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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患の一種である筋萎縮性側索硬化症 (ALS)の責任遺伝子産物としてTDP43タンパ
ク質が知られている．本研究では，TDP43タンパク質のカルボキシル末端側断片であるTDP25からRNAが解離することに
より凝集し始めることを，蛍光相関分光法を用いることで明らかにした．次に，このTDP25が全長のTDP43タンパク質を
巻き込むことで，細胞内で封入体を形成することを，共焦点レーザー顕微鏡観察により明らかにした．また，TDP25を
発現させた神経細胞では，全長のTDP43を発現した時よりも，細胞死が高頻度で引き起こされることがわかった．

研究成果の概要（英文）：　TAR-RNA/DNA binding protein 43 kDa is a disease gene product associated with 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a motor neuron disease. In this research, fluorescence correlation 
spectroscopy (FCS) measurement in cell lysate revealed that a 25 kDa carboxyl-terminal fragment of TDP43 
(TDP25) formed aggregation after dissociation of RNA. Next, TDP43 was sequestrated into cytoplasmic 
inclusion bodies of TDP25 in living cells. Neuronal cells expressing TDP25 showed higher cell death 
efficiency than that of TDP43. These results suggest that TDP25 may be an aggregation-causative and toxic 
seed, and RNA may play an important role for inhibition of aggregation-formation of TDP25.

研究分野： 細胞生物学・生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
アルツハイマー病，プリオン病，ポリグル

タミン病などに代表される神経変性疾患は，
神経細胞が変性することで，運動障害，呼吸
困難，認知症などを引き起こすと考えられて
おり，社会的にもきわめて影響のある疾患で
ある [Ross C.A. & Poirier M.A. Nat. Med. 10, 
S10-17 (2004)]．なかでも，筋委縮性側索硬化
症 (Amyotrophic lateral sclerosis; ALS)は，筋肉
と脳の情報伝達を担う神経細胞である運動
ニューロンが変性することで，重篤な運動障
害，呼吸困難を引き起こし，死に至ることが
知られている難病である [Cleveland D.W. & 
Rothstein J.D., Nat. Rev. Neurosci., 2, 806-819 
(2001), Bruijn L.I. et al., Annu. Rev. Neurosci., 
27, 723–749 (2004)]．しかしながら現在のとこ
ろ有用な治療法は存在していない． 
これまでに，ALS における神経細胞死の原

因として，細胞内におけるミスフォールドタ
ンパク質の異常凝集が着目されてきた．これ
までに ALS における異常凝集を起こす原因
タ ン パ ク 質 と し て SOD1 (Superoxide 
dismutase 1)が広く研究されてきたが [Rosen 
D.R. et al., Nature, 362, 59-62 (1993), Bruijn L.I. 
et al., Annu. Rev. Neurosci., 27, 723–749 
(2004)]，すべての ALS が SOD1 によって引き
起こされるのではないことも分かっている 
[Ilieva H. et al., J . Cell Biol. 187, 761-772 
(2009)]．ALS 患者の運動ニューロン内封入体
か ら ， 責 任 遺 伝 子 産 物 と し て TDP43 
(TAR-DNA binding protein 43-kDa)が同定され
た [Neumann M. et al., Science, 314, 130-133 
(2006)]．TDP43 タンパク質は，ALS 患者の運
動ニューロン内でユビキチン陽性の封入体
を構成する成分であり  [Arai T. et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 351, 602-611 
(2006)]，核酸に結合し，なかでも mRNA のス
プライシングに関与することが知られてい
る．さらに，家系解析により，家族性および
孤発性 ALS 患者の TDP43 遺伝子にアミノ酸
置換を引き起こす変異が発見されている 
[Sreedharan J. et al., Science, 319, 1668-1672 
(2008)]．さらに，これらの TDP43 の変異体は
SOD1 の変異体とは異なり，タンパク質の安
定性が増していることが示唆されている  
[Ling S.C. et al., PNAS, 107, 13318-13323 
(2010)]．以上のことから，TDP43 による ALS
の原因が単純な異常凝集によることだけで
なく，さまざまな細胞内メタボリズムの変化
や破たんを伴う可能性が予想されている． 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は，TDP43 タンパク質が細胞

内の RNA を介して神経細胞毒性に与える影
響を明らかにすることである．このような核
酸の関与に対し，下記の二点の仮説を考えて
いる． 
 

１．TDP43 タンパク質またはその C 末断片が，
RNA を介して凝集し，他の機能性タンパク質や
機能性 RNA を巻き込むことで神経細胞死を引
き起こす可能性（核酸を介した TDP43 凝集の毒
性獲得）． 
 
２．TDP43 の変異体が特定の細胞内 RNA メタ
ボリズムに対し変化をもたらし，神経細胞死を
引き起こす可能性（変異型 TDP43 タンパク質の
RNA を介した神経細胞毒性発現のメカニズ
ム）． 
 
これらの仮説を分子細胞生物学的手法なら
びに蛍光イメージング手法を用いて解析す
ることで，ALS における TDP43 を介した神
経細胞死の機構を詳細に解明する． 
 
３．研究の方法 
 
（１）TDP43 またはその C 末断片の細胞内封
入体形成を調べるために，蛍光イメージング
を行った． GFP または RFP と融合した形で
TDP43, TDP35, TDP25 をマウス神経芽細胞腫
Neuro2A において発現させた．蛍光イメージ
ングは，共焦点レーザー顕微鏡を用いて行っ
た．プロテアソーム阻害剤としては，MG-132
を終濃度 2 M で細胞に処理させた． 
 
（２）TDP43 またはその C 末断片の凝集形成
状態を解析するために，蛍光相関分光法測定
を行った．上述の Neuro2A 細胞の抽出液を得
た後，RNase，DNase または NaCl を添加し，
反応させて測定を行った． 
 
（３）細胞内に発現するマイクロ RNA 量を
調べるために，TDP43-GFPまたはGFP-TDP25
を過剰発現させた細胞抽出液中の RNA を逆
転写し鋳型とした半定量的 PCR またはリア
ルタイム PCR を行った． 
 
（４）TDP25 の封入体形成と細胞死を明らか
にするために，Neuro2A 細胞に GFP 融合型
TDP43 またはその C 末側断片を発現させ，ヨ
ウ化プロピジウム染色を行った後，蛍光顕微
鏡下で観察した． 
 
４．研究成果 
 
（１）TDP43-GFP，GFP-TDP25 を効率よく発
現できる細胞株の選定 
 
Neuro2A 細 胞 に TDP43-GFP ま た は
GFP-TDP25 を一過性発現させたところ，蛍光
顕微鏡下において，GFP 由来の蛍光が観察さ
れた．このとき，TDP43-GFP の発現効率は高
く，GFP-TDP25 の発現効率は低かった．これ
らの発現効率の違いが細胞株に依存するか
どうかを調べるために，HeLa 細胞，HEK293
細胞，PC12 細胞において同様の実験を行っ
たところ，TDP43-GFP は全ての細胞において



効率よく発現していたものの，HEK293 細胞
の発現効率が最も高く，HeLa 細胞と PC12 細
胞では，GFP-TDP25 の発現効率が極めて低い
ことがわかった．このことより，GFP-TDP25
の発現安定性は，その細胞が持つ発現能力が
関与していることが示唆された．また，これ
らの結果により，以降の一過性発現による実
験では，Neuro2A 細胞を用いて行うこととし
た．また，HEK293 細胞も高い発現能力を有
していたことから，GFP-TDP25 をゲノム中に
１コピーのみ組み換え，ドキシサイクリンに
よって発現を誘導できる Flp-In TReX 
HEK293/GFP-TDP25 株を樹立した． 
 
（２）TDP43 ならびに TDP25 の細胞内封入
体系成功率 
 
TDP43 は ALS の運動ニューロンにおいてユ
ビキチン陽性の封入体を形成する．これが
TDP43 タンパク質のミスフォールドしやす
い性質によるものかを確かめるために，
Neuro2A 細胞に，TDP43-GFP を過剰発現させ
て，GFP の蛍光を顕微鏡観察することにより，
細胞質封入体の有無を調べた．結果，
TDP43-GFP は細胞質封入体をまったく形成
しなかった．次に，プロテアソーム阻害剤を
TDP43-GFP を発現する細胞に処理したが，ア
グレソーム様の封入体構造は形成されなか
った．次に，TDP43 のカルボキシル末端側断
片である TDP35 または TDP25 を発現させた
ところ，GFP-TDP25 を発現する細胞のうち，
一部が細胞質封入体を形成した．一方，
GFP-TDP35 は封入体を形成しなかった．これ
らの細胞にプロテアソーム阻害剤を処理し
たところ，GFP-TDP35，GFP-TDP25 共に，極
めて高効率にアグレソーム様の封入体形成
を認めた．また，これらの封入体構造に，ユ
ビキチンが含まれているかを調べるために，
赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 標 識 し た
RFP-Ubiquitin を共発現させたところ，
GFP-TDP25 の封入体は，ユビキチン陽性であ
ることがわかった．またプロテアソーム活性
を阻害したときに形成されたアグレソーム
様封入体は，GFP-TDP35，GFP-TDP25 共に，
ユビキチン陽性であった．これらのことから，
TDP43 は通常，細胞内で安定的に存在できる
が，その C 末側断片である TDP35 および
TDP25 はミスフォールドしやすい構造を取
り，ユビキチン化されて封入体に隔離される
ことが明らかとなった． 
 次に，安定な TDP43 がどうして封入体を形
成するのかを調べるために，GFP-TDP25 と
TDP43-RFP を共発現させたところ，TDP25
の封入体の一部に TDP43 が共局在した．とこ
ろが，これら共発現している細胞に対しプロ
テアソーム阻害剤を処理すると，TDP25 封入
体系生細胞の割合は増えるが，TDP43 と共局
在する割合に変化は見られなかった．このこ
とは，細胞内で封入体を形成する核となるの
は TDP25 などのミスフォールディングしや

すい C 末断片であり，これらが全長の TDP43
のうち何らかの構造異常を持った一部のも
のだけを共に封入体へ隔離する性質がある
ことが明らかになった． 
 
（３）TDP25 が凝集する分子メカニズムの解
析 
 
TDP25 の凝集状態を明らかにするために，
GFP-TDP25 を発現する Neuro2A 細胞を破砕
し，その上清画分を蛍光相関分光法 (FCS)に
よって解析した．その結果，TDP25 は一部が
可溶性凝集体として存在することがわかっ
た．さらに，これらの凝集体が静電相互作用
により形成されているのかを確かめるため
に，0.5 M NaCl 溶液を添加したところ，凝集
形成率に変化は見られなかった．このことは，
NaCl の濃度が少なくとも 0.5 M 程度では，凝
集形成の促進も解離も起こらないことがわ
かった．次に，TDP25 の凝集体が DNA/RNA
のような核酸と結合して形成されているの
ではないかと考え，上述の細胞抽出液に対し，
DNase または RNase を処理した．DNase 処理
では凝集性の変化は起こらなかったのに対
し，驚くべきことに，RNase 処理では TDP25
が極めて高効率に凝集形成することが明ら
かとなった．TDP43-GFP を同様に測定したが，
各処理において変化は見られなかった．この
ことは，TDP25 には何らかの RNA が結合し
ており，この RNA が TDP25 の凝集開始を抑
制していることが示唆された．さらに，
Neuro2A における一過性発現と共に，安定遺
伝子保持株である HEK293 株でも同様の結果
が得られた． 
 次に，これらの凝集性に対し，ALS 関連変
異が影響するのかを調べるために，A315T ま
たは Q331K の ALS 関連変異を持つ TDP25 を
発現させ，同様の解析を行ったところ，RNase
添加による凝集性に変化は見られなかった．
このことは，ALS 関連変異の導入は，TDP25
の凝集形成能に大きな影響を与えないこと
が示唆された． 
 
（４）TDP25 に結合する RNA の候補 
 
 TDP25 に結合し，凝集を抑制する RNA を
探索するために，UV 架橋後の免疫沈降法に
ついて検討を行った．細胞に対し UV を照射
し，細胞抽出液を得た後，ウェスタンブロッ
トを行ったところ，TDP43-GFP は単量体のバ
ンドよりも高分子量の位置にバンドが確認
された．一方，GFP-TDP25 では，高分子量の
バンド形成は見られなかった．このことから，
TDP25 に結合している RNA は，他の内在性
タンパク質を介して結合しているか，あるい
はマイクロRNAのような低分子量のRNAで
はないかと考えられた． 
 次に，TDP43 に結合する RNA を模倣した
(TG)12一本鎖オリゴDNAにAlexaFluor 647標
識したものを用意し，TDP43-GFP または



GFP-TDP25 を発現する細胞抽出液中で蛍光
相互相関分光法 (FCCS)解析を行ったところ，
TDP43-GFP と上述の一本鎖 DNA は結合が見
られたのに対し，GFP-TDP25 では結合は見ら
れなかった．このことは，TDP43 が認識する
配列とは異なる配列を持つ RNA が TDP25 の
凝集抑制に寄与している可能性が考えられ
る． 
 
（５）TDP43/TDP25 とマイクロ RNA の関係
性 
 
 TDP25 の封入体形成が，細胞内の RNA 恒
常性に対しどのような変調を与えるのかを
調べるために，TDP43-GFPまたはGFP-TDP43
を過剰発現させた Neurro2A 細胞におけるマ
イクロ RNA の発現量変化を調べた．Neuro2A
細胞の抽出液中で４種類のマイクロ RNA に
対して，半定量的 PCR 法において増幅が得ら
れるかを確かめたところ，miR-467d は増幅効
率が良いことがわかった．そこで，この
miR-467d の発現量が，TDP43-GFP または
GFP-TDP25 の過剰発現により変化するのか
について，リアルタイム PCR を用いて解析し
たところ，発現量に変化は見られなかった．
その他のマイクロ RNA に対する解析も必要
ではあるが，TDP25 の封入体形成による細胞
内 RNA 恒常性の変化は，特異的なマイクロ
RNA を介して生じているのかもしれない． 
 
（６）TDP25 が持つ細胞毒性 
 
 TDP43-GFP，GFP-TDP35，GFP-TDP25 を発
現させた Neuro2A の死細胞率をヨウ化プロ
ピジウム染色により観察したところ，
GFP-TDP25 を発現する細胞の細胞死が最も
顕著に起こることがわかった．このことは，
TDP43 よりも TDP25 のほうが毒性を持つこ
とを意味しており，顕著な封入体形成効率と
密接な関係があるものと考えられる． 

図．TDP43 の封入体が形成される機構モデル 
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