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研究成果の概要（和文）：孤発性ALSと同様のTDP-43病理を示す疾患であるC9FTD/ALSの遺伝子が同定された．見いださ
れた原因遺伝子は非翻訳領域のGGGGCC配列の増大であった．このような非翻訳領域のリピート病の病態機序は，スプラ
イシングの乱れで説明されている．そこで，C9FTDALSに於けるTDP-43のスプライシングを検討した．リその結果、GGGG
CC配列に結合する複数のRNA結合タンパクを同定した．しかし，それがTDP-43の自己調節には大きな影響を与えていな
いと結論した．TDP-43病理像との関係は，TDP-43を介さない他の系を介したものである可能性が考えられた．

研究成果の概要（英文）：Expansion of a GGGGCC (G4C2) repeat in the first intron of C9ORF72 is the most 
common cause of familial frontotemporal lobar degeneration and amyotrophic lateral sclerosis (FTLD/ALS). 
TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43), encoded by TARDBP, is a major component of neuronal cytoplasmic 
inclusions, which are observed in affected neurons in patients with ALS. TDP-43 pathology is also 
observed in patients with the G4C2 repeat expansion. We have hypothesized that the repeat expansion might 
cause dysregulation of the alternative splicing of TDP-43 mRNA. We generated (G4C2)9 repeats as a normal 
control or (G4C2)82 repeats expression vectors and identified binding proteins. We transfected these RBPs 
siRNA into HEK293T cells and analyzed the TDP-43 alternative splicing. We performed in-situ hybridization 
and immunofluorescent double staining analysis using HEK293T cells. We found two G4C2 binding RBPs. 
However, we could not observe these proteins co-localized with (G4C2)82 repeats foci.
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１．研究開始当初の背景 

2006年秋 TAR DNA binding protein-43 
(TDP-43)と ALSとの関連が報告され，ALS
の病態研究のブレークスルーとなった．申請
者は家族性 ALS（FALS）にて，TDP-43遺
伝子変異を見いだした．時期を同じくして複
数のグループから TDP-43 変異を伴う ALS
が報告され ALSでの TDP-43の重要性は確
立された．ALSの新規原因遺伝子として
RNA代謝に関わるTDP-43や FUSが同定さ
れた．この事から，ALSの病態に RNA代謝
が関与する可能性が論じられている．しかし，
その分子病態機序は不明である．一方，孤発
性 ALS（SALS）と同様の TDP-43病理を示
す疾患である C9FTD/ALS (Frontotemporal 
Dementia and/or ALS)の遺伝子が同定され
た．本疾患は，創始者効果が指摘され，アジ
ア系人種での存在は不明であった．我々は本
疾患が本邦でも認められることを明らかに
した．本症は病理学的にも SALSに類似し， 
TDP-43変異による ALS10と同様に，SALS
と同一の病理像を示す遺伝性 TDP-43 
proteinopathyであり， SALSの病態との関
連が推察されていた． 

見いだされた原因遺伝子は非翻訳領域の
GGGGCC配列の増大であった．欧州のFALS
で最多で，かつ孤発性 ALSにおいても 10%
前後認められることが報告された．このよう
な非翻訳領域のリピート病の病態機序は，筋
緊張性ジストロフィー症，脆弱 X症候群にて
明らかにされており，スプライシング因子が，
増大した繰り返し配列部に結合することに
より，スプライシングの乱れが起こることで
説明されている．このようなリピート病の病
態機序は，筋緊張性ジストロフィー症，脆弱
X症候群にて明らかにされており，スプライ
シング因子のリピート部への結合により，そ
の量的減少を来し，特定の遺伝子にスプライ
シングの乱れを引き起こすと説明されてい
る．当然 C9FTD/ALSでも同様の病態が想定
される．GGGGCC配列の増大によるTDP-43
病態の存在は，C9FTD/ALSと SALSの間に
スプライシング因子を介した関係が存在す
ることを推察させる．一方，我々は TDP-43
が多様なスプライシング体を持つことを明
らかとしてきた． 

２．研究の目的 

C9FTDALSでは，スプライシング因子を
介しTDP-43のスプライシングに影響を及ぼ
し TDP-43病理を呈すると推察した．本研究
申請では，この増大配列に結合するスプライ
シング因子を同定し，その減少が TDP-43に
与える影響を明らかにし，SALSにおける
TDP-43の蓄積機序 スプライシングの乱れ
の原因の手がかりを探り，両者の病態機序を
繋げることを目的とする． 

３．研究の方法 

C9FTD/ALS患者 DNAを鋳型として，
PCR法により GGGGCCクローンをもつ断
片のクローニングを作成した．得られたクロ
ーンから発現した RNAに対して結合する蛋
白質を SDS-PAGEにて分離･展開した後に
LC-MS/MSによる分析を行い，結合蛋白質を
同定した．さらに配列から結合が強く疑われ
る因子については，生成した RNAを用いた
pull-down assayにてその結合の有無を検討
した．さらに，同定されたスプライシング因
子について，その欠乏下で TDP-43のスプラ
イシングが変化するかを検討した．スプライ
シングは，TDP-43のエクソン 6のスプライ
シングを in vitro で検討しうるミニジーン
コンストラクも用いた．またスプライシング
因子は siRNA法にて減少させた．  

４．研究成果 

 まず，我々は，GGGGCC繰り返し配列
を有するクローンを作製し正常域を超えた
100リピート以上の繰り返し配列をもつ断片
のクローニングに成功し，現時点で最も長い
同領域のクローン化 DNAを得た．さらに，
本リピートを大腸菌にて安定して大量に調
整することを可能とした（下図）． 

 



得られたクローンから．得られた蛋白質を
SDS-PAGEにて分離･展開した後に，
LC-MS/MSによる分析を行い，結合蛋白質を
複数同定した(下図)．一方，既報から

GGGGCC配列に結合すると考えられたいく
つかのスプライシング因子である，SR蛋白，
hnRNP蛋白の発現ベクターを作成した． 

次にこれらの RNA結合タンパク質が
TDP-43 の量調節にどのように影響するか
を，GGGGCCを発現するプラスミドを
HEK293T細胞に導入して、内在性 TDP-43 
mRNAにて検討した.しかし，明らかな影響
を認めなかった．さらに，同定された RNA
結合蛋白の強制発現，siRNAによる発現抑制
実験でも，明らかな変化を認めることは出来
なかった（下図）．これらの結果から，
GGGGCCの増大配列特異的に結合する
RNA結合蛋白の同定には成功したが，それ
がTDP-43の自己調節には大きな影響を与え
ていないと結論した．TDP-43病理像との関
係は，TDP-43を介さない他の系を介したも
のである可能性が考えられた． 
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