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緒緒  言言  

 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動ニューロン特異的な脱落により呼吸機能を含む運動機能を全廃に至らしめる最

も悲惨な神経変性疾患の一つである。神経変性疾患患者の死後組織において、封入体の沈着がたびたび確認され、疾患

の病態生理と密接に関連すると考えられてきた。ALS 患者の運動ニューロンにおいても同様にこの特徴的病理所見が

観察されるが、9 割以上のALS 患者において、封入体にTDP-43 が含まれていることが明らかとなった［1］。家族性

および孤発性ALS症例の両方においてTDP-43遺伝子変異の報告があるものの、ALS症例全体に占める割合はわずか

数％である［2］。なぜTDP-43遺伝子変異を持たない大多数のALS患者の運動ニューロンにおいてTDP-43の異常沈

着に至るのか、分子メカニズムは未だ不明である。TDP-43 は標的RNA のスプライシングを調節するRNA 結合タン

パク質であるが、近年、ALS の 90％以上を占める孤発生 ALS 患者の脳内においてTDP-43 スプライシング機能の低

下が検出された［3］。よって、原因遺伝子変異の有無に関わらず運動ニューロンの脱落が起こるまでの過程において、

共通してTDP-43の機能異常が関与することが強く疑われる。 
我々のこれまでの研究において、生理的に発現するTDP-43スプライスバリアントの一つ（TDPsv-1）が、全長TDP-

43（正常型 TDP-43）のスプライシング機能をドミナントネガティブに阻害することを見出した（未発表）。TDPsv-1
は C 末端側の配列が欠落しており、代わりに全長 TDP-43 にはないアミノ酸配列を有している為、同特異的配列に対

する抗体を作製し孤発性 ALS 患者の脊髄運動ニューロンにおける局在解析を行った。その結果、患者群において

TDPsv-1の有意な核内貯留を認めた（未発表）。しかし、TDPsv-1の核内貯留による神経細胞死との関与やTDP-43の

スプライシング機能阻害メカニズムの詳細は不明である。 
そこで本研究では、TDPsv-1 の神経毒性の有無および正常型TDP-43 機能阻害の分子生物学的メカニズムの 2 点を

明らかにすることを目的とした。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．TTDDPPssvv--11にによよるるスストトレレスス顆顆粒粒形形成成へへのの影影響響  
ストレス顆粒（SGs）とは、細胞の防御反応として細胞内に可逆的に形成されるRNA-タンパク質複合体である。SGs

は酸化的ストレス、ヒートショックや浸透圧ストレス等の細胞ストレスにより形成が促進されるが、ALS などの神経

変性疾患においてSGs 恒常性の破綻が示唆されている［4］。そこで、本研究ではTDPsv-1 が SGs の形成に影響する

か検証した。N末端側にFLAGタグが融合したTDPsv-1の発現コンストラクトを作製し、HeLaS3細胞に過剰発現さ

せたところ、SGs マーカーG3BP1 陽性の細胞質内顆粒を認めた（図 1a）。この細胞質 SGs の陽性率を全長 TDP-43
（TDP-FL）、TDPsv-1とは別のTDP-43スプライスバリアントであるTDPsv-2発現細胞と比較したところ、TDPsv-
1では有意なSGs陽性率の上昇を認めた（図1b）。さらに、SGs陽性細胞においてFLAG-TDPsv-1が核内に顆粒状に

局在するパターンの占める割合が多い傾向であった。このことから、TDPsv-1 の核局在は細胞にとってストレス状態

とみなされ、SGs形成を促進することが示唆された。 
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図1．TDPsv-1によるストレス顆粒形成の促進 
a） FLAG-TDPsv-1（マゼンタ）を過剰発現させたHeLaS3細胞におけるG3BP1陽性

SGs（緑）。核はHoechst（青）で示した。矢頭および矢印は、SGs形成細胞および

非形成細胞をそれぞれ示した。スケールバーは10μm。 
b） FLAG陽性細胞100個中のG3BP1陽性SGsの陽性率。ANOVA解析の後、Tukey

の多重比較検定を行った（N=3（各群につき300個のFLAG陽性細胞）、平均値±

SEM、*P＜0.05、**P＜0.01）。 
 
22．．iiPPSS細細胞胞由由来来ニニュューーロロンンににおおけけるるTTDDPPssvv--11のの神神経経毒毒性性のの検検討討  

TDPsv-1の神経毒性の有無を検証する為、健常ヒト iPS細胞由来ニューロン（iNeurons）を作製し［5］、レンチウ

イルスを用いて TDPsv-1-Venus を過剰発現させた（TDPsv-1-iNeurons）。TDPsv-1-Venus の導入より 3 日後および

7日後において、細胞死マーカーの一つである cleaved caspase-3（CC3）の陽性率を検証した。対照群として、蛍光タ

ンパク質Venus単独およびTDPsv-2-Venusを発現させた群と比較した。その結果、レンチウイルス感染後3日後およ

び 7 日後の両方において、TDPsv-1 群では Venus および TDPsv-2 と比較して有意な CC3 陽性率の上昇を認めた   
（図2a）。このことから、TDPsv-1の過剰状態はニューロンの細胞死を引き起こすことが推察された。 

 

図2．TDPsv-1による神経毒性 
a） TDPsv-1-Venusを過剰発現させた iNeurons（導入後7日）。TDPsv-1-Venus（緑）、

CC3（マゼンタ）、神経細胞マーカーMAP2（白）。核はHoechst（青）で示した。

矢頭はCC3陽性TDPsv-1-iNeuronsを示す。スケールバーは50μm。 
b） TDPsv-1-iNeuronsにおけるCC3の陽性率。ANOVA解析の後、Sidakの多重比較

検定を行った（N=3（各群につき 300 個のVenus 陽性細胞）、平均値±SEM、*P
＜0.05、**P＜0.01、**** P＜0.0001）。 
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33．．TTDDPPssvv--11ととTTDDPP--FFLLととののヘヘテテロロダダイイママーー形形成成ととTTDDPPssvv--11ドドミミナナンントトネネガガテティィブブ活活性性のの関関連連  
TDP-43 は N 末端ドメイン（NTD）を介してホモダイマーを形成することでそのスプライシング調節機能を発揮す

ることが報告されている［6］。我々のこれまでの実験によりTDPsv-1を培養細胞に過剰発現させるとTDP-43のスプ

ライシング機能が阻害されることから、機能的バリアントであるTDP-FLのホモダイマーの形成がTDPsv-1により阻

害されることが推察された。そこで、TDP-FL-Venus と FLAG-TDPsv-1 の発現コンストラクトを HEK293T に導入

し、免疫沈降法により両者のタンパク質複合体形成について検証した。その結果、TDP-FL とTDPsv-1 との複合体形

成が認められた（図 3a）。さらに、TDPsv-1 は TDP-FL よりも TDP-FL との複合体形成能が高いことが示唆された。

次に、TDPsv-1のNTDに変異を導入したコンストラクト（NTDmt）を作製し同様の検討を行ったところ、両者の相

互作用はほぼ消失した（図3b）。ここでTDP-43は、GPSM2やATG4Bなど標的のイントロン中のエクソンに似た配

列（偽エクソン）の誤った選択を抑制する働きを持つことが知られている［3］。我々はTDPsv-1によるTDP-43のス

プライシング機能阻害が起こると、これらの標的の偽エクソンの選択が促進されることを見出しているが（未発表）、

TDP-FL と TDPsv-1 のタンパク質相互作用を阻害するとこれと相関してこの偽エクソンはほぼ消失した（図 3c）。こ

のことから、TDPsv-1 によるドミナントネガティブ活性は、TDP-FL との競合的なヘテロダイマー形成により TDP-
FLホモダイマー不足が起こることで引き起こされることが示唆された。 
 

 
図3．TDPsv-1のドミナントネガティブ活性とTDP-FLとの複合体形成能との相関 

a） TDPsv-1とTDP-FLのタンパク質相互作用。FLAG-TDPsv-1とTDP-FL-Venusを
HEK293Tに共発現させ、抗FLAG抗体で免疫沈降後、抗Venus抗体でウエスタン

ブロットを行った。 
b） TDPsv-1 NTD mt と TDP-FL のタンパク質相互作用。b）と同様の手法にて評価し

た。 
c） GPSM2およびATG4Bの偽エクソン。FLAG-TDPsv-1または-TDPsv-1 NTD mtを

HEK293T に過剰発現させ、RT-PCR により GPSM2 と ATG4B の偽エクソンを検

出した。 
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考考  察察  

 
本研究により、生理的に発現する TDP-43 スプライスバリアントの一つが翻訳されると細胞ストレスとして認識さ

れ、神経細胞死を引き起こすことが示唆された。また、この神経細胞死が起こるまでの過程には、TDPsv-1翻訳産物が

正常型 TDP-43 のホモダイマー形成を競合的に阻害することによるスプライシング機能阻害が関与する可能性を示し

た。 
近年、ヒト運動ニューロンにおけるRNA-seq解析により、ヒト運動ニューロンでは全TDP-43スプライスバリアン

トのうち機能的バリアントであるTDP-FLはわずか1割程度であり、TDPsv-1や2を含む短縮型のスプライスバリア

ントがそのほとんどを占めることが報告されている［7］。また、マウス大脳皮質におけるRNA-seq解析では加齢によ

り TDP-FL の減少と短縮型スプライスバリアントの増加が示されており、加齢により機能的バリアントが徐々に減少

することが推察される［7］。TDP-43は自己のスプライシングや発現量を自己調節することが知られているが、加齢に

よりTDP-43の機能が徐々に低下した場合、この自己調節機構が破綻することが考えられる［8］。ALSの病態として、

一度運動障害を発症すると個体差はあるものの数年以内に急激な運動機能の悪化が認められることから、神経細胞環境

が何らかのきっかけにより悪循環に陥ることが示唆されている。本研究で示した TDPsv-1 のようなドミナントネガテ

ィブ活性を持つスプライスバリアントの存在は、正常時はTDP-43の機能を適正範囲に保つ生理的役割を担う可能性も

考えられるものの、加齢等による TDP-43 の機能低下時にはさらなる TDP-43 の機能低下を招き、自己調節機構の破

綻に関与することが考えられる。 
上述の通りTDP-43の機能低下により多くの標的の偽エクソンの選択が促進されることが知られているが、最新の研

究において、運動ニューロンに多く発現するUNC13Aの偽エクソンがTDP-43の機能低下により選択され、神経細胞

死を引き起こすことが証明された［3，9］。このことから、TDP-43 による偽エクソンの抑制機能は神経細胞の恒常性

維持に必須であることが推察される。 
本研究成果において、TDPsv-1 の正常型 TDP-43 機能および神経細胞死への影響を明らかにした。今後は TDP-43

自己調節機構に影響する上流因子の解析やTDP-43 と相互調節を行うRNA 結合タンパク質の解析等、複合的なRNA
代謝調節機構の解明が期待される。 
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