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研究成果の概要（和文）：TDP-43 C末に存在する天然変性領域は、筋萎縮性側索硬化症（ALS）変異が集中する
領域として重要である。我々は、内在性TDP-43 C末領域の部分欠損マウス12系統を樹立し、C末を構成する4領域
（GaroS1、HP、Q/N、GaroS2）の機能的な相違を検討した。その結果、TDP-43の基本的機能（蛋白の安定性・マ
ウスの生存性）には、GaroS1からQ/Nまでが必須で、Q/Nの有無が蛋白としての安定性を劇的に改善させた。一
方、C末の前半部分（GaroS1-HP）欠損蛋白が細胞質のみに局在することから、この欠損領域が核移行を制御する
と想定していたが、むしろ核内繋留に必要な領域と推察された。

研究成果の概要（英文）：The long-disordered C-terminal region (CTR) of TDP-43 is a mutational 
hotspot and plays an important role in the molecular pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis. 
To elucidate the physiological function of CTR, we generated 12 mouse lines with various CTR 
deletions by genome editing and analyzed the functional diversity of the four segments of CTR 
(GaroS1, HP, Q/N, GaroS2). We found that the GaroS1-HP-Q/N segment is thought to be necessary and 
sufficient for mouse development and the presence of the Q/N-rich segment greatly restored the 
protein stability of TDP-43. On the other hand, TDP-43 lacking the GaroS1-HP segment was exclusively
 detected in the cytoplasmic fraction. Initially, we speculated that CTR contributed to nuclear 
import, but this cytoplasmic mis-localization was suspected to be due to insufficient nuclear 
retention.

研究分野： 実験動物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSは運動神経特異的な変性を特徴とする神経難病である。ALS病態に中心的な役割を持つ核蛋白がTDP-43であ
り、ALSの残存運動神経内では過剰なリン酸化を受けて凝集する。TDP-43は生体に必須の蛋白であるが、C末の天
然変性領域に起因する凝集性のため、ALS発症にも関与するという二面性をもつ。つまり病的な凝集を防ぎなが
ら、TDP-43の量および機能を適切にコントロールすることが、治療法開発に重要である。本研究は、TDP-43 C末
を構成する4領域の機能的な相違をマウス個体で解明した初の試みであり、TDP-43の凝集性や機能を制御するた
めの基礎的知見として、学術的および社会的にも意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動神経特異的な変性を特徴とする神経難病である。2006
年秋、孤発性 ALS に認められるユビキチン陽性封入体（skein-like inclusion）の主要な構成蛋
白として TAR DNA-binding protein 43 kDa（TDP-43）が発見された。その後、TDP-43 は ALS10
の原因遺伝子になることも報告され、ALS の発症機序において一次的な役割を担うことが明らか
となった。 
 
(2) ALS の最大の病理学的特徴は、TDP-43 の凝集体で、残存運動神経の細胞質に認められる。
TDP-43 は核-細胞質間をシャトルする蛋白だが、本来の局在は核である。つまり細胞質の異常集
積は、TDP-43 の核移行制御機構の解明が ALS 病態の真の理解に必要なことを意味する。TDP-43
は古典的核移行シグナル（NLS）を有し、インポーチン分子群の結合を介して核膜孔を通過する。
しかし申請者は、NLS が存在するにも拘わらず核移行しない変異型 TDP-43 を発現するマウスを
偶然発見した。この変異は ALS 変異が集中する TDP-43 C 末領域内に存在することから、C末領
域の生理的機能、特に TDP-43 の核移行制御機構に着目し、ゲノム編集技術を用いた遺伝子改変
マウス作成とプロテオミクス技術を融合させた計画を立案した。 
 
(3) TDP-43 C 末領域には、凝集性に関与するプリオン様ドメイン（PLD）が存在する。PLD は、
それ自身では特定の構造を取らない天然変性領域であるが、一般的に天然変性蛋白は、細胞内ネ
ットワークにおけるハブ蛋白として働き、翻訳後修飾により制御され、様々な立体構造をとる。
TDP-43 も例外ではなく、凝集した TDP-43 において、多くの翻訳後修飾（リン酸化、脱アミド、
酸化）が認められる。しかし核移行制御等の生理的機能と明確に関連付けられた翻訳後修飾の報
告がないことから、高感度質量分析技術を用いた翻訳後修飾の探索を一つのテーマとした。 
 
(4)研究開始直後の 2019年 7 月、TDP-43 C 末領域の全欠損（TDP-ΔC）マウスが報告された 1。
TDP-ΔC は不安定な蛋白となって分解され、ホモマウスは胎生致死となる。この結果は、C 末領
域が TDP-43 の核移行制御機構に加え、蛋白としての安定性にも関与することを意味する。C 末
領域は、そのアミノ酸配列特性から 4 つの領域（GaroS1、HP、Q/N、GaroS2）に分けられる。そ
こで各領域を欠損させたマウスを作成し、C末領域の機能的多様性を明らかにする計画も加えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、TDP-43 C 末領域の生理的機能の解明を介して ALS 病態に迫ることである。
生理的機能としては、TDP-43 の核移行制御機構に加え、蛋白としての安定性にも着目し、内在
性 TDP-43 C 末領域を標的とした部分欠損マウスの特性を比較することにより、上記 4 領域の機
能を明確にする。さらに高感度質量分析技術を用い、翻訳後修飾による制御機構を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) TDP-43 C 末領域の部分欠損マウスの作成と解析 
 研究開始前に作成し、本研究の端緒となった遺伝子改変マウスは、第 1世代のゲノム編集技術
である Zinc-Finger Nuclease（ZFN）を用いたもので、TDP-43 C 末領域の中央部（N345-Q346）
を標的とした部分欠損マウスである。この結果を発展させるため、CRISPR/Cas9を用い、C 末領
域の欠損長が異なる新しいマウスを作成した。C末を構成する 4領域、GaroS1（S273-S317）、HP
（I318-L340）、Q/N（A341-A366）、GaroS2（F367-M414）の領域間近傍を標的とし、CRISPR/Cas9
に必要な gRNA を 5 種類作成した。本研究では、Q/N-GaroS2 間（Y374）を標的とした gRNA およ
び Cas9蛋白をエレクトロポレーション法にて受精卵へ導入し、これにより新たに樹立した系統
を用いた。各マウス系統は、ホモマウスの生存性、TDP-43 の安定性と細胞内局在、TDP-43 mRNA
発現量を解析し、その特性を比較した。 
 
(2)ヒト TDP-43欠損コンストラクトを用いた解析 
 マウス個体から得られた結果を補完するため、EGFP融合ヒト TDP-43 と HeLa 細胞を用いた解
析を加えた。pEGFP-C3ベクターのクローニングサイト（XhoI/PstI）に野生型 TARDBP cDNA をつ
ないだクローンの提供を受け（新潟大学脳研究所・小野寺理教授）、これを PCR により改変して
コンストラクトを作成し、HeLa 細胞への一過性発現後、ウェスタンブロットにて TDP-43 の細胞
内局在を確認した。 
 
(3)高感度質量分析技術を用いた翻訳後修飾の探索 
 野生型マウスの大脳を用い、EzSubcell Extract (ATTO)により細胞質と核に分画後、ゲル内消
化とナノ液体クロマトグラフィー・質量分析計（Q-Exactive）により TDP-43由来のペプチド断
片を同定した。ゲル内消化以外に、TDP-43 特異抗体による免疫沈降法、天然変性蛋白を特異的
に沈殿させる Biotinylated isoxazole（b-isox）分画法を用いた濃縮もおこなった。 



 
４．研究成果 
(1) TDP-43 が蛋白として安定に発現・機能するために必要な領域の決定 
 ZFN および CRISPR/Cas9を用い、内在性 TDP-43 C 末領域の部分欠損マウス 12系統を樹立し、
各系統の特性を比較した。TDP-43 C 末領域の後半部分（Q/N-GaroS2 の大部分）を欠損させると、
Q/N-GaroS2欠損蛋白は不安定となり、ホモ
マウスが胎生致死となることから、TDP-43
の機能も喪失したと考えられた。一方、
GaroS2 のみを欠損させたマウスは正常に
発育し、野生型と GaroS2 欠損蛋白の発現
レベルに差がなかった。この結果から、
TDP-43 の基本的機能（蛋白の安定性・マウ
スの生存性）には、GaroS1 から Q/N 領域ま
でが必須であり、Q/N の有無が蛋白として
の安定性を劇的に改善させることが証明
された（図 1）。これは GaroS2 領域が非必
須領域であることを示す結果でもあるが、
GaroS2欠損マウスでは、TDP-43 mRNA量が
低下していることから、TDP-43 の生理的機
能の一つである量の自己調節機構に変化
があると考えられた。 
 
(2) TDP-43 の細胞内局在を制御する領域の確認 
 TDP-43 C 末領域の前半部分（GaroS1-HP の全領域）を欠損させると、GaroS1-HP欠損蛋白は安
定に発現するものの、生化学的解析では細胞質画分のみに集積し、TDP-43 の機能も喪失してい
た。この GaroS1-HP 欠損蛋白が、NLS が存在するにも拘わらず核移行しないと想定した TDP-43
である。この結果の再現性を確認するとともに、核移行制御の候補領域を狭めるため、欠損長が
異なる 3種のコンストラクト（dGaroS1、d261CTR、dCTR）を作成し、HeLa 細胞に導入した。ウェ
スタンブロットでは、マウスの結果と同様に 3種の変異型蛋白は細胞質画分に集積したが、生細
胞では核内に存在した（図 2）。この結
果は、細胞分画などの生化学的処理中に
急速に細胞質に移行する可能性を示す。
近年、TDP-43 が核内でも集積してアニ
ソソーム等の膜のない構造体を形成す
ること 2、さらに TDP-43 の核外移行が
受動拡散によることが報告された 3,4。
これらの報告を加味すると、TDP-43 C末
領域の欠損により核内での集積すなわ
ち核内繋留が不良になるため、生化学的
処理過程に伴い細胞質に移行する可能
性があると考えた。以上の結果から、
TDP-43 C 末領域は蛋白としての安定性
に加え、核内繋留に必要な領域であると
推察され、研究の方向性も核移行から核
内繫留へと変更した。 
 
(3) TDP-43 の翻訳後修飾の探索 
 野生型マウス大脳の細胞質および核分画を、10%ポリアクリルアミドゲルを用いて分離し、ト
リプシンを用いたゲル内消化と質量分析にてペプチド断片を同定したところ、TDP-43 のカバー
率は 41%と低かった。TDP-43 特異抗体による免疫沈降法を用いてもカバー率は 42%に止まり、両
者を合わせても 44%であった。天然変性蛋白を特異的に沈殿させる b-isox分画法を用いて TDP-
43 の濃縮を試みたが、回収率は〜1％程度、濃縮率は〜10倍程度と充分ではなかった。同定され
た翻訳後修飾は、脱アミドと酸化が中心で、蛋白老化という観点からは興味を持っているが、細
胞内局在と一致する翻訳後修飾は同定できなかった。さらにカバー率の向上を目指してキモト
リプシンなどの蛋白分解酵素も試みたが、上記(2)の結果から、翻訳後修飾が核移行を制御する
という仮説の誤りに気付き、研究の方向性を変更した。 
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図 1 TDP-43 C 末領域の機能的多様性 

図 2 生細胞における TDP-43 の細胞内局在 
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