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研究成果の概要（和文）：認知症を引き起こすタンパク質は，老化と共に“特定の神経システム“において“病
原性をもったタンパク質へと変遷し蓄積”する．この課程には，“タンパク質の量的，質的な変化"を伴う．タ
ンパク質の量は，産生と分解により制御され，産生はmRNA により，また分解は細胞内の分解機構と，細胞外へ
の排出機構により制御される．我々は，加齢性神経変性疾患を引き起こすTDP-43のRNA代謝機構が乱れているこ
とを見出した．さらに，vivo モデルにてRNA代謝を乱すことで，TDP-43の断片化を引き起こし，かつアポトーシ
スを誘導することに成功した．

研究成果の概要（英文）：Proteins that cause dementia are "transformed into pathogenic proteins and 
accumulated" in "selected nervous systems" with aging. This process is accompanied by "quantitative 
and qualitative alterations in proteins." The amount of protein is controlled by production and 
degradation, production is controlled by mRNA, and degradation is controlled by intracellular 
degradation systems and extracellular efflux mechanisms. We found that the RNA metabolism mechanism 
of TDP-43 causing age-related neurodegenerative diseases is disturbed. Furthermore, by disrupting 
RNA metabolism in vivo, we succeeded in causing fragmentation of TDP-43 and inducing apoptosis.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 認知症　筋萎縮性側索硬化症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は，TDP-43その物が持つ生理的な制御機構が，ある種の擾乱に対して極めて脆弱であり，それ故に疾
患を引き起こすことを示した．この概念は，工学的なロバスト性の概念に類似している．ロバスト性と，その破
綻による疾病機序は，老化に伴う疾病を包括する概念である可能性がある．今後は，このロバスト性を生かし
て，再び秩序を回復する治療方法を模索しうる．このような視点に立った治療方法の開発は新しく，その影響は
大きい



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
加齢性神経変性疾患は，特定のタンパク質が特定の神経システムに蓄積して引き起こされる．

これらの原因となるタンパク質は，老化と共に“病原性をもったタンパク質へと変遷”し蓄積す
る．この過程には，“タンパク質の量的，質的な変化”を伴う．蛋白質の量は，産生と分解によ
り制御され，産生は mRNA により，また分解は細胞内の分解機構と，細胞外への排出機構によ
り制御される．また質は翻訳後修飾や，スプライシング多様体により形成される．老化は，こ
の産生，分解の両者を変遷させ，病原性を持つ蛋白質への引き金を引くと考えた．また“システ
ムの選択性”という命題を解決するには，システムの特殊性を理解する必要がある．その特殊性
は，タンパク質の，量的，質的多様性により形成される．そこで，その背景にある RNA の量
と，質の制御機構に鍵があると考えた．実際，近年，RNA 制御異常と神経疾患の関わりが明ら
かとなってきている．前頭側頭葉変性症(Frontotemporal lobar degeneration; FTLD)及び筋萎縮性
側索硬化症(Amyotrophic lateral sclerosis; ALS)への RNA 結合タンパクである TDP-43 の関与や
(Neumann et al. Science, 2006)，本症でのC9ORF72遺伝子の非翻訳領域の繰り返し配列の増大と，
そこへのスプライシング因子の結合が見出された(DeJesus-Hernandez et al., Neuron 2011；Mori et 
al. Acta Neuropathol 2013)．さらに，RNA 制御に深く関わる遺伝子異常による神経疾患が報告さ
れた(Kwiatkowski et al., Science 2009; Kim et al. Nature 2013)．これらの事実は RNA 制御の乱れと
いう共通の分子基盤の存在を示唆する. 元々，生物は，様々な RNA のエラーを想定し，その分
解機構を有している．この事実は，我々の RNA 産生システムが脆弱であることを示唆してい
る．さらに発達に伴い RNA の多様性が変化するように，老化によっても，これは変化しその
エラーも増大すると推定される．これら異常 mRNA 由来のタンパク質が，病原性を持つと考え
た．しかし，この RNA 制御のゆらぎ，乱れは，ほとんど検討されていない． 
我々は ALS にて TDP-43 遺伝子変異を報告した(Yokoseki et al. Ann Neurol, 2008)．さらに ALS

が運動システム限局型と FTLD 型に大別されることを示した (Nishihira et al. Acta Neuropathol, 
2008) ．加えて TDP−43 がヒト脊髄運動神経細胞にて核内小体に局在し，ALS 患者では核内小
体が減少することを見いだした （Ishihara et al. Hum Mol Genet, 2013）．核内小体の減少は FUS
変異 ALS 症例でも報告された（Yamazaki et al. Cell Rep. 2012）．核内小体はスプライシングに関
連する U snRNA の成熟に関与し，遺伝性運動神経疾患である脊髄性筋萎縮症でも，核内小体，
U snRNAの減少を認める(Zhang et al. Cell. 2008；Lotti et al. Cell. 2012)．我々も ALS にて U snRNA
の減少，（Ishihara et al. Hum Mol Genet 2013），mRNA のスプライシング異常を指摘した（Shiga 
et al. PLoS One. 2012）．さらに TDP-43 の自身の mRNA を介した自己タンパク質量の調節機構，
ALS 患者での TDP-43 mRNA のスプラインシング多様体の構成比率の変化と細胞内局在の異常
を見出した（revise 中）．これらの事実は ALS にて TDP-43 mRNA 制御異常が存在することを示
唆する．選択的スプライシングや，選択的 polyA 結合部位による細胞内局在調節等の RNA 制
御機構の破綻による病態仮説は，システム選択性という最大の謎を説明しうる．また，脳が，
加齢による異常タンパク質の蓄積に脆弱な理由として，その排除機構の特殊性という側面があ
る．この排除機構には脳微小循環系が関与するが，その詳細はわかっていない．そこでこの脳
微小循環系の病態機序も検討し，産生と排除の面から老化性脳神経疾患を解明する． 

 
２．研究の目的 
FTLD および ALS の病因タンパク質の病的変化のシステム特異的な始まりとその蓄積機序を，
産生と排除機構の老化から明らかとする．まず，産生面では，神経システム特異的な，病因タ
ンパク質の RNA 制御機構の破綻，ゆらぎ（老化）の面から明らかとする．特にシステム特異
的な RNA 制御機構と，その年齢，疾病による変化，破綻を，一細胞レベルで明らかにする．
これにより RNA 制御を標的とした病態の解明と治療法の開発を目的とする．排除機構につい
ては，脳特異的な微小循環による排除機構と，その老化を明らかとする． 
 
３．研究の方法 
モルフォリノアンチセンスオリゴは，オクタグアニジンデンドリマーを結合させたモルフォ

リノアンチセンス核酸（Vivo-Morpholinos; Gene tools）を用いた．Vivo-Morpholinos の配列は，
TDP-43 エクソン 6 内の選択的イントロン 6A の 5'-スプライス部位より近位配列（#1），5'-スプ
ライス部位（#2），3'-スプライス部位（#3），選択的イントロン B の 3'-スプライス部位（#4）を
それぞれ標的にし，Gene tools 社が設計した（右図）．コントロールに Standard Control Morpholino 
Oligo（Gene tools）を用いた．Neuro2a 細胞を 37℃，5%CO2 条件下で 10%FBS を含む Dulbecco's 
modified Eagle Medium（DMEM, Gibco）で培養した．Vivo-Morpholinos を DMEM 中にに添加し
た．48 時間後に細胞を回収した． 

C57BL/6N（CRJ）マウス（雄，11-12 週齢）に抱水クロラール 0.35 mg/g 体重，キシラジン
0.01 mg/g 体重を腹腔内注射し全身麻酔をかけた．Vivo-Morpholinosを人工脳脊髄液（Na 150 mM, 
K 3.0 mM, Ca 1.4 mM, Mg 0.8 mM, P 1.0 mM, Cl 155 mM）を用いて 0.2 ug/ul または 0.4 ug/ul に希



釈した．ハミルトンシリンジに接続した約 15cm のカテーテル（PE-10 Intramedic polyethylene 
tubing, Becton Dickinson）を 32G 針に接続し，Vivo-Morpholinos をカテーテル内に吸引した．腰
背部正中の皮膚を切開し，L5/6 間隙に約 45 度の角度で針を挿入した．ハミルトンシリンジで
軽く陰圧をかけ無色透明の脳脊髄液の逆流を確認することにより，針先が髄腔内に到達したも
のと判断した．血性の液体の逆流を確認したときは，外傷性穿刺と判断し，解析の対象から除
外した．シリンジポンプを使用し Vivo-Morpholinos 0.1 ul/分の速度で 7.5 ul（1.5 ug または 3.0 ug）
注入した．7 日後にマウスを解剖し，腰髄を摘出した．片側を RNA 抽出，反対側を蛋白抽出に
用いた．新潟大学動物実験倫理委員会による承認を得て行った． 

RNA 抽出と逆転写 PCR，定量 PCR 解析は次の様に行った．Total RNA を Nucleospin RNAII
（Takara）を用いて抽出した．ReverTra Ace（TOYOBO）を用いて逆転写をかけ相補的 DNA を
構築した．逆転写 PCR は，TaKaRa LA Taq（Takara）を用いて行った．TDP-43 mRNA 選択的ス
プ ラ イ シ ン グ の 解 析 に は ， F5 5'-CAGAGCTTTTGCCTTCGTCA-3' ， R6-1 
5'-CAAAGACGCAGCCTGTGC-3' ， F6 5'-TTTCAAATGTTTATGGAAGAAGCA-3' ， R6-2 
5'-AGTTCCATCTCAAAAGGGTC-3'のプライマー配列をそれぞれ用いた（図）．PCR 条件は，94℃
1 分の初期変性後，94℃30 秒，55℃30 秒，72℃2 分を 35 サイクル，72℃5 分の追加伸長反応と
した． Pdp1 mRNA の選択的スプライシングの解析には，フォワードプライマー 
5'-GTGCTGAGTGAGGGAAGGAC-3'，リバースプライマー 5'-TGCAGTGCCATAGATTCTGC-3'
を用いた．PCR 条件は，94℃1 分の初期変性後，94℃30 秒，55℃30 秒，72℃1 分を 40 サイク
ル，72℃5 分の追加伸長反応とした．増幅産物を 2%アガロースゲルを用いた電気泳動により分
離した．定量 PCR は，SYBR Premix EX TaqTM（Takara）を用いて Thermal Cycler Dice® Real Time 
System（TP850, Takara）で行った．TDP-43 mRNA の発現解析には，primer 6A のフォワードプ
ラ イ マ ー に 5'-AGCTGGCTTGGGAAATAACC-3' ， リ バ ー ス プ ラ イ マ ー に
5'-CTGGCTAACATGCCCATCAT-3' を 用 い ， primer 6B の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー に
5'-TGGACTGAGCTTGTGGTGTG-3' ， リ バ ー ス プ ラ イ マ ー に
5'-CAGAACTGCAGCAAACAGCA-3'を用いた（図）． 
蛋白抽出は，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）400ul 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．Urea 画分抽出のために，同様な操作を 2 回繰り
返すことによりRIPA可溶性画分の持ち込みを排除した．このRIPA不溶性のペレットにProtease 
inhibitor cocktail（Sigma）および phosphatase inhibitor cocktail-2（Sigma）を含む Urea buffer（7 M 
urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris, pH 8.5）100ul を加えた．超音波処理した後，100,000g
で 30 分間 22℃下で超遠心を行い，上清を Urea 画分とした．RIPA 可溶性画分に対し，BCA Protein 
Assay kit（Thermo）を用い蛋白濃度を測定した．Urea 画分の蛋白濃度は RIPA 可溶性画分と同
じ比率であると仮定し，解析を行った． 
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．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． 
 
４．研究成果 
前頭側頭葉変性症（FTLD），筋萎縮性側索硬化症（ALS）で観察される封入体の主要構成タ

ンパク質の一つである TDP-43 は，核内の TDP-43 タンパク質の増加時には TDP-43 タンパク質
が TDP-43 mRNA の polyA 結合部位の選択を変化させ，遠位部の polyA 結合部位を選択する
ようになり，その結果，TDP-43 タンパク質との結合部位が現れ，核内の TDP-43 タンパク質と
TDP-43 mRNA が結合することにより，RNA が核内に貯留することを見出した．この機序によ
り産生を抑制する．また一部は遠位部の polyA 結合部位を選択するためにスプライシング部位
が露呈し，スプライシングが惹起され，ナンセンス依存性 mRNA 分解機構感受性の mRNA と
なり分解される．この 2 重の経路より調整される．一方 TDP-43 減少時は，近位部の polyA 結
合部位を選択し，速やかに細胞質に移動し TDP-43 タンパク質を産生する．また核内に貯留し
ていた TDP-43 mRNA も細胞質に移動する．その為に核内 TDP-43 mRNA は減少し，細胞質内
での TDP-43 mRNA の増加を引き起こすことを明らかとした．  
解明された結果から，核内の TDP-43 タンパク質を失っている FTLD や ALS の病的な神経細

胞では，TDP-43 タンパク質が細胞質に移動しているために，TDP-43 が足りない状態と誤り，
TDP-43 タンパク質の合成が持続的に亢進状態に傾いていると推察した．この事は TDP-43 タン



パク質の細胞質内での持続的な増加に繋がり，凝集体産生を促進する悪循環に陥っている．し
かし，レーザーマイクロダイセクションで ALS 運動神経数個あたりの mRNA 定量を試みた報
告では，TDP-43 mRNA の量の増加は認めていない．この理由は，細胞内局在の変化を伴うた
め，細胞全体での量では変化を認めにくいと考えた．これを明らかとするためには，核内の
TDP-43 mRNA の減少と，細胞質内の TDP-43 mRNA の増加を示す必要がある．この目的のため
に，近年開発された定量的 in situ hybridization 法を用いた．本方法は 1 細胞あたりで，この様
な解析を可能とする．その結果 ALS 運動神経細胞では，コントロール群と比較して，細胞質の
mRNA 比率が有意に高いことを明らかとした．  

次に，TDP-43 mRNA の制御機構の破綻が ALS 類似病態を引き起こすかを，vivo で検証した．
まず TDP-43 mRNA エクソン 6 内の選択的イントロンのスプライシングをスプライシング部位
特異的なアンチセンス核酸により抑制することを試みた． ヒト TDP-43 の最終エクソン（エク
ソン 6）内には自己蛋白量調節に関
わる2つの選択的イントロンが存在
する（図：選択的イントロン 6A，
6B）．この選択的イントロンの 5'-
スプライス部位および 3'-スプライ
ス部位近傍の配列は，ヒトとマウス
において極めて相同性が高い．マウ
ス神経芽細胞腫Neuro2a細胞を用い，
ヒトと同じ選択的イントロンのス
プライシングを受けることを確認
した．次に，選択的イントロン 6A，
6B の 5'-スプライス部位および 3'-
スプライス部位を標的としたモル
フォリノアンチセンス核酸（図）を
Neuro2a 細胞に投与し，選択的イン
トロン 6A または 6B のスプライシ
ングへの影響を，検討した．さらに，
選択的イントロン 6A または 6B を
保持した mRNA の定量的解析を行
った． 
選択的イントロン 6A の 5'-スプライス部位の近位部，もしくは 5'-スプライス部位を標的とし

たアンチセンス核酸#1，#2 は，容量依存性に選択的イントロン 6A のスプライシングを抑制し，
非スプライシング産物を増加させた．一方，アンチセンス核酸#1，#2 により選択的イントロン
6B を保持した mRNA は減少した．すなわち，アンチセンス核酸#1 または#2 の投与により，選
択的イントロン 6A のスプライシングが抑制され，選択的イントロン 6B のスプライシングが亢
進した TDP-43 mRNA が増加した．  
次に，TDP-43 選択的スプライシングの抑制が TDP-43 蛋白量を増加させるかをウエスタンブ

ロッティング法により検討した．これまでの解析から，アンチセンス核酸#1 を用いた．Neuro2a
細胞にアンチセンス核酸#1 を投与し 48 時間後に完全長の 43kDa の TDP-43 蛋白量は約 2 倍に
増加した．以上より，アンチセンス核酸#1 により選択的イントロン 6A のスプライシングが抑
制され，完全長の TDP-43 が増加することが示された． 
次に，選択的スプライシングの抑制による TDP-43 の機能的過剰を検証した．TDP-43 はスプ

ライシング関連因子であり，TDP-43 の減少により、Pdp1 mRNA のエクソン１の保持が増加す
る．逆転写 PCR 法による半定量的な解析では，アンチセンス核酸#1 の投与により Pdp1 のエク
ソン 1 の保持が有意に減少した．この結果は，TDP-43 の配列に特異的なアンチセンス核酸によ
り，TDP-43 の過剰状態が質的にも引き起こされていることを示した． 
最後に，マウス脊髄組織における

TDP-43 選択的スプライシングの抑
制と TDP-43 過剰発現について検討
した．11-12 週齢の雄のマウスに対
し，アンチセンス核酸を腰椎穿刺に
より髄腔内に注入し，その 7 日後に
脊髄組織を解析した．逆転写 PCR
法による解析では，アンチセンス核
酸#1 の投与により，選択的イントロ
ン 6A のスプライシング産物の減少
と非スプライシング産物の増加を
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認めた．定量 PCR 法による解析では，アンチセンス核酸#1 により TDP-43 mRNA の非スプライ
シング産物は平均 1.7 倍〜2.3 倍に有意に増加した．さらに，ウエスタンブロッティング法によ
る解析では，アンチセンス核酸#1 を投与することにより，TDP-43 蛋白量は平均 1.9 倍に有意に
増加した（前項図）．また，TDP-43 の標的 RNA である Pdp1 エクソン 1 の保持は有意に減少し
た．以上の結果により，マウス脊髄組織においても T DP-43 選択的イントロン 6A のスプライ
シングが TDP-43 の量調節に重要であること，またこの抑制により，個体レベルで中枢神経系
における内在性 TDP-43 を増加させることが可能であることが示された． 
アンチセンス核酸投与下で，35kDa の TDP-43 が，RIPA 可溶性画分，Urea 画分ともに増加し

た．このバンドは TDP-43 C 末断片であることが示唆された．そこで，この組織において，細
胞障害性を検討するために，プロアポトーシス蛋白である BIM の発現を検討した．アンチセン
ス核酸#1 の投与により BIM mRNA は有意に増加した．さらに，この BIM mRNA 量は，Urea
画分の 35kDa TDP-43 C 末断片の増加と有意な正の相関を示した．これらの結果は，選択的ス
プライシングの抑制により，TDP-43 の断片化と神経細胞障害が一連の機序により惹起されてい
ることを示唆する． 
生物学的パスウェイモデル作成ツールであるCellDesignerTMを使用しTDP-43の細胞内動態を

モデル化し，シミュレーションを行った．TDP-43 タンパク質の量に関係する各種パラメータを
変動させたときの核内 TDP-43 タンパク質の量は，その多くに対し頑健性を示した．一方で，
TDP-43 タンパク質の易凝集性，断片化の亢進，核輸送の障害，自己制御機構の破綻には脆弱性
を示した．これらの障害により，核内 TDP-43 タンパク質量の減少，凝集・断片化の増加， mRNA
の異常増加といった病的状態が持続的に引き起こされる事が示された．さらに，この異常状態
が TDP-43 mRNA の発現量を抑制することにより，正常化しうることが示された．この in silico
モデルは，我々の患者脊髄前角細胞での結果を支持し，TDP-43 病理の形成と維持には，TDP-43
の頑健な自己制御機構の背後に潜む脆弱性が関与していることが予測された．  
これらの結果は，この内在性 TDP-43 過剰発現モデルが，ALS 病態を模倣している可能性を示

す．TDP-43 の断片化は ALS 罹患組織で観察される重要な生化学的指標であり，これを遺伝子
に改変を加えないマウスで再現したことは極めて重要である．今後，より長期に観察し，運動
神経症状，核内 TDP-43 の消失と細胞質内の封入体形成，運動神経細胞死の有無を検証し，モ
デルとしての適正を検討する必要がある． 
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