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研究成果の概要（和文）：  

 ALS の原因遺伝子である TDP-43 は、ALS の病態に普遍的に関与していると考えられてい

るが、TDP-43 による運動ニューロン変性の分子機構は未だ不明である。 
 代表者は TDP-43 と相互作用する新規タンパク質 p47 を同定し、ALS 疾患由来の変異

TDP-43 との親和性が低下することを明らかにした。また、野生型 TDP-43 と疾患由来の

TDP-43 では、タンパク質の半減期が顕著に異なっており、疾患の発症年齢と負に相関してい

ることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 TDP-43 is one of a causative protein of amyotrophic lateral sclerosis (ALS), 

and generally related with the ALS pathology. The mechanism of motor neuron degeneration 

by TDP-43, however, is still unknown. 

 The representative of this study (I) identified p47 as a novel protein interacted 

with TDP-43. I elucidated that p47 interacts with not ALS-linked TDP-43 mutant proteins 

but wild-type. In addition, I clarified that the half-life of ALS-linked mutant TDP-43 

protein is longer than that of wild-type. Early onset of ALS correlates with increased 

stability of familial ALS-linked mutant TDP-43 proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
（国内外の研究動向） 
 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症  (Amyotrophic 
Lateral Scleosis; ALS)は、運動ニューロン
の変性による骨格筋の麻痺をきたす致死性の
神経変性疾患である。近年、ALS の約 90%をし
める孤発性 ALS および前頭側頭葉変性症 
(FTLD)において、病巣である運動ニューロン
の細胞質にユビキチン陽性の凝集体を形成し
ているタンパク質 TDP-43 (TAR-DNA binding 
protein)が同定された。また、TDP-43 のミス
センス変異が ALS 優性遺伝の家系や ALS 孤発
例の一部において同定された。このことから、
TDP-43は遺伝的背景の有無に関わり無く、ALS
の病態に普遍的に関与していると考えられて
いる。 
 ALSにおける TDP-43の病巣における異常蓄
積の意義は、アルツハイマー病におけるアミ
ロイド β やパーキンソン病における α シヌ
クレインの病的蓄積に相当する非常に重要な
ものであると考えられる。このことから、
TDP-43を手がかりとして、孤発性および家族
性 ALS の病態解明に向けた研究が国際的な競
争となっている。 
 

（学術的背景） 

 TDP-43は 414 アミノ酸からなり、多くの組

織・細胞で恒常的に発現しているタンパク質

である（図 1）。 

TDP-43のアミノ酸配列中には核内移行シグナ

ル（NLS）および核外移行シグナル（NES）の

両方が存在しており（図 1）、核と細胞質をシ

ャトルしていると考えられている。また、２

つの RNA 結合領域（RRM1, 2）と１つの Glyリ

ッチドメインを有している。細胞内での

TDP-43 の機能として、幾つかの遺伝子の

exon-skippingや mRNAの代謝に関与している

ことが報告されているが、詳細な機能は不明

である。アルツハイマー病における神経原線

維変化で見られる Tau タンパク質の異常リン

酸化と同様に、ALS の病巣で蓄積している

TDP-43も異常なリン酸化を受けていが、神経

細胞死に与える影響は不明のままである。 

 TDP-43の主要な局在場所は核であるのに対

し、ALS の病巣では細胞質に蓄積している。

このことから、効率よく核と細胞質間をシャ

トルすることが必須であると考えられる。現

在までに、TDP-43の局在化機構の詳細は明ら

かにされておらず、局在化機構の破綻が細胞

質における凝集体形成および細胞毒性に密接

に関係しており、ALS の病態へと繋がってい

るのではないかと考え、研究を開始すること

にした。 

 核-細胞質間を効率的にシャトルするため

には、TDP-43の局在を補助・制御する相互作

用タンパク質が存在するのではないかと考え、

培養細胞を用いて相互作用タンパク質の探索

を試みた。しかしながら、TDP-43は界面活性

剤に対する耐性が強く、免疫沈降、クロスリ

ンク等の的手法では相互作用タンパク質を同

定することが出来なかった。そこで、バイオ

インフォマティクスに基づいた遺伝学的・生

化学的な解析により、候補タンパク質 NSFL1c 

(p47)に同定し、このタンパク質に着目して研

究を進めることにした。 
 
２．研究の目的 
 p47 は、370 アミノ酸からなるタンパク質で、
主に核に局在しているが細胞質にも存在する。
神経変性疾患との直接的な関係は報告されて
いないが、家族性 FTLDの原因タンパク質の１
つである VCP と相互作用し、膜融合、核膜形
成、および ER-ゴルジ体の生合成に関わって
おり、極めて重要なタンパク質であるといえ
る。 
 TDP-43と p47との相互作用を確認するため
に、GST プルダウンアッセイを行ったところ、
野生型 TDP-43と p47との相互作用が確認する
ことができた（図 2）。一方、ALS 患者由来の
ミスセンス変異体 TDP-43 (A315T)と p47の相

互作用は、野生型と比較して 50%以上低下し
ていた（図 2）。ALS患者由来の TDP-43 変異体
と p47 の相互作用が弱まっているということ
は、p47も TDP-43と同様に ALSの病態に関わ
っている可能性を示唆している。そこで、『p47
による TDP-43の局在化機構を、生化学的手法
を用いて詳細に解析し、p47 の ALS 病態への
関与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 
(p47と TDP-43の相互部位の特定) 



 p47は N末端に UBA (Ubiquitin associated)
ドメイン、C 末端に UBX (Ubiquitin 
regulatory X)ドメインを持つ（図 3）。これ

らのドメインが TDP-43との相互作用に必要
か否かを検討し、相互作用に必要な領域を検
討する。また、p47と相互作用に必要な TDP-43
の領域を検討する。いずれも GSTプルダウン
アッセイにより検討を試みる。 
 
（野生型 TDP-43と ALS患者由来の変異体との
違い） 
 家族性 ALSおよび孤発性 ALSの患者から
TDP-43の変異が数多く特定されている。ALS
患者の病巣である運動ニューロンの細胞質に
TDP-43 が蓄積して、凝集体を形成しており、
リン酸化されていることが明らかにされてい
る。しかしながら、野生型 TDP-43 と比較し、
変異体が特異的に有する表現系は明確にされ
ていない。そこで、変異 TDP-43が特異的に有
する表現系を特定し、その表現系と p47の関
わりを明らかにすることを目標とする。 
 解析には、野生型 TDP-43 または家族性 ALS
患者由来の変異体 18種を発現する発現ベク
ターとマウス神経芽腫細胞株 Neuro2a を用い、
網羅的に解析することで、変異体特異的な表
現系を特定することを試みる。 
 
４．研究成果 
（相互作用部位の特定） 
 GST および His タグを付加した p47 を大腸
菌内で過剰発現し、Triton X-100 を含む緩衝
液を用いて大腸菌細胞の抽出液を調整後、
Co2+レジンを用いて精製した（図 4 (A)）。ま
た、V5 タグを付加した野生型 TDP-43 を一過
的に発現させた HEK293 細胞から RIPA バッフ
ァーを用いて細胞抽出液を調製した。p47 精
製標品と細胞抽出液を混合して反応させた後、
グルタチオンセファロースを用いてプルダウ
ンアッセイを行ない、抗 V5および GST抗体で
検出した（図 4 (B)）。 
その結果、TDP-43は p47の UBXドメインを介
して相互作用していることが明らかになった。
一方、GST および His タグを付加させた全長
TDP-43および欠失変異体を大腸菌で発現させ
て精製を試みたが、界面活性剤耐性の封入体
を形成し、精製することができなかった。尿
素を用いて変性条件下で精製後、リフォール
ディングさせて使用することを試みたが、リ
フォールディング後速やかに凝集したため、

解析を行なうことが不可能であった。これら
のことから、TDP-43の p47結合部位を特定す
ることが出来なかった。GST 融合 TDP-43の精
製条件を更に検討し、p47 との相互作用を決
定する必要があると考えている。 
 P47の UBXドメインは主要な cofactorであ
る VCP の結合部位である。VCP はタンパク質
分解やオルガネラの膜融合に重要なタンパク
質であり、最近、家族性 ALS の新規原因遺伝
子であるとの報告がされている。VCP と同じ
領域に TDP-43 が相互作用することを考える
と、何らかの生理的意義があり、その相互作
用の破綻が ALS 病態に影響しているのではな
いかと推測している。今後、p47と TDP-43の
相互作用に関して、p47の cofactorである VCP
も併せて詳細に解析することにより、p47 が
ALS の病態にどのように関与しているのかを
更に検討して行きたいと考えている。 
 
（変異体特異的に見られる表現系の探索） 

 はじめに、変異の導入により局在とリン酸

化修飾などの翻訳後修飾に影響を及ぼすか否

かを検討した。次に、凝集体形成能を比較す

るために、野生型 TDP-43と変異体の界面活性

剤に対する溶解度を検討した。その結果、

TDP-43への変異の導入は、局在や翻訳後修飾

に影響を及ぼさないだけでなく、界面活性剤

に対する溶解度にも有意な変化は見られなか

った。さらに、TDP-43 の機能に着目し、

exon-skipping活性および mRNA制御活性をモ

ニターできるプラスミドを構築し、野生型と

の活性を測定した。その結果、exon-skipping

活性は野生型と変異体での差は見られなかっ

たが、全ての変異体で mRNAの制御活性に低下

が見られた。 

 変異 SOD1 において、タンパク質の半減期が

短いものほど毒性が高く、疾患の罹病機関が

短い。変異 TDP-43は半減期が長くなっている

ことを示唆する報告があるが、疾患の発症や

罹病機関との相関がとれておらず、TDP-43の



半減期が疾患に関与しているか否かは不明の

ままである。そこで、新規合成された野生型

および変異 TDP-43 を、メチオニンアナログ

AHA（L-azidohomoalanine）で標識した後、AHA

を Click 反応により PEG-ビオチンで修飾し、

ストレプトアビジンで検出するパルス-チェ

イス実験法を確立させ、TDP-43の半減期を決

定した。興味深いことに、変異 TDP-43 の半減

期は野生型よりも長く（図 5）、ALS の発症年

齢と負に相関していた。一方、半減期と罹病

期間には相関は見られなかった(図 6)。 

 野生型 TDP-43と変異体では、タンパク質の

半減期に顕著な差が見られたことから、タン

パク質の安定性が疾患の発症の鍵であると考

えられる。そこで、低分子化合物（Shield1）

の添加により、タンパク質の安定性を制御で

きる FK binding proteinの不安定化ドメイン

の変異体をタグ（DD tag）として TDP-43に融

合させた発現ベクターを構築した（図 7）。 

このベクターを利用し、Shield1 の添加によ

り細胞内で TDP-43 を特異的に安定化させ、蓄

積させることを試みた。その結果、TDP-43の

切断、界面活性剤に対する溶解性の低下、お

よび mRNA 制御活性の低下が見られた。また、

TDP-43の蓄積により、細胞内のプロテアソー

ム活性の低下と、細胞死が認められた。TDP-43

の安定化により惹起される生化学的異常は、

ALS病巣における TDP−43の生化学的特性と一

致する点が多く、TDP-43の安定化が ALS発症

の最も重要な要因であることを示唆している。

以上一連の解析成果を論文としてまとめ、現

在、投稿している所である。 

 
 本研究により、新規性のある以下二つのこ
とを明らかにした。 
1) TDP-43 に変異が導入されると p47 との相
互作用能が低下する。 
2) 変異 TDP-43 は細胞内でのタンパク質半減
期が長く、ALS の発症年齢と負に相関してい
る。 
p47は野生型 TDP-43との親和性が高いことか
ら、TDP-43の安定性に関与している可能性が
考えられる。半減期の長い変異 TDP-43 ほど疾
患の発症が高いことから、p47が TDP-43との
相互作用することで、TDP-43 の安定性を制御
しているのであれば疾患の発症に影響を及ぼ
しているということが出来る。しかしながら、
p47が TDP-43と相互作用の分子機構および生
理的意義を検討することができず、p47の ALS
病態への関与を結論づけることが出来なかっ
た。 
 p47 と TDP-43 の相互作用が TDP-43 の半減
期に与える影響を検討した上で、相互作用の
分子機序と生理的意義を明らかにすることが、
今後の課題であると考えている。 
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