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研究成果の概要（和文）：ポリペプチドが正しく折りたたまれないことにより生ずるミスフォールドタンパク質
の蓄積は，細胞の生存にとってさまざまな悪影響を与え，筋萎縮性側索硬化症 (ALS)のような神経変性疾患の原
因ともなり得る．本研究では，ALS原因タンパク質TDP43のカルボキシル末端断片であるTDP35またはTDP25の凝集
構造の違いを，蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)法などを初めとする蛍光イメージング手法を用いて明らかにし
た．さらに，核局在化シグナルを付加したTDP25 (NLS-TDP25)が持つ秩序ある会合構造が封入体の性質を決め，
細胞毒性を回避できることがわかった． 

研究成果の概要（英文）：Accumulation of misfolded proteins due to inappropriate stabilization 
results in neurodegenerative diseases including amyotrophic lateral sclerosis (ALS). In this study, 
we clarify structural differences of carboxyl terminal fragments of ALS-causative TDP43 (TDP35 or 
TDP25) by using fluorescence resonance energy transfer (FRET) or related procedure. We elucidate 
that nuclear localization signal sequence (NLS)-tagged TDP25 can reduce cytotoxicity through the 
structural change.

研究分野： 細胞生物学・生物物理学

キーワード： 細胞質封入体　筋萎縮性側索硬化症　FRET 　蛍光相関分光法　FRAP　TDP-43
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 ポリペプチドが正しく折りたたまれない
ことにより生ずるミスフォールドタンパク
質の蓄積は，細胞の生存にとってさまざまな
悪影響を与えると考えられている．具体的に
は「神経変性疾患」や「白内障」などはタン
パク質の恒常性破綻により引き起こされる
と考えられている．細胞内でミスフォールド
したタンパク質が分解・除去されれば，細胞
に毒性を与えないと考えられているが，分解
されず細胞内に蓄積した場合，ミスフォール
ディングしたタンパク質同士が会合し，凝集
する．凝集という分子状態は細胞内のある場
所における分子会合の一形態であり，可溶性
の閾値を超えると，細胞内封入体を形成する
と考えられてきた．神経変性疾患患者の脳内
にはこのような封入体が高頻度で観察され
ることから，封入体形成が神経変性の原因で
あるという仮説が提唱されている． 
 封入体の構造については，神経病理学的な
形態による分類は古くから行われていた．神
経病理所見により観察される封入体にはガ
ラス様封入体，スケイン様封入体など形状に
多様性があることがわかっている．また，こ
れらの封入体はユビキチン陽性であること
が多いことから，ミスフォールドタンパク質
がポリユビキチン化された後，分解されずに
蓄積したものであると考えられてきた．凝集
タンパク質は拡散できず，不溶性に相転移し
た場所で沈着し，細胞内で動かなくなってし
まうはずである．しかしながら，細胞内では
特定の区画に凝集タンパク質を隔離する機
構が存在する．この隔離作用によって形成さ
れたものが封入体であると考えられている．
また，培養細胞を用いた実験から，一度封入
体に隔離されたタンパク質であっても，細胞
内の分解活性が回復すると封入体から脱離
することも知られている． 
一方，細胞質に形成された封入体について，

培養細胞または酵母を用いた分子細胞生物
学的な解析から，さまざまな多様な性質をも
つことが示唆されてきた．例えば，プロテア
ソーム活性を阻害したときに形成される中
心体近傍の封入体は「アグリソーム」と呼ば
れる．核近傍に存在する可逆的な形成をする
封入体は「JUNQ（品質管理コンパートメン
ト）」，不可逆的な封入体は「IPOD（終末構造）」
と呼ばれている．また，最近，小胞体表面に
形成される品質管理のための区画である
「Q-Body」の存在が提唱された．しかしなが
ら，これらの名称は，形態観察によって定性
的に名付けられたもので，性質を表した統一
性のある定義が存在しないことから，それぞ
れの種類の違いを明確に述べられなかった． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，神経変性疾患に関連した封入
体構成成分として知られている筋萎縮性側

索硬化症  (ALS)の責任遺伝子産物である
TDP43 およびそのカルボキシル末端断片で
ある TDP35, TDP25 が培養神経細胞内に形成
する封入体構造を，同一細胞株において規格
化された実験系で評価できる系を確立する．
次に，超解像蛍光顕微鏡観察や蛍光相関分光
法 (FCS)，蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET) 
法，FRAP 法を用いることで，封入体の性質
を時空間的に比較する．これにより，これま
で定性的であった封入体構造について，定量
的に評価する．これにより，ALS に関連した
封入体構造を物理化学的かつ生理的な性質
に基づいた分類ができる理論を構築する． 
 
３．研究の方法 
 
３－１．細胞培養とトランスフェクション 
 培養細胞はマウス神経芽細胞腫 Neuro2A
細胞を用いた．プラスミド DNA は，3.5 cm
ディッシュ一枚当たり 1.0 g)を用いて細胞
へ導入した． 
 
３－２．蛍光顕微鏡観察 
 蛍光顕微鏡法には，全て Carl Zeiss 社製レ
ーザー共焦点顕微鏡 (LSM 510 META)を用
いた．対物レンズは，C-Apochromat 40×/1.2NA 
W Korr UV-VIS-IR (Carl Zeiss)を用いた．超解
像顕微鏡としては Structured illumination 
microscopy (SIM)を使用した．SIM のシステム
としては，Nikon 社製 N-SIM を使用した．対
物レンズとしては，Apo TIRF 100×/1.49NA Oil 
(Nikon)を使用した．共焦点超解像蛍光顕微鏡
システムとして，LSM880 + Airyscan (Carl 
Zeiss)を用いた．このための対物レンズには，
Plan-Apochromat 63x/1.4NA 油浸 (Carl Zeiss)
を用いた． 
 
３－３．FRET 
 FRET 効率を計測するためのアクセプター
フォトブリーチング法は，全て Carl Zeiss 社
製レーザー共焦点顕微鏡 (LSM 510 META)
を 用 い て 行 っ た ． 対 物 レ ン ズ は ，
C-Apochromat 40×/1.2NA W Korr UV-VIS-IR 
(Carl Zeiss)を用いた．ドナーまたはアクセプ
ター蛍光分子を励起するためには 458 nm ま
たは 514 nm のレーザーをそれぞれ利用した．
アクセプターのフォトブリーチングには，
514 nm の光を照射した．FRET 効率 EFRETは
下記の式により求めた． 

ここで，IDAはアクセプターをフォトブリーチ
する前のドナーの蛍光強度，IDはアクセプタ
ーをフォトブリーチした後のドナーの蛍光
強度である． 
 
３－４．蛍光相関分光法 (FCS) 
 蛍光相関分光法は LSM 510 META + 
ConfoCor2 (Carl Zeiss)を用いて行った．より



一般的な物理量である拡散係数を算出する
ために下記のように計算した．拡散係数が既
知の基準物質として Rhodamine 6G (拡散係数
DRh6G = 414 m2·s-1)を同条件で測定し，下記の
関 係 式によ っ て目的 試 料の拡 散 係 数 
(Dsample)を得た． 

 また，拡散係数から試料の分子量 (MSample)
を計算するために，Stokes-Einstein 関係式か
ら下記の改変式を得，さらに単量体 GFP の測
定された拡散係数とそのアミノ酸組成から
計算された理論分子量 (MGFP = 27 kDa)を用
いてこれに従って計算した． 

 
３－５．免疫沈降 
 Neuro2A 細胞の細胞抽出液を得るために，
培地を除去した後，室温の PBS を用いて洗浄
した．次に，細胞破砕緩衝液（ 50 mM 
Hepes/KOH (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% 
TritonX-100, プロテアーゼ阻害剤）中で細胞
を破砕し，20,400 g で 10 分遠心した後，溶解
液を得た．この溶解液に抗 GFP 抗体結合型ア
ガロースビーズ (MBL)を加え，４℃，一時間
混和した．プロテアーゼ阻害剤を含まない破
砕液中でビーズを三回洗浄した後，ビーズに
結合したタンパク質を回収するために，DTT
を含まない Laemmli サンプル緩衝液を加え，
室温で５分静置した．液体成分を回収した後，
終濃度 100 mM となるよう DTT を加え，98℃
で２分処理し，SDS-PAGE とそれに続くウェ
スタンブロットを行った．  
 
３－６．FRAP 
 FRAP は，LSM 510 META (Carl Zeiss)を用
いて行った．対物レンズは，C-Apochromat 
40×/1.2NA W Korr UV-VIS-IR (Carl Zeiss)を用
いた．GFP の褪色には 488 nm のレーザー光
を用いた． 
 
４．研究成果 
 
（１）TDP43 の切断と細胞質封入体形成のタ
イムラプス観察 
 

TDP43はカスパーゼ 3によって切断される
ことにより生じたC末端断片が細胞質封入体
を形成することが知られている．この切断過
程を実時間で解析するために，TDP43 の N 末
端側に赤色蛍光タンパク質 (RFP)，C 末端側
に緑色蛍光タンパク質 (GFP)を付加したタ
ンパク質 (R-TDP43-G)を細胞に発現させた．
この細胞に，カスパーゼ 3 の活性化を誘導す
るためのスタウロスポリンを処理し，それ以
降の RFP および GFP の局在を蛍光タイムラ
プス顕微鏡観察した．その結果，スタウロス
ポリン添加後おおよそ六時間後に，TDP43 の

N末およびC末が核から細胞質へと漏れ出て
きた，さらにその一時間程度後，C 末端側の
みが細胞質で封入体構造を形成した． 
次に，TDP43 の局在が核から細胞質へと変

化するのは，カスパーゼ 3 による切断が起こ
るためかどうかを検証するために，蛍光タン
パク質の波長をシアン色と黄色に変えた
T-TDP43-Y を用意し，カスパーゼ 3 の活性化
センサーである LSSmOrange-DEVD-TagRFP
と共に同様にタイムラプス観察したところ，
カスパーゼ3の活性化とTDP43の切断時間に
は平均 3 分の差しかないことから，細胞内で
カスパーゼ 3 が活性化されると速やかに
TDP43 は切断を受け，この切断が起こると同
時にNまたはC末断片は細胞質へ移行するこ
とがわかった． 
 
（２）TDP43 のカルボキシル末端断片の細胞
内局在と不溶性 
 
 TDP43がカスパーゼ 3により切断され生ず
る C 末断片として，90-414 残基の 35 kDa 断
片 (TDP35)と，220-414 残基の 25 kDa 断片 
(TDP25)が知られている．そこで，これらの
各断片を GFP 融合型で細胞内に発現し，ユビ
キチンとの共局在について共焦点蛍光顕微
鏡を用いて調べた．その結果，TDP35 は細胞
質に低頻度で封入体を形成するものの，この
封入体はユビキチン陰性であった．一方，
TDP25 の細胞質封入体は 25%程度の細胞で
形成され，この封入体はユビキチン陽性であ
った． 
 次に，このような封入体形成がプロテアソ
ーム活性とするかを調べるために，プロテア
ソーム阻害時の封入体形成率を求めたとこ
ろ，TDP35，TDP25 共に 70%程度の細胞で細
胞質封入体を形成した．ここで形成された細
胞質封入体は核近傍に局在することから，ア
グリソームと呼ばれる封入体であると考え
られる．また，プロテアソーム阻害前後にお
ける封入体系成功率の増大比率は，TDP35 の
方が高かった．また，これらのタンパク質の
0.1% SDS 不溶性度を調べたところ，TDP25
の不溶性度が高く，かつプロテアソーム阻害
により TDP35，TDP25 共に不溶性画分に存在
する量が増大することが確かめられた．これ
らのことにより，TDP35，TDP25 は共にプロ
テアソームにより分解されており，この分解
活性は封入体形成を抑制するために重要な
経路であることがわかった． 
 
（３）NLS-TDP25 の局在観察と細胞毒性 
 
 TDP25 は主に核に局在する TDP43 から切
断生成するが，配列中に典型的な NLS 配列を
持たず，封入体を形成しない細胞では核及び
細胞質に分布して局在することが蛍光顕微
鏡観察により確認されている．そこで，TDP25
に NLS 配列と GFP を付加 (NLS-TDP25)する
ことで，核局在を促進させ，細胞質封入体形



成効率や細胞死の割合が変化するかを調べ
た． 
 まず，NLS-TDP25 は極めて高効率に核へ局
在していた．さらに，この NLS の特徴として，
RNA と結合することで核質のみならず核小
体にも局在していたものの，FRAP を用いて
核小体と核質の間の半交換時間を調べたと
ころ，NLS-TDP25 はタグのみの GFP-NLS に
比べ，動的な分子の割合は約 50%程度へと低
下し，さらに半交換時間も長くなっているこ
とがわかった．このことは，NLS-TDP25 が何
らかの核小体因子と強く結合することで，核
小体へ留まるものと考えられた． 
 また，NLS-TDP25 は TDP25 に比べて細胞
質封入体を全く形成せず，かつ細胞死の割合
を低減できることがわかった．このことは，
核ではなく細胞質に存在する TDP25 が細胞
死の原因となっていることを示唆する． 
 
（４）FRET による TDP25 の凝集状態の解析 
 
 TDP25 の細胞質封入体内部での会合状態
と核小体に局在した NLS-TDP25 の会合状態
を比較するために，FRET を用いて解析した．
ただし，FRET は蛍光分子間の距離のみなら
ず角度にも依存してその効率が変化するた
め，FRET アクセプターとして，黄色蛍光タ
ンパク質の Venus と，この Venus に対し円順
列変位 (circular permutation; cp)を導入し，蛍
光発色団の向きを変えた cpVenus を用いた． 
 TDP25 の細胞質封入体の場合，高い FRET
効率は測定されたものの，cp の導入に伴う
FRET 効率の有意な変化は見られなかった．
一方，NLS-TDP25 の場合，核小体で高い FRET
効率が見られたことに加え，cp の導入に伴う
FRET 効率の変化が見られた．これらのこと
から，NLS-TDP25 は，秩序を持った状態で核
小体に集積するのに対し，TDP25 は無秩序な
会合状態で細胞質封入体へ集積しているこ
とが示唆された． 
 また，核質，細胞質における TDP25 の FRET
効率および核質におけるNLS-TDP25のFRET
効率を比較したところ，TDP25 は FRET が起
きていないのに対し，NLS-TDP25 は核質に分
布した状態でも低い効率ではあるものの有
意に FRET が起きていることがわかった．さ
らに，細胞内における拡散状態を調べるため
に FCS 測定を行ったところ，NLS-TDP25，
TDP25 共に，核小体または封入体に集積して
いない状態では拡散していることがわかっ
た．これらのことから，NLS-TDP25 はオリゴ
マーとなって核質を拡散し，一部が核小体へ
と集積していることが考えられた．一方，
TDP25 の顕著なオリゴマー形成は検出され
なかったものの，拡散係数から求めた分子量
は単量体よりもはるかに大きな値であった
ことから，他のタンパク質などと複合体を形
成した状態で拡散していることがわかった． 
 
（５）TDP25 に対する HSP70 の結合状態 

 
 TDP25 と結合するパートナー分子を見つ
けるために，TDP25 を免疫沈降した後，共沈
降したタンパク質についてマススペクトル
解析を行い同定したところ，分子シャペロン
HSP70 が見つかった．TDP25 と NLS-TDP25
と HSP70 との結合を比較するために，TDP25
と NLS-TDP25 をそれぞれ免疫沈降した後，
共沈降した HSP70 の量を，ウェスタンブロッ
トにして比較した．この結果，共沈降した
HSP70 の量に変化は見られなかったものの，
TDP25，NLS-TDP25 共に，有意に HSP70 と
結合することがわかった． 
 次に，HSP70 の RFP 体と，TDP25 または
NLS-TDP25 の共局在を調べたところ，TDP25
の細胞質封入体は高効率に HSP70 と共局在
するのに対し，核小体に局在した NLS-TDP25
に HSP70 と共局在するものの，HSP70 の集積
度は低いことがわかった．これらのことは，
HSP70 が TDP25 凝集の構造を区別して結合
していると考えられる． 
 
（６）まとめ 
 
 以上の研究から，TDP43 から C 末断片であ
る TDP35 または TDP25 が生じる過程と，そ
の中でも TDP25 の凝集状態に関する性質が
明らかとなった．これらのことは，ALS にお
ける封入体の性質を解明するために一般的
に応用可能な手法であり，種々の凝集性タン
パク質の解析にも応用できるものである． 
 

図 TDP25 の会合モデル 
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