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研究成果の概要（和文）：TDP-43はALSの病態の主体であるが，その機序の詳細は不明である．我々は， TDP-43の機能
障害説にたち，その機能について解析し，ALSの脊髄運動神経細胞では，TDP-43の異常に伴い，核内小体が減少し，そ
の機能障害によりU snRNAが減少することを示した．しかし，TDP-43が異常をきたす機序については解明できていない
．本研究にてTDP-43の自己制御機構について検討し，TDP-43が自身のpolyadenylation signalを抑制し，その結果とし
て，自己のスプライシングを誘導し，その量的制御を行っていること．患者運動神経細胞では，その制御が亢進してい
ることを示した．

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal motor neuron disorder. In motor 
neurons of ALS, TAR DNA binding protein-43 (TDP-43), a nuclear protein encoded by TARDBP, is absent from 
the nucleus and forms cytoplasmic inclusions. TDP-43 auto-regulates the amount by regulating the TARDBP 
mRNA, which has three polyadenylation signals (PASs) and three additional alternative introns within the 
last exon. We show that TDP-43 inhibits the selection of the most proximal PAS and induces splicing of 
multiple alternative introns in TARDBP mRNA to decrease the amount of cytoplasmic TARDBP mRNA by 
nonsense-mediated mRNA decay. When TDP-43 is depleted, the TARDBP mRNA uses the most proximal PAS and is 
increased in the cytoplasm. Finally, we have demonstrated that in ALS motor neurons; especially neurons 
with mislocalized TDP-43; the amount of TARDBP mRNA is increased in the cytoplasm. Our observations 
suggests that that the absence of nuclear TDP-43 induces an abnormal autoregulation.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）の病態研究は，
孤発性 ALS (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
ることが発見され，大きく進展した．しかし

TDP-43 の蓄積は他の孤発性，遺伝性神経変
性疾患でも認められ，TDP-43 の蓄積は
SALS の原因ではなく結果であるとする見解
もあった．我々は SOD1 変異による家族性 
ALS (FALS)では TDP-43 陽性 skein-like 
inclusionを認めないことから，TDP-43の蓄
積が結果ではないことを示した．さらに， 
SALS と同様の TDP-43 陽性  skein-like 
inclusionを認める FALSにて，TDP-43遺伝
子にミスセンス変異，さらに本患者脊髄の生

化学的解析でSALSと同様の変化を見いだし
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，TDP-43が ALSの原因であることが明確
となった．  
ALSにおける TDP-43変化の特徴として，細
胞質内封入体の形成と核からの消失がある．

我々は “TDP-43 の核からの消失による
TDP-43 の核内での生理機能の消失”が重要
と考えた．TDP-43は核内小体に共局在する．
この核内小体の構成蛋白質の一つである

SMN の消失は劣性遺伝性運動神経疾患であ

る脊髄性筋萎縮症（SMA）の原因となり，
SMA では核内小体が減少する．我々は

TDP−43 の核内小体への影響を検討し，
TDP-43 がヒト運動神経細胞において核内小
体に局在すること，さらに ALS患者（SALS
および TDP-43変異を有する FALS）の脊髄
運動神経細胞にて核内小体が減少している

ことを見いだした．また ALS 関連遺伝子で
ある FUS，TDP-43の変異を有する線維芽細
胞でも，核内小体の減少が報告された．これ

らの事実は，運動神経細胞死に核内小体を介

する共通の分子基盤の存在を示唆する. 
SMAでは，核内小体で成熟されるU snRNA，
特に U11 snRNAが減少する．我々も SALS
の罹患組織において，U12 snRNAの減少を
明らかにした．特筆すべきことに本年，U12 
snRNA が運動神経系の維持に特に重要であ
ることが報告された．U snRNA の異常はス
プライシングの異常や mRNA 量の減少をき
たす．我々は TDP-43の減少で mRNA のス
プライシング異常，量的異常が生じることを

指摘している．これらの一部は TDP-43の直
接作用と考えるが， U snRNAの異常も背景
にあると考える．これらの知見から，我々は，

運動神経病の共通の分子基盤として，核内小

体の異常による U12 snRNA 異常を提唱す
るに至った．しかし，根本にある TDP-43の
核からの消失と封入体の形成機序について

は未だ解明されていない． 
 
２．研究の目的 
ALSでは TDP-43 mRNAの調節機構に異常
があると考え．次のような仮説を立て，これ

を検証する．TDP-43 mRNAの一部は，遠位
部の polyAサイトを利用し，TDP-43と結合
し核内にとどまる．TDP-43 の核内量が減少
すると，緊急に核外に放出され，その量の調

節に寄与する．しかし，ALSでは，この核内
TDP-43 mRNAが消失している．この所見の
病態への関与を明らかとする． 
 
３．研究の方法 
TDP-43 myc 安 定 発 現 細 胞 は Flp-in 
Expression system(Invitrogen)を用いて構
築した．HEK293T 細胞は, 37℃/5%CO2 条
件下で 10%FBSを含む Dulbecco’s modified 
Eagle Mediunで培養した．トランスフェク
シ ョ ン は LipofectamineTM2000 
(Invitrogen) を使用し，細胞は 72 時間後に
回収した．回収した細胞は核質と細胞質に分

離し，RNeasy plus mini Kit (QIAGEN)を用
いて Total RNAを抽出し，polyA(+)RNAを
精製し，ノザンブロッティング法により解析

を行った．また Superscript® VILO™ cDNA 
synthesis kit を用いて cDNA を構築し，
mRNA の定量を行った．定量リアルタイム
PCRは SYBR Premix Ex Taq™(Takara)を
用い，Thermal Cycler Dice® Real Time 
System Single (Takara TP850) により解析
した．内在性コントロールは GAPDH
（Takara社より購入）を用いた．PCR条件
は，95℃ 30秒の初期変性後，95℃ 5秒，60℃ 
30秒を 40サイクルとした．ΔΔCT法により
解析した． 
蛋白は Protease inhibitor cocktail（Sigma）
および phosphatase inhibitor cocktail-2
（Sigma）を含む RIPA buffer（25 mM 
Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 
1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS）に組織
を浸し破砕した．超音波処理をした後，

100,000gで 30分間 4℃下で超遠心を行い，
上清を RIPA可溶性画分とした．  
ウエスタンブロッティングは Laemmli 
Sample Buffer（BioRad）を加え，96℃で 5
分間処理した．10%ポリアクリルアミドゲル 
Super SepTM Ace（Wako）を用いた SDS 
-PAGEにより分離し，PVDF膜（Millipore）
に転写した．抗 TDP-43（260–414）抗体
（ Proteintech， 12892-1-AP）または抗
TDP-43（ 1–260） 抗 体 （ Proteintech，
10782-2-AP）を 1 次抗体として用いた（図
3A）．内在性コントロールとして抗 GAPDH
抗体（MBL）を用いた．HRP を標識した二
次 抗 体 を Immobilon Westem 



Chemiluminescent HRP Substrate
（ Millipore ） を 用 い て 検 出 し た ．
ImageQuantTM LAS4000 biomolecular 
imager（GE Healthcare）を用いてバンドを
定量解析した． 
TDP-43 mRNAの細胞内局在については，孤
発性 ALS10 例，非神経変性疾患コントロー
ル 7例，ALS1 (SOD1変異) 2例を用いた．
ヒト脊髄 FFPE切片の in situ hybridization
は，affymetrix社の QuantiGene ViewRNA 
ISH assay を用いて行った．プローブは
TDP-43のExon3-5のコーディング領域に設
計した．組織は全て，in situ hybridization
後にヘマトキシンによるカウンター染色を

行い，脊髄運動神経細胞の核・細胞質を弁別

した． TDP-43 の免疫染色は， in situ 
hybridizationの隣接切片を用いて行った．抗
原不活化は，クエン酸バッファー中でオート

クレーブにより行った．免疫染色もヘマトキ

シリンによる核のカウンター染色を行い，

核・細胞質の弁別を行った． 
QuantiGene ViewRNA ISH assay により検
出された TDP-43 mRNAのドット数計測は，
imaris (Bitplan)ソフトを用いて行った．ヘマ
トキシリン染色画像と重ねることにより，

核・細胞質領域を弁別し，各々に局在するド

ット数を計測し，1 細胞当たりの細胞質
mRNA数比率を算出した． 
組換え DNA 実験安全管理規則に従い，学長
許可を受けて実施した．ヒト剖検サンプルの

取り扱いには，人権・プライバシーの保護に

努め，本学倫理委員会の許可を受け行った． 
 
４．研究成果 
TDP-43 mRNA は , ナンセンス依存性
mRNA分解機構を阻害するCHXにて処理す
ることにより増加した．この CHX 処理によ
り増加する産物は，TDP-43のエクソン 6内
で 2つのイントロン (ie6-1, ie6-2) がスプラ
イシングされていた．この産物は，本来の終

止コドンを失い，新たな最終エクソンと新た

な終止コドンを作り出す．これは，最終エク

ソンから，50塩基以上に終止コドンが存在す
るというナンセンス依存性 mRNA 分解機構
を惹起する条件を満たす．実際，同機構の阻

害剤により，この産物の増加を認めた．さら

にこの機構では, まず ie6-1 のスプライシン
グが行われることが重要であり, その後に
ie6-2 のスプライシングがおこることを示し
た．これらの結果から，TDP-43 は，エクソ
ン 6内のスプライシングを介したナンセンス
依存性mRNA分解機構によってmRNA量を
調整すると結論した．さらに過剰な TDP-43
は polyA結合部位の使い方を変化させ，遠位
部の polyA 結合部位を利用する長い 3’-UTR
を持つ mRNAを産生した．この mRNAは核

内に貯留する傾向を認めた．mRNAの翻訳に
は，細胞質への移動が必要であり，この機構

も，TDP-43 の自己調節機能の一端を担って
いると想定された． 
加えて，TDP-43は poly A 結合部位の使用状
況を変化させることを示した．外来性の

TDP-43存在下では，より遠位の polyA 結合
部位を使用するようになった．さらに，

TDP-43 の mRNA は核内に蓄積する傾向が
あり，特にそれは遠位の polyA 結合部位を利
用する物に強かった．  
つぎに TDP-43 mRNA 局在を比較する目的
で，脊髄運動神経における TDP-43 mRNA
の定量を行った．核・細胞質のドット数の絶

対量評価では，有意差は得られなかったもの

の，孤発性ALSで細胞質でのTDP-43 mRNA
の増加が示唆された．そこで各細胞で細胞質

に存在する TDP-43 mRNA の比率を算出し
た．この TDP-43 mRNA 細胞質比率を比較
した結果，孤発性 ALS においてコントロー
ル群との間に有意な増加を認めた．一方で，

ALS1 群はコントロール群と同様の細胞質比
率を示した．さらに重回帰分析により，核・

細胞質・1 細胞当たりに存在する TDP-43 
mRNA のコピー数に与える要因の影響度の
強さを分析した結果，孤発性 ALS であるか
否かの要因が細胞質 TDP-43 mRNA 数に最
も強い作用を持つことが示された． 
最後に孤発性 ALS における核内 TDP-43 タ
ンパク質の局在との関連について，孤発性

ALS運動神経細胞を免疫染色によって，細胞
内 TDP-43 タンパク質の有無で 2 群に分け，
この 2 群間で細胞内 TDP-43 mRNA 局在を
比較した．その結果，核内に TDP-43タンパ
ク質を欠く，運動神経細胞群では，TDP-43
タンパク質を核内に保つ群と比較して，細胞

質 TDP-43 mRNAの比率の増加を見出した 
この結果は，孤発性 ALS の運動神経細胞で
は TDP-43の産生が上昇していることを示唆
している．TDP-43病理を示さない ALS1で
は，この所見が見られないことから，孤発性

ALSのTDP-43核外移行の病態との関連が強
く示唆される．さらに，孤発性 ALS の運動
神経細胞でも TDP-43タンパク質を核内から
欠いた運動神経細胞で，細胞質 TDP-43 
mRNA の増加を認めた．これらの細胞では，
産生された TDP-43タンパク質は核外封入体
にトラップされるなどして，核内に移行でき

ない状態にあると考えられることから，核内

TDP-43 タンパク質は常に不足状態となり，
恒常的に TDP-43自己量調節機構は，発現の
亢進に傾き続ける．この悪循環は，さらなる

封入体形成を増悪させ続け，病態を悪化させ

ると考えられる． 
本研究結果によって，孤発性 ALS には，
TDP-43 の自己量調節機構の異常が病態背景



に存在することが示唆された．我々はこれま

でに，TDP-43 の自己量調節メカニズムを明
らかにしている．従って，この機構の制御が，

孤発性 ALS の有効な治療標的になりうると
期待される．	  
TDP-43 は現在まで 30 種類以上の変異が報
告されているが，そのほとんどすべてがエク

ソン 6に集中している．本研究を通じて，我々
は TDP-43のエクソン 6が自己蛋白量調節機
構において重要な役割を担っていることを

明らかとした．今後，ALSで見いだされた変
異が，この自己蛋白調節機構にどのような影

響を与えるかを明らかにしていきたい． 
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