxide dismutase 
(SOD1), TAR DNA-binding protein (TDP-43), 
fused in sarcoma (FUS), optineurin (OPTN), 
ubiquilin 2 (UBQLN2), chromosome 9 open 
readig frame 72 (C9orf72)などの遺伝子変異に
起因する。最近、欧州では C9orf72 non-coding 
region の 6 塩基リピート GGGGCC の異常伸
長(500-1600 コピー)を認める症例が、familial 
ALS/FTD の 30%以上を占めていることが判
明した (Lancet Neurol 11: 323-330, 2012)。
C9orf72 変異に起因する ALS/FTD の脳でも
TDP-43 が蓄積する。しかしながら現在まで
国内外の研究を通じて、C9orf72 の生理学的
機能、特にヒト中枢神経系における分布、細

胞内局在、発現制御、結合タンパク質、標的

遺伝子は解明されていない。現在 TDP-43 と
C9orf72 の分子間相互作用に注目して、ALS
脳組織や培養運動ニューロンを用いて解析

を進めている(Satoh J et al. Dystrophic neurites 
express C9orf72 in Alzheimer’s disease brains. 
Alzheimers Res Ther 4: e33, 2012)。以上の研究
成果は、Satoh J. Molecular network analysis of 
target RNAs and interacting proteins of TDP-43, 
a causative gene for neurodegenerative diseases 
ALS/FTLD. In Technological Advancements in 
Biomedicine for Healthcare Applications, ed by 
Wu J. IGI Global, Hershey, Pennsylvania, USA, 
pp. 314-335, 2012に掲載された。 
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