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研究成果の概要（和文）：核内蛋白であるTDP-43は，筋萎縮性側索硬化症(Amyotrophic lateral sclerosis,ALS)発症
に大きく関与している．TDP-43は，Cajal小体，GEM小体，PMLなど種々の核内小体と共局在することが報告されている
．本研究では，ALS症例の脊髄運動神経内のGEM小体が，正常コントロールより減少しているが，GEM小体の容積は変化
していないことを明らかとした．また，ALS症例において核内TDP-43の有無にかかわらず，GEM小体数に違いはなかった
．このことから，ALSでは，TDP-43の機能異常によりGEM小体の形成異常を引き起こしていると考えられる．

研究成果の概要（英文）：TAR DNA binding protein of 43 kDa (TDP-43) is a nuclear protein and plays an 
important role for onset of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). TDP-43 has been reported to associate 
with some nuclear bodies: Cajal body, GEM body, and PML. Therefore,I studied association between TDP-43 
and GEM body in ALS pathology. The number of GEM bodies decreased in spinal motor neurons with ALS than 
those with normal; the volume of GEM bodies was not different between spinal motor neurons with ALS and 
normals. Moreover, the number of GEM bodies was similar between spinal motor neurons with and without 
nuclear TDP-43. These results suggest that decreased number of GEM bodies may be caused by dysfunction of 
TDP-43 in ALS.

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症(amyotrophic lateral 
sclerosis,ALS)は，発症原因が不明であり，
有効な治療法が確立していない致死性の神
経変性疾患である． ALS 病理で特徴とされる
運動神経内のユビキチン陽性封入体の構成
蛋白が Transactive response DNA binding 
protein of 43 kDa(TDP-43)であることが，
2006年に明らかとなった(NeumannらScience 
2006, Arai ら Biochem Biophys Res Commun 
2006)．これ以降，ALS の病態研究は飛躍的に
進んでいる． 
 TDP-43 は核内蛋白であり，正常細胞におい
ては核小体やCajal小体などの核内小体と共
局在をしている(Proc Natl Acad Sci USA 
2002)．一方，ALS 患者において，細胞質内に
TDP-43 陽性封入体を形成した運動神経細胞
では，正常細胞で認める核内 TDP-43 が消失
している(Neumann ら Science 2006, Arai ら
Biochem Biophys Res Commun 2006)．このこ
とから，ALS 発症の機序の仮説として，TDP-43
の機能の喪失が TDP-43 と相互作用する核内
小体に何らかの影響を与え，それが運動神経
細胞死に繋がっている可能性がある． 
 申請者は上記仮説のもと，平成 22 年，23
年の科学研究費補助金事業で「Cajal 小体に
着目した ALS 病態メカニズムの解明」のテー
マで研究を実施し，ALS の脊髄前角細胞にお
いて核内小体のうちCajal小体がコントロー
ルと比較して減少していることを明らかと
した．そのため，ALS 病理において他の核内
小体にも影響がでている可能性がある．そこ
で今回は，GEM 小体に注目した． 
GEM 小体は，SMN(survival motor neuron)
蛋白，および Gemin 蛋白と複合体を形成し，
mRNA のスプライシングに必要な small 
nuclear RNAの成熟に必須の場となっている．
また SMN をコードする遺伝子変には，ALS と
類似する運動神経疾患を起こす spinal 
muscular atrophy の原因遺伝子でもある． 
 今回は，ALS 病理において GEM 小体の数，
容積に影響が出ているか否かを明らかとす
るため，培養細胞およびヒト脊髄剖検検体を
用いて研究を実施した． 
 
２．研究の目的 
ALS症例の運動神経細胞内では核内TDP-43
の機能喪失により、核内小体の一つである
GEM 小体に何らかの機能異常が起こっている
ことを証明し、ALS の運動神経死の機序を明
らかにする 
(1)培養細胞でTDP-43の発現抑制を行い，GEM
小体数が変化するかを明らかにする． 
(2)ALSの脊髄前角細胞のGEM小体数や容積に
異常が起こっているかを明らかにする． 
 
３．研究の方法 
(1)TDP-43 発現抑制細胞における GEM 小体数
の解析 
 核内小体の解析で広く使用されている

HeLa 細胞を使用した．TDADBP 遺伝子の siRNA
を LipofectamineRNAiMAX(Life 
Technologies)を用いて 2回トランスフェク
ションして，TDP-43 の発現を抑制した．細胞
を固定後，抗体 TDP-43 抗体
(10782-1-AP,ProteinTech)および抗体SMN抗
体(610646,BD Transduction Laboratories)
を 1 次抗体として，Alexa Fluor488 rabbit 
anti-mouse IgG(Life Technologies)および
Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG を 2
次抗体として 2重免疫染色をした．TDP-43 蛋
白の発現抑制は，TDP-43 の免疫染色で確認し
た．コントロール 200 細胞，TDP-43 発現抑制
細胞200細胞を共焦点レーザー顕微鏡で検鏡
し，1細胞当たりの GEM 小体数をカウントし
た． 
 
(2)TDP-43 発現抑制細胞における SMN 蛋白量
の解析 
 前述の通り TDP-43 発現を抑制した細胞を
RIPA バッファー(25mM Tris-HCl, pH7.6, 
150mM NaCl, 1% NP-40, 1%デオキシコール
酸,0.1%ドデシル硫酸塩)とプロテアーゼ阻
害剤カクテル(Sigma)を用いて回収し，上清
をアガロースゲル電気泳動し，前述の抗
TDP-43 抗体，抗 SMN 抗体を用いて蛋白を検出
した．蛋白量は，抗アクチン抗体(Santa Cruz)
で補正した． 
 
(3)ALS症例の脊髄前角細胞中のGEM小体数お
よび体積の解析 
 弧発性 ALS5 症例，TARDBP 変異
(p.Gln343Arg)の家族性 ALS1 症例，SOD1 変異
(p.Asp101Tyr)の家族性 ALS1 症例，およびコ
ントロール 5症例の脊髄(腰髄),6μm厚切片
を抗 TDP-43 抗体，抗体 SMN 抗体で二重免疫
染色し，共焦点レーザー顕微鏡で検鏡した．
ぞれぞれで 1細胞中の GEM小体の数をカウン
トした．また画像を解析ソフト
Imaris(BitPlane)で 3次元再構成を行い，GEM
小体の容積を計測し，それぞれ比較した． 
 
(4)統計解析 
 ALS とコントロールとの比較は，
Mann-Whitney’s U test で比較した．統計解
析は，IBM SPSS Statistics version22 を用
いて解析し，p<0.05 を統計学的有意とした． 
 
 
４．研究成果 
(1)TDP-43 発現抑制による GEM 小体の影響 
 TDP-43 の発現抑制の有無により，細胞中の
GEM 小体数が変化するか否かを明らかとする
ため，HeLa 細胞および TARDBP 遺伝子の siRNA
を用いて，1細胞中のGEM小体数を比較した．
TDP-43 抑制細胞は，1.54±0.93(平均±標準
偏差)/細胞，コントロールは，2.97±0.12/
細胞であり，TDP-43 の発現が低下すると，GEM
小体数が減少した(p<0.01). 
 



(2)TDP-43 発現抑制による SMN 蛋白量の検討 
 前述の培養細胞を用いて，TDP-43 発現抑制
による SMN 蛋白量の変化を検討した．ウエス
タンブロットでは，TDP-43 の発現抑制を行う
と，SMN 蛋白量が著明に減少した． 
 
(3)ALS 脊髄前角中の GEM 小体数の検討 
 ALS 病理で最も変性が起こる脊髄前角細胞
中の GEM 小体の変化を検討するため，弧発性
ALS5 症例，およびコントロール 5症例の脊髄
前角細胞のGEM小体数および容積を比較した．
ALS5 症例での GEM 小体数は，3.25±1.40/細
胞，コントロールは 11.05±2.14/細胞であり，
ALS では明らかに減少していた(p<0.05)． 
 また，TARDBP 変異 ALS においても，
2.67±0.50 と GEM 小体数は減少していたが，
SOD1 変異症例では，14.33±1.90 と GEM 小体
の減少を認めなかった． 
ALS 病理において，核内 TDP-43 の有無によ
るGEM小体数に変化があるか否かを明らかと
するため，TDP-43 陽性細胞質内封入体の有無
で，GEM 小体数を比較した．GEM 小体数は，
TDP-43 陽性細胞質内封入体ありは 3.03 ± 
1.40/1 細胞，細胞質内封入体なしは 3.02 ± 
1.99/1 細胞であり，細胞質内封入体の有無に
よる GEM 小体数に有意差を認めなかった． 
ALS とコントロールで，GEM 小体の容積に
違いがあるか否かを明らかとするため，共焦
点レーザー顕微鏡で得られた画像を3次元再
構成し，１GEM 小体あたりの容積を比較した．
ALS 症例は，0.60±0.20/μm3，コントロール
症例は 0.67±0.32/μm3であり，容積に変化
はなかった． 
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