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研究成果の概要（和文）： 
筋萎縮性側索硬化症(ALS)および前頭側頭葉変性症（FTLD）の神経細胞ではRNA結合核蛋白質であ
るTDP-43の細胞質への局在変化・異常沈着がみられる。我々はTDP-43が持つ神経突起へのmRNA
輸送機能がその沈着により障害され、特定のmRNAの神経突起での供給不足を通じてALS/FTLDを発
症するのではないかと考え、我々独自の大脳皮質神経細胞区画培養法を用いた解析によりTDP-43
が神経突起へ輸送する標的としてリボソーム蛋白質などの蛋白質翻訳機能関連mRNAを同定した。
これらの標的mRNAはTDP-43と結合して神経突起でTDP-43と共局在し、かつ両者は同部位で同じ動
きを示した。またこれらの標的mRNAはBDNFによる神経突起での局所蛋白質翻訳の刺激によりその
翻訳が上昇した。さらにこれら標的mRNAの神経突起での翻訳はTDP-43の発現低下に伴い減少し、
それにより同部位での全般的な蛋白質翻訳能の低下が起こって突起伸長が抑制された。これより
ALS/FTLDでは神経突起でのTDP-43の機能低下により局所蛋白質翻訳能の障害が起こり、このこと
が同疾患における神経変性発症の要因となっている可能性が示唆された。	 
	 
研究成果の概要（英文）： 
Altered	 localization	 and	 abnormal	 deposition	 of	 TDP-43,	 a	 nuclear	 RNA-binding	 protein,	 
into	 the	 cytoplasm	 of	 neurons	 are	 hallmarks	 of	 amyotrophic	 lateral	 sclerosis	 (ALS)	 and	 
frontotemporal	 lobar	 degeneration	 (FTLD).	 We	 hypothesized	 that	 deposition	 of	 TDP-43	 may	 
disturb	 the	 particular	 mRNA	 transport	 by	 the	 protein	 to	 neurites	 to	 develop	 ALS/FTLD,	 
and	 identified	 mRNA	 associated	 with	 protein	 translation	 including	 that	 of	 ribosomal	 
proteins	 as	 candidate	 targets	 transported	 to	 neurites	 by	 TDP-43	 using	 our	 compartment	 
culture	 system	 of	 cortical	 neurons.	 The	 target	 mRNA	 and	 TDP-43	 co-localized	 and	 showed	 
the	 same	 movement	 in	 neurites.	 Translation	 of	 the	 target	 mRNA	 was	 increased	 by	 stimulation	 
with	 a	 local	 protein	 translation	 stimulator,	 BDNF,	 in	 neurites.	 Moreover,	 translation	 
of	 the	 target	 mRNA	 in	 neurites	 was	 decreased	 by	 down-regulation	 of	 TDP-43	 expression,	 
which	 caused	 the	 decrease	 of	 overall	 protein	 translation	 at	 the	 site	 and	 the	 inhibition	 
of	 neurite	 outgrowth.	 It	 indicates	 that	 the	 failure	 of	 local	 protein	 translation	 may	 occur	 
by	 loss-of-function	 of	 TDP-43	 in	 neurites,	 which	 may	 be	 a	 factor	 of	 the	 neurodegeneration	 
in	 ALS/FTLD.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 筋萎縮性側索硬化症（ALS）およびユビキ
チン陽性封入体を伴う前頭側頭葉変性症
（FTLD-U）の神経細胞では RNA 結合蛋白質で
ある TAR	 DNA-binding	 protein	 43（TDP-43）
の核からの消失と細胞質への局在変化・異常
沈着がみられる。同様の病理変化を示す
ALS/FTLD-U 例の一部で TDP-43 遺伝子の変異
が報告されたこと、また VCP、ubiquilin	 2
といった他の ALS/FTLD-U 原因遺伝子変異例
でも TDP-43 陽性細胞質内封入体がみられる
ことより、神経細胞での局在変化・沈着に伴
う TDP-43 の何らかの機能異常が ALS/FTLD-U
における神経変性の重要な規定因子になっ
ていることが示唆される。	 
	 TDP-43 の生理的機能としては、核内での遺
伝子の転写や未成熟 mRNA の選択的スプライ
シング、核外への mRNA の輸送や細胞質での
翻訳の調節が推測されている。現在までに
TDP-43 により発現やスプライシングが制御
される標的 mRNA は数多く探索されているが、
このうち特定の mRNA に対する調節異常が
ALS/FTLD-U の発症に関与するのかは未だ明
らかになっていない。	 
 
２．研究の目的 
	 神経細胞は軸索・樹状突起といった神経突
起を持ちそれらが互いにシナプスを形成し
てネットワークを構築している。これら神経
突起やシナプスの形態・機能の維持にはそこ
への種々の物質輸送が不可欠であり、特に軸
索傷害後の再生や記憶・学習時のシナプスの
可塑的な変化に即時に対応するには、mRNA を
そこへ直接供給し局所で蛋白質合成（翻訳）
する必要がある。神経突起への mRNA の輸送
は特定の RNA結合蛋白質と複合体を形成して
行われるため、RNA 結合蛋白質が適切に機能
しないと標的 mRNA の供給ができず神経細胞
機能に障害が起こる。実際に脆弱 X 症候群、
脊髄性筋萎縮症といった神経疾患では、それ
ぞれ FMRP や SMN といった RNA 結合蛋白質の
減少によりその標的 mRNA の神経突起への輸
送が障害され発症することが知られている。	 
	 我々は、TDP-43 も同様に mRNA の神経突起
への輸送機能を持ち、ALS/FTLD-U では異常沈
着によりその機能が障害されて特定の mRNA
の神経突起での減少をきたして神経変性が
生じるのではないかと考え、TDP-43 が神経突
起へ輸送する標的 mRNA 候補の同定を行った。	 
 

３．研究の方法 
	 まず２層式ウェルプレートを用いたマウス
大脳皮質神経培養細胞からの純度の高い神経
突起分画の調製法を確立した。マウス胎児よ
り大脳皮質を取り出して細胞を分離し、底部
に小孔を持つチャンバーインサート上に播種
して培養、チャンバーインサート底部下面よ
り神経突起を回収してtotal	 RNAを精製した。
この神経細胞区画培養系で2種類の異なる
TDP-43	 shRNA配列を挿入したレンチウイルス
ベクターを用いてTDP-43の発現を抑制した上
で神経突起分画を回収し、対照と比較して2
種類のTDP-43発現低下神経突起分画の両者で
減少しているmRNAをマイクロアレイ解析によ
り同定し、TDP-43により神経突起へ輸送され
る標的mRNA候補とした。これらのmRNAの減少
につき、同分画を用いた定量的PCRにより再現
性を確認した。	 
	 これら標的mRNAがTDP-43と結合するかどう
かをマウス大脳組織を用いたRNA	 pull-down
法およびNeuro2a細胞を用いたRNA免疫沈降法
により確認した。次にマウス大脳皮質培養神
経突起における内在性の標的mRNAおよび
TDP-43の局在につき、それぞれin	 situ	 
hybridization法および免疫染色法により確
認した。さらにバクテリオファージコート蛋
白質であるMS2蛋白質とこれにより認識され
るMS2結合RNA配列を用いた生細胞での外来性
mRNA可視化システムにより培養神経突起にお
ける標的mRNAの挙動を観察するとともに、そ
の蛍光蛋白質融合TDP-43の局在・挙動との相
違を確認した。	 
	 またこれらの標的mRNAが神経突起で局所翻
訳されているかどうかを同分画の選択的な
BDNF刺激による蛋白質量の増加の有無により
解析した。さらにTDP-43による輸送の低下に
伴う標的mRNAの翻訳低下が神経突起での全般
的な蛋白質翻訳機能に影響するかどうかをみ
るため、蛋白質翻訳時にピューロマイシンを
取り込ませた神経突起分画を用いた抗ピュー
ロマイシン抗体でのウェスタンブロットを行
い、TDP-43発現低下の有無による同部位での
蛋白質翻訳能の差異を検出した。	 
	 
４．研究成果	 
	 前述のチャンバーインサートを用いて得ら
れたマウス大脳皮質神経細胞の神経突起分画
では、RT-PCRおよびウェスタンブロットによ
り種々の細胞骨格のmRNA、蛋白質はみられる
ものの核蛋白のmRNA、蛋白質は検出されず、



核成分の混入はみられないものと考えられた。
マイクロアレイ解析の結果TDP-43の発現低下
により神経突起で減少するmRNAとしてリボソ
ーム蛋白質mRNAを含む複数の蛋白質翻訳機能
関連遺伝子mRNAが同定された。定量的PCRによ
りこれらmRNAは神経突起分画では減少がみら
れたが細胞体分画では明らかな減少はなく、
転写レベルではなく輸送の障害による減少で
あることが示唆された。	 
	 RNA	 pull-down法およびRNA免疫沈降法の両
者によりこれら標的mRNAはTDP-43と結合する
ことが示された。in	 situ	 hybridization法に
より大脳皮質培養神経突起で標的mRNAは顆粒
状の分布を示し、その局在は免疫染色法によ
るTDP-43の分布とほぼ一致し、共局在してい
るものと考えられた。生細胞での神経突起内
標的mRNA・TDP-43可視化法によっても両者は
顆粒状に分布して共局在を示し、かつ両者は
同部位で同じ動きを示し、標的mRNAがTDP-43
依存性に神経突起内を輸送されることが示唆
された。	 
	 BDNFによる神経突起分画での局所蛋白質翻
訳の刺激により標的mRNAからの蛋白質量の増
加が見られ、同部位で標的mRNAの局所翻訳が
起こっているものと考えられた。さらにこれ
ら標的mRNAの神経突起分画での翻訳はTDP-43
の発現低下に伴い減少し、それにより同部位
での全般的な蛋白質翻訳能の低下が起こって
突起伸長が抑制されることを見出した。これ
よりALS/FTLD-Uでは神経突起でのTDP-43の機
能低下により局所蛋白質翻訳能の障害が起こ
り、このことが同疾患における神経変性発症
の要因となっている可能性が示唆された。	 
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