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研究成果の概要（和文）：認知症などの神経変性疾患において、脳内の細胞における異常タンパク質の蓄積は広
くみられる現象であることから、神経細胞変性の原因ではないかと考えられる。TDP-43は筋萎縮性側索硬化症
（ALS）や前頭側頭葉変性症（FTLD）などで神経細胞において異常凝集が観察されており、これらの疾患の原因
と思われる。本研究では試験管内で合成したTDP-43タンパク質から異常凝集体を形成し、ヒト神経線維芽細胞
SH-SY5Y細胞株において異常TDP-43凝集体の蓄積過程を詳細に観察することができた。また、蓄積したTDP-43が
患者脳と同様に異常リン酸化されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In neurodegenerative diseases, accumulation of abnormal proteins in cells in
 the brain is a widespread phenomenon and is considered to be the cause of neuronal degeneration. 
Abnormal aggregations of TDP-43 are observed in neurons of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 
patients and frontotemporal lobar degeneration (FTLD) patients, thus, these aggregations may be the 
cause of these diseases. In this study, abnormal aggregates were made from TDP-43 monomer 
synthesized in vitro, and the accumulation process of abnormal TDP-43 aggregates could be observed 
in detail in the human neurofibroblast SH-SY5Y cell line. We also found that accumulated TDP-43 is 
aberrantly phosphorylated in the same way as the patient's brain.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
筋萎縮性側索硬化症（ALS）や前頭側頭葉変性症（FTLD）などの神経変性疾患ではTDP-43というタンパク質が神
経細胞において異常に凝集していることが観察されており、これらの疾患の原因であると考えられる。本研究に
より試験管内で合成したTDP-43タンパク質の異常凝集によりヒト神経線維芽細胞において異常TDP-43凝集体の蓄
積を誘導することができた点は、これらの疾患の細胞モデルの確立へとつながり、学術的かつ社会的に意義が高
いものであると考えられる。今後、マウスなどの動物モデルに応用することにより、有効な動物モデルの確立
や、治療薬の開発への応用も期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

孤発性および家族性の筋萎縮性側索硬化症(ALS)では、神経細胞の細胞質における異常リン酸

化 TDP-43 タンパク質の凝集体形成は広くみられる病変である。このことから、細胞質における

TDP-43 タンパク質の凝集体形成は、ALS でみられる神経変性の原因である可能性が高いと考え

られる。しかし、本来核に局在するタンパク質である TDP-43 がどのようなきっかけで細胞質へ

と移行するか？細胞質でどのようにして凝集体を形成するか？凝集体の除去は行われているの

か？など多くの疑問点が残されている。 

 

２．研究の目的 

本来核内に局在する TDP-43 の細胞内挙動を詳細に解析し、どのようなきっかけで細胞質へと

移行し、凝集体を形成するのか？を明らかにすることを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 大腸菌を利用して全長のTDP-43タンパク質を非変性条件で発現・精製する。精製したTDP-43

タンパク質から線維状凝集体を形成する。 

(2) ヒト神経線維芽細胞SH-SY5Y細胞株において、N末端側にGFPを融合したTDP-43タンパク質を

発現するノックイン細胞株をゲノム編集技術を利用して作製する。また、N末端側にGFPを融合し

たTDP-43タンパク質を安定的に高発現するSH-SY5Y細胞株を作成する。 

(3) 作成したTDP-43タンパク質凝集体を様々な細胞株に添加し、細胞内へ取り込ませることに

より、シードとなりうるかを検討する。 

 

４．研究成果 

(1) 大腸菌で TDP-43 タンパク質を過剰発現するプラスミドを作成した。作成したプラスミド

を大腸菌 BL21(DE3)に導入し、タンパク質発現の条件を検討したところ、非変性条件下におい

て大量の TDP-43 タンパク質を発現する条件を見出した。TDP-43 タンパク質を大量発現してい

る大腸菌を溶解し、カラムを利用して高純度の TDP-43 タンパク質を大量に精製することができ

た。精製した TDP-43 タンパク質を、さまざまな条件下で凝集体の形成を促進させることにより、

様々な構造をもった TDP-43 タンパク質凝集体を形成することに成功した。 

(2) ヒト神経線維芽細胞 SH-SY5Y 細胞株において N末端側に GFP を融合した TDP-43 タンパク

質を発現するノックイン細胞株を CRISPR/Cas9 のシステムを利用してゲノム編集により作成し

た。作成した細胞株を蛍光観察することにより、GFP-TDP-43 タンパク質の細胞内での挙動を追

跡できることを確認した。また、N 末端側に GFP を融合した TDP-43 タンパク質を安定的に高発

現する SH-SY5Y 細胞株を、TALEN システムを利用したゲノム編集技術により作成した。 

(3) （1）で形成した TDP-43 タンパク質凝集体を蛍光色素によって標識し、（2）で作成した

GFP-TDP-43 ノックイン細胞株および GFP-TDP-43 高発現株に導入し、細胞内の GFP-TDP-43 の挙

動をタイムラプス顕微鏡を利用して継時的に解析したところ、導入した TDP-43 凝集体がシード

となり、細胞で発現している核内の TDP-43 タンパク質が細胞質へと移行し、凝集体を形成する

過程を経時的に観察することができた。免疫蛍光観察およびウエスタンブロッティングにより

解析したところ、この時、蓄積した TDP-43 は ALS 患者脳と同様に異常リン酸化されていること

が明らかになった。また、ゲノム編集をしていない SH-SY5Y 細胞株に野生型 TDP-43 を発現する

プラスミドを導入し、（1）で形成したTDP-43タンパク質凝集体を導入したところ、不溶性TDP-43

の蓄積が誘導されることが明らかとなった。また、この時蓄積した TDP-43 も異常リン酸化が起



きていることが明らかになった。この時、構造の異なる TDP-43 凝集体は異なる程度の不溶性

TDP-43 の蓄積を誘導することも明らかとなった。これらのことから、大腸菌から精製した

TDP-43 タンパク質がシードとなり細胞内に不溶性 TDP-43 の蓄積を誘導すること、また、その

時の TDP-43 が異常リン酸化されていることが明らかとなった。以上の結果から、TDP-43 が凝

集体を形成する機序は以下のように考察される。①何らかの理由で細胞内に TDP-43 の凝集体を

形成した異常細胞から細胞外へと TDP-43 の凝集体が放出される。②周辺の細胞が TDP-43 の凝

集体を細胞内へと取り込む。③取り込まれた TDP-43 が細胞質においてシードとなり、核内にあ

った正常な TDP-43 が細胞質に存在するシードへ取り込まれる。④取り込まれた TDP-43 が細胞

質において凝集体を形成し、異常リン酸化がされる。 

本研究により試験管内で合成した TDP-43 タンパク質の凝集体によりヒト神経線維芽細胞に異

常 TDP-43 凝集体の蓄積を誘導することができ、その凝集過程を詳細に観察することができた。

これらの結果は、TDP-43 の異常凝集を伴う神経返済疾患の細胞モデルの確立へとつながり、学

術的かつ社会的に意義が高いものであると考えられる。今後、マウスなどの動物モデルに応用

することにより、有効な動物モデルの確立や、治療薬の開発への応用も期待できると考えられ

る。 
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