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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）患者の運動ニューロンにはTAR DNA-binding protein of 
43 kDa(TDP-43)の過剰な蓄積がある.TDP-43が凝集に関与する遺伝子を同定することを目的に、Haploid cell 
lineにCRISPRおよび認識配列を含むレンチウイルスライブラリーをを感染させることで遺伝子破壊を行なった。
TDP-43のC末にeGFPを融合して発現させ、eGFPのシグナルが増強している細胞をセルソーターで単離し、次世代
シーケンサーによりシークエンスを行い、TDP-43凝集に関わる遺伝子として約３０個の遺伝子を同定した。
　

研究成果の概要（英文）：Aggregates of TAR DNA-binding protein of 43 kDa(TDP-43)are characteristic in
 motorneuron in amyotrophic lateral sclerosis. To identify genes influencing TDP-43 aggregate 
formation, we infected lentivirus from the library with CRISPR and the recognition sequence and 
destroy genes. We expressed TDP-43 with eGFP and isolated cells with enhanced signals by cell 
sorter. We sequenced DNA extracted from cells by next-generation sequencer, and identified 30 genes 
as TDP-43 aggregate formation related.

研究分野：神経内科学

キーワード： TDP-43　筋萎縮性側索硬化症
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1. 研究開始当初の背景 
 神経変性疾患である筋萎縮性側索硬化症
（ALS）患者の残存した運動ニューロンには
TAR DNA-binding protein of 43 kDa 
(TDP-43)の過剰な蓄積があることが報告さ
れている。また前頭側頭型認知症(FTLD)にお
いても TDP-43の蓄積が認められ、現在では
ALS-FTLDスペクトラムとして、一連の疾患
群として考えられるようになった。TDP-43
遺伝子の変異により、ALS,FTLDまたはその
合併が起こることが知られている。一方で、
孤発性 ALS の９０％以上が TDP-43 の封入
体を持つが、その蓄積のメカニズムに関して
は、不明なところが多い。 
 
２．研究の目的 
  本研究ではヒト一倍体細胞に遺伝子トラ
ップ法を用いてTDP-43が凝集に関与する遺
伝子を検索・同定することで TDP-43が凝集
する過程・メカニズム・病的意義を解明し、
未だ解明されていない ALS の病態解明へと
展開するための研究盤を確立することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
  ①蛍光蛋白の付加された TDP-43 発現
Haploid cell line の樹立 
細胞内の蛋白質の局在を明らかにする方法
としては免疫組織化学で染色して観察する
方法や、目的の蛋白質に蛍光蛋白を付加して
発現させ蛍光顕微鏡で観察する方法がある。
本研究では生きた細胞内での TDP-43 の局在
や凝集の変化の観察を目的とするため、蛍光
蛋白の付加された TDP-43 発現 Haploid cell 
line の樹立を行う。Haploid cell は、既に
ゲノムの殆どの領域で、一倍体になっている
ことが知らている Hap1 cell を用いる。 
②遺伝子トラップウイルスベクターの作成 
遺伝子トラップ法は、トラップベクターをラ
ンダムにゲノムに挿入することによって、不
特定多数の遺伝子の機能を不活化する方法
である。本研究では遺伝子トラップカセット
が内在性遺伝子内に挿入された場合に、その
ポリ A シグナルを利用して 、CAG プロモー
ターにより eGFP を発現すると同時に内在性
遺伝子を破壊するジーントラップ用のレト
ロウイルスベクターを作成する。目的の細胞
がウイルスベクターに感染すると、レトロウ
イルスの逆転写酵素により eGFP とポリ A 付
加シグナルをつないだカセットが内在性の
遺伝子座にランダムに組み込まれ、内在性の
プロモーターにより eGFP が発現する。蛍光
蛋白遺伝子を発現している細胞は、すべてレ
トロウイルスが内因性の遺伝子近傍に挿入
され、内因性の遺伝子に変異をおこした細胞
となっている。eGFP の発現を見ることで遺伝
子トラップカセットが遺伝子に挿入された
細胞を鑑別することが可能となる。 
 ③遺伝子トラップ法を用いてTDP-43の凝集
した細胞の分離法の確立 樹立した蛍光蛋

白の付加された TDP-43 発現 Haploid cell 
line に遺伝子トラップウイルスベクターを
感染させることでランダムな遺伝子破壊を
行う。遺伝子トラップカセットが挿入され、
同時にカセット内の eGFP 遺伝子が発現して
いる細胞において TDP-43 の凝集の有無、局
在の変化があるかどうかの観察を行う。
TDP-43 の凝集が存在する細胞をセルソータ
ーまたは Incell analyzer のような画像解析
装置を用いて、分離する。 
④遺伝子トラップカセットが挿入され破壊
された遺伝子の同定 遺伝子トラップカセ
ットの挿入により TDP-43 の凝集、局在の変
化が起きた細胞のどこに遺伝子トラップカ
セットが挿入されているかを検索し、破壊さ
れた遺伝子の同定を行う。細胞の遺伝子に挿
入された遺伝子トラップ部にプライマーを
設計し、次世代シーケンサーを用いてディー
プシークエンスを行い破壊された遺伝子を
同定する。 
⑤同定された遺伝子の機能解析 同定され
た遺伝子が真に TDP-43 凝集に関与している
のか確認を行う。small hairpin RNA を用い
て目的の遺伝子をサイレンシングし細胞や、
CRISPR-Cas9 等の遺伝子改変技術を用いて目
的の遺伝子をノックアウトした細胞を作成
する。作成した細胞内で TDP-43 が凝集する
かの確認を行い、どのような機序で TDP-43
の凝集が起こるのかを解明する。また、同定
された遺伝子は、ALS の原因遺伝子となる可
能性が高いので、候補遺伝子として ALS 患者
検体をスクリーニングする。 
 
４．研究成果 
 本研究では生きた細胞内での TDP-43 の
局在や凝集の変化の観察を目的とするため、
蛍光蛋白の付加された  TDP-43 発 現 
Haploid cell line の樹立を行なった。
Haploid cell は、Hap1 cell を用いた。 
蛍光蛋白は mCherryred を TDP-43 の C 末に
付加した。 
 遺伝子トラップ法は、トラップベクターを
ランダムにゲノムに挿入することによって、
不特定多数の遺伝子の機能を不活化する方
法である。 本研究では遺伝子トラップカセ
ットが内在性遺伝子内に挿入された場合に、
そのポリ A シグナルを利用して 、CAG プロ
モーターにより GFP を発現すると同時に内
在性遺伝子を破壊するジー ントラップ用の
レトロウイルスベクターを用いて実験をお
こなったが、効率に問題があることがわかっ
た。そこで、CRISPER ライブラリーによるノ
ックアウトを目指すことにした。 
 Haploid cell line に CRISPR および認識配
列を含むレンチウイルスライブラリーを感
染させることでシステマティに遺伝子破壊
を行なった。ライブラリーは、Addgene から
購入し、各遺伝子に対して３箇所の認識配列
を含むよう作製されている。TDP-43 の C末に
eGFP を融合して発現させ、eGFP のシグナル



が増強している細胞をセルソーターで単離
した。単離した細胞をさらにセルソーターで、
再分離後、回収した細胞から DNA を単離し、
認識配列部位を増幅後、次世代シーケンサー
によりシークエンスを行い、遺伝子の特異的
な認識配列を同定した。１つの遺伝子に関し
て、２つ以上の認識配列を含む遺伝子を
TDP-43 凝集に関わる遺伝子として、選別した
ところ、約３０個の遺伝子を同定した。 
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