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要旨 

 筋萎縮性側索硬化症 (ALS) は運動神経細胞が障害される神経変性疾患であり，病理

学的には核蛋白である TAR DNA-binding protein of 43kDa (TDP-43) が細胞質に蓄積す

る．TDP-43 をコードする TARDBP の発現量の異常は，神経細胞死をもたらし，ALS

における TDP-43 病理に関与する．しかし，孤発性 ALS において TARDBP の発現を乱

す初期因子は明らかではない．生理的な条件下では，TDP-43 は，TARDBP pre-mRNA

の 3’側非翻訳領域 (3’UTR) 内のイントロン 7 に結合し，選択的スプライシングを介

して，自身の発現量を厳密に調節している．ALS 病態には，この TARDBP pre-mRNA 

3’UTR の選択的スプライシングに関与する因子が関わると考えられるが，孤発性 ALS

において，その因子は不明である．遺伝子発現に大きく寄与する因子である DNA の

メチル化は，選択的スプライシングにも影響を及ぼす．本研究では，TARDBP 3’UTR 

の DNA メチル化状態が TARDBP 発現量に寄与する可能性を検証するため，dCas9 を利

用したゲノム編集の手法を用い，HEK293T 細胞における TARDBP 3 'UTR のメチル化

シトシン (CpG) 部位を選択的に脱メチル化させた．その結果，TARDBP mRNA の選択

的スプライシング効率が減弱し，発現量は約 2 倍に増加した．さらに，TARDBP 3 

'UTR に着目したバイサルファイトアンプリコンシークエンシング解析は，運動野皮質

において TARDBP イントロン 7 内の CpG 部位の DNA メチル化率が，選択的スプライ

シング効率と正相関することを示した．TARDBP イントロン 7 に存在する 6 か所の



CpG 部位の DNA メチル化状態は，脳領域 (運動野皮質，後頭葉皮質および小脳半球) 

に依存して異なっていた．加えて，運動野皮質では，この 6 か所の CpG 部位の DNA

メチル化率と年齢は逆相関を示した．選択的スプライシングに寄与する，TARDBP イ

ントロン 7 の DNA メチル化状態は，細胞の状況や外的要因の影響を受けやすい．特

に，ALS の罹患領域である運動野皮質において，TARDBP イントロン 7 の DNA メチ

ル化状態の特性を見出したことは，孤発性 ALS 病態への寄与を考える上で，興味深

い．今後，孤発性 ALS 患者脳において，TARDBP の DNA メチル化状態が変容してい

るか，明らかにしていく必要がある． 
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緒言 

 

  筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis: ALS) は，運動神経細胞が障害され

る進行性の神経変性疾患であり，約半数の症例では前頭側頭型認知症に関連する認知

行動障害を合併する 1)．ALS 症例の大部分を占める孤発例（sporadic ALS: SALS）は中

年以降に発症する．ALS 患者の神経細胞およびグリア細胞では，核蛋白である TAR 

DNA binding protein-43 (TDP-43) が，核から消失し細胞質に蓄積する 2) 3)．ALS 患者

における TDP-43 病理の脳分布は，神経変性部位と一致し，TDP-43 の細胞内伝播を示

唆する 4) 5)．また，TDP-43 をコードする TARDBP 遺伝子の変異は，SALS と同様の病

理を有する家族性 ALS を引き起こす 6) 7)．これらは，TDP-43 が ALS 病態に直接的に

関与していることを示している．実際，ALS 患者の運動神経細胞や TDP-43 変異をも

つモデルマウスでは TARDBP mRNA の増加が示されており 8) 9)，TDP-43 量の増加は，

TDP-43 病理と細胞死をもたらす．つまり，TARDBP mRNA の増加による TDP-43 の発

現亢進が ALS 病態の背景にあると考えられる 10)．しかし，SALS において，TARDBP 

mRNA の発現増加をもたらす機序は不明である．  

生理的条件下では，TARDBP mRNA の量は，TARDBP pre-mRNA の 3’側非翻訳領域 

(3’UTR) を含む潜在的イントロンのスプライシングにより自己制御される．この自己

制御機構は，3’UTR を含む最終エクソン内の poly A 結合部位の選択 (pA1, pA2, pA4) 



と潜在的イントロン 6 と 7 のスプライシングによって調節される 8)．TDP-43 は，

TARDBP 3’UTR 内の潜在的イントロン 7 に結合し，同領域のスプライシングを惹起

し，新たな未成熟終止コドンを持つナンセンス依存性 mRNA 分解機構感受性の mRNA

を誘導し，TARDBP mRNA を減少させ，結果として TDP-43 を低下させる．この機序

によって，自身の発現量を厳密に調節している 8) 11) 12)． 

したがって，TARDBP pre-mRNA 3’UTR の選択的スプライシングに関与する因子

は，TDP-43 の自己調節機構を崩し，TDP-43 を増加させ ALS の病態に関わる可能性が

ある．実際，同部位に変異を持つモデルマウスでは，選択的スプライシング効率の変

化を伴い，TARDBP の発現量が乱れ，神経変性を生じる 9)13)．つまり，TARDBP pre-

mRNA 3’UTR の選択的スプライシング異常が SALS 病態の背景にある可能性を示して

いる．しかし SALS において，この選択的スプライシングを乱す因子は，明らかにな

っていない．  

この選択的スプライシングに影響を与える因子として，私は DNA のメチル化に着

目した．DNA のメチル化は，同一個体の脳内でも，領域毎に異なり 14) 15)，かつ環境因

子や老化の影響も受ける 16)．これらの事実は，神経変性疾患における，病変の系統性

や，加齢という最大の危険因子を説明しうる．よって DNA のメチル化は，孤発性神

経変性疾患の原因となる可能性がある．SALS 患者の DNA メチル化状態に関しても，

ゲノムワイドな解析を行った研究があるが，TARDBP 遺伝子に注目してメチル化状態



の変化を検討した報告はない 17)-20)．さらに，これらは，主として，プロモーター領域

の DNA メチル化による遺伝子発現調節に焦点を当て検討されてきた 17)-20)．しかし，

近年，複数の遺伝子において，プロモーター領域以外の DNA のメチル化が選択的ス

プライシングにも影響を及ぼすことが報告されている 21)-23)．このことから，私は

TARDBP 3’UTR の DNA メチル化状態が，同部位の選択的スプライシング機構を介

し，TARDBP の発現量を規定すると推測した．本研究では，この仮説を，ヒト培養細

胞及びヒト剖検脳組織で検証することを目的とした．  

 

材料と方法 

 

標的塩基配列に対する DNA メチル化状態の操作 

 標的とする DNA 領域の脱メチル化のために，DNA 脱メチル化酵素 ten-eleven 

translocation (TET) 1 を有する pPlatTET-gRNA2 (Addgene #82559; Addgene) を用いた．こ

のベクターは，green fluorescent protein (GFP) を発現する．TARDBP 3’UTR を標的とした 

guide RNA の配列は，GTGATGCGTGATGACGAAT である．この TARDBP 3’UTR を標

的とした脱メチル化ベクター (TET1-TDP43 標的ベクター) の作成にあたり， pPlatTET-

gRNA2 を制限酵素 AflII 部位で切断し，Gibson-assembly master mix (New England Biolabs) 

を用いて，切断部位に，guide RNAを挿入した．コントロールベクターとして，pHRdSV40-



scFv-GCN4-sfGFP-VP64-GB1-NLS (Addgene) を使用した． 

  遺伝子導入に関しては，下記の手順で行った．まず，10%FBS を含む Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco)で培養した HEK293T 細胞を 6 ウェルプレート

に播種した．その 12 時間後に，1 ウェルあたり，ベクター 0.265 pmol，Lipofectamine 

3000 (Invitrogen) 7.5 μl を Opti-MEM (Gibco) に溶解して計 250 μl の溶液を調整し，細胞

に導入した．遺伝子導入から 48 時間後に，FACS Aria II (BD Biosciences) を用いて GFP

陽性細胞のみを回収した． 

ヒト剖検脳組織の解析対象 

ヒト剖検脳組織の分析には，中枢神経疾患を有さない患者由来の凍結組織を用いた

（表 1）．死亡から剖検までの所要時間が 10 時間以上の症例は除外した．TARDBP 遺伝

子の DNA メチル化状態分析のために，8 症例由来の運動野皮質，後頭葉皮質および小

脳半球を使用した．また，TARDBP 3’UTR の DNA メチル化状態と選択的スプライシン

グの関連を調べるために，9 症例由来の運動野皮質を用いた．組織から抽出した RNA に

関して，RNA Integrity Number を測定し，4.0 未満の試料は分析から除外した.  

TARDBP 遺伝子の DNA メチル化状態解析 

FACS Aria II を用いたソーティングにより，1 試料あたり 2.5×105個の HEK293T 細胞

を回収し，Nucleo Spin Tissue XS (MACHEREY-NAGEL) を用いてゲノム DNA を精製し

た．また，1 試料あたり 25 mg のヒト剖検脳組織から，DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN) 

表 1 



を用いてゲノム DNA を精製した．次に，HEK293T 及びヒト剖検脳組織から精製したゲ

ノム DNA に関して，EpiTect Fast DNA Bisulfite キット (QIAGEN) を用いて，プロトコ

ールに従い，バイサルファイト処理を行った．バイサルファイト処理後のゲノム DNA

に対しては，nested PCR 法により，メチル化解析の対象領域を増幅した．Nested PCR で

は，KAPA HiFi HS Uracil + ReadyMix (Kapa Biosystems) を用い，対象領域を二つに分け

て（図 1A），表 2 の各プライマーにより増幅した．1stPCR，2nd PCR の条件は，1) 95 ℃，

3 分，2) 98 ℃，20 秒，3) 60 ℃，15 秒，4)72 ℃，15 秒，2)-4) 30 サイクル，5)72 ℃，1

分で行った．1stPCR の PCR 産物を Nuclease-free water で 1/100 に希釈した後、2nd PCR

の鋳型として使用した．この nested PCR 産物を，Agencourt AMpure XP (BECKMAN 

COULTER Life sciences)を用いて精製した．各試料を区別するために，TruSeq HT インデ

ックス 1 (D 7XX)および TruSeq HT インデックス 2 (D 5XX) (Illumina) を有するプライ

マーを組み合わせた PCR を行うことで，インデックス配列を付加した．試薬は，KAPA 

HiFi HS ReadyMix (Kapa Biosystems)を用いた．PCR の条件は，1) 95 ℃，3 分，2) 95 ℃，

30 秒，3) 55 ℃，30 秒，4) 72 ℃，30 秒，2)-4) 8 サイクル，5) 72 ℃，1 分で行った．イ

ンデックス配列付加後の PCR 産物は，再度 Agencourt AMpure XP を用いて精製した．

バイサルファイトシークエンシングは，Miseq (illumine) を用い，片側 251 bp の paired-

end read により行った．その際の試薬として，Miseq Reagent Nano kit v2 500 サイクル 

(illumine) を使用した．得られた塩基配列データは，メチル化分析ツール Bismark 



(Babraham Bioinformatics, Babraham, Cambridgeshire, UK) を用いて，標的ゲノム上にマッ

ピングした． 

   また，ヒト剖検脳組織における DNA メチル化状態の分析にあたり，各 CpG 部位のメ

チル基修飾の有無の組み合わせを塩基配列に見立て，GATK’s pileup コマンドを使用し，

標的とする CpG 部位の塩基配列データを集積した．この塩基配列パターンを DNA メチ

ル化パターンと定義し，個々の DNA メチル化パターン数を数えた．各メチル化パター

ン数は，比較毎に，全メチル化パターンの合計数によって補正した．各メチル化パター

ン数で計算された Z スコアを R ソフトの gplots パッケージ内の「heatmap.2」関数でク

ラスタリングし、視覚化した．  

TARDBP pre-mRNA のスプライシング解析 

FACS Aria II を用いたソーティングにより，1 試料あたり 2.5×105個の HEK293T 細胞

を回収し，Nucleo Spin RNA XS (MACHEREY-NAGEL) を用いて total RNA を抽出した．

抽出した RNA から，Prime Script Reverse Transcriptase (TAKARA Bio) を用い，ランダム

プライマーにて逆転写反応を行い，cDNA を合成した．TARDBP pre-mRNA のスプライ

シング評価のため，cDNA を鋳型として，試薬には LA Taq (TAKARA Bio) を用い，表 2

のプライマーにより PCR を行った．PCR の条件は，1) 94 ℃，2 分，2) 94 ℃，30 秒，3) 

55 ℃，30 秒，4) 72 ℃，1 分 30 秒 (プライマー対：F1-R1) もしくは 2 分 30 秒 (プライ

マー対：F1-R2)，2) - 4) 35 サイクル，5) 72 ℃，5 分とした．PCR 増幅産物は，2％アガ



ロースゲルを用いた電気泳動により分離した．逆転写定量 PCR には Thermal Cycler Dice 

Real Time System Single (TP850,TAKARA Bio) を，試薬は Green Premix ExTaq II (TAKARA 

Bio) を使用した． PCR 条件は，1) 95 ℃，30 秒，2) 95 ℃，15 秒，3) 60 ℃，30 秒，2) 

- 3) 40 サイクルで行った． RPLP1 と RPLP2 を内在性コントロール遺伝子とした．逆転

写定量 PCR の定量には，⊿⊿CT 法を用いた．   

また，1 試料あたり 100-200 mg のヒト剖検脳組織から，mirVana miRNA isolation kit 

(Applied Biosystems) により total RNA を抽出した．RNA 品質確認のため，Tape station 

2200 (Agilent Technologies) により，RNA Integrity Number を測定した．この RNA から， 

SuperScript VILO MasterMix (Invitrogen) を用い，ランダムプライマーにて，逆転写反応

を行い，cDNA を合成した．ヒト剖検組織における，TARDBP pre-mRNA のスプライシ

ングの定量的評価には，QX 200 ddPCR Eva Green Super mix (Bio Rad) による QX 200 

Droplet Digital PCR System (Bio Rad) を用いた．Droplet Digital PCR に用いたプライマー

を表 2 に示す．PCR 条件は，1) 95 ℃ 5 分，2) 95 ℃ 30 秒，3) 50 ℃ (プライマー対: spliced 

primer F-R) もしくは 55 ℃ (プライマー対: unspliced primer F-R) 1 分，2) - 3) 40 サイク

ル，4) 4 ℃ 5 分，5) 90 ℃ 5 分とした．  

 

結果 

 

表 2 



TARDBP 3’UTR を標的とした DNA メチル化状態の操作 

 ヒト脳組織では，TARDBP 遺伝子 3’UTR のイントロン 7 の 5’側周辺に 15 か所の

CpG 部位が集中している（図 1A）24) 25)．そこで，まず，HEK293T 細胞において，

TARDBP 3'UTR の 15 か所の CpG 部位の DNA メチル化率を検討した．同部位の平均

DNA メチル化率は 93.9 ± 1.5％であり，高度にメチル化されていた（図 1B）．次に，

dCas9 を利用したゲノム編集の手法を用いて 26)，この 15 か所の CpG 部位を標的特異

的に脱メチル化させた．同部位の脱メチル化を特異的に誘導する TET1-TDP43 標的ベ

クターを作製し，HEK293T 細胞に導入した上で，DNA メチル化率を検討した．15 か

所の CpG 部位の平均 DNA メチル化率は 71.4 ± 2.4％であり，有意な脱メチル化をみと

めた．特にイントロン 7 内に存在する連続する 6 か所の CpG 部位 (No.10-15)（図

1A）の平均 DNA メチル化率は，54.6 ± 2.9％であり，顕著な脱メチル化が誘導された

（図 1B）．  

選択的脱メチル化細胞における TARDBP スプライシングの解析  

  次に，この選択的脱メチル化細胞において，TARDBP mRNA の発現量，および選択

的スプライシング効率を調べた．逆転写 PCR 産物のアガロースゲル電気泳動による分

析からは，TET1-TDP43 標的ベクターを導入した細胞では，コントロールベクターを

導入した細胞に比して，TARDBP pre-mRNA の 3`-UTR のイントロン 6 およびイントロ

ン 7 の選択的スプライシング効率が低下していた（図 2A, B）．さらに TARDBP mRNA

図 1 

図 2 



の発現量も 1.86 ± 0.21 倍（p=0.02）に増加した（図 2C）．  

ヒト剖検脳組織における TARDBP 遺伝子のメチル化状態の解析 

ヒト凍結剖検脳組織（運動野皮質，後頭葉皮質および小脳半球）を用いて，TARDBP 

3’UTR の 15 か所の CpG 部位の DNA メチル化状態を調べた．平均 DNA メチル化率

は，運動野皮質 81.3 ± 4.0%，後頭葉皮質 85.5 ± 3.4%，小脳半球 90.2 ± 1.3%であっ

た．各 CpG 部位に着目すると，No2−6，8，10−15 では，運動野皮質で，小脳半球より

有意に DNA メチル化率が低かった．特に，イントロン 7 内に存在する No10−15 の 6

か所の CpG 部位では，平均 DNA メチル化率は，運動野皮質 68.1 ± 11.7%，後頭葉皮

質 72.8 ± 8.4%，小脳半球 84.0 ± 3.4%であり，他の脳領域と比較したときに，運動野

皮質における DNA メチル化率の症例間の差も顕著であった（図 3）． 

運動野皮質における症例間の違いが，年齢の影響を受けている可能性を考え，年齢と

DNA メチル化率の関連を検討した．運動野皮質において，イントロン 7 内の 6 か所の

CpG 部位 (No.10-15)の DNA メチル化率は，いずれも，年齢と有意な逆相関を認めた

（図 4）．イントロン 7 の 5’側スプライス部位周辺に存在する No.1-9 のメチル化率は，

年齢との有意な相関はみとめず，No.1-9 の平均 DNA メチル化率は，90.1 ± 2.9％と年

齢にかかわらず一定であった．一方，後頭葉皮質および小脳では，いずれの部位も年

齢と有意な相関をみとめなかった．  

脳領域の違いによる TARDBP 3’UTR のメチル化パターンの解析 

図 4 

図 3 

図 5 



 DNA 毎に各々の部位のメチル化のパターンは異なる．私は，このパターンに領域特

異性があるのではないかと仮定し，脳領域間の DNA メチル化率の違いが顕著である

No.10-15 の CpG 部位について，この部位の DNA メチル化パターンを因子として，各

症例の脳領域毎のクラスター解析を行った．その結果，DNA メチル化パターンによ

り，運動野皮質，後頭葉皮質および小脳半球に分類された（図 5）． 

ヒト剖検脳組織における TARDBP pre-mRNA のスプライシングの解析 

 ヒト培養細胞では，TARDBP 3’UTR のイントロン 7 内に存在する No.10-15 の CpG

部位の脱メチル化によって，イントロン 6 およびイントロン 7 の選択的スプライシン

グ効率が低下し，TARDBP mRNA の発現量は増加した．この関係がヒト脳組織でも成

り立つかどうかを検証する目的で，運動野皮質において，DNA メチル化状態と選択的

スプライシング効率の関連を分析した．TARDBP 3’UTR の DNA メチル化率は年齢に

依存するため（図 4），年齢の影響を除いた残差相関を調べた．その結果，No.12 の 

CpG 部位の DNA メチル化率は，選択的スプライシング効率と有意に正の相関を示し

た（r=0.68, p=0.04）（図 6）．  

 

考察 

 

本研究は，TARDBP 3'UTR に存在する 15 か所の CpG 部位が，1）通常は高度にメチ

図 6 



ル化されていること，2）同部位のうち，イントロン 7 に存在する 6 か所の CpG 部位

の脱メチル化により，TDP-43 量の自己調節機構に重要な潜在的イントロン 6 と 7 の選

択的スプライシング 8) 効率を減少させ，TARDBP mRNA の発現量を増加させうるこ

と，をヒト培養細胞で示した．次に，ヒト剖検脳組織の解析により，イントロン 7 に

存在する 6 か所の CpG 部位の DNA メチル化状態が，3）脳領域毎に異なること，4）

運動野皮質では加齢に伴い，脱メチル化すること，を見出した．最後に，5）運動野皮

質において，イントロン 7 の一部の CpG 部位の DNA メチル化率と，選択的スプライ

シング効率の間に正の相関があることを示した．  

   最初に，TARDBP 3 'UTR の DNA 脱メチル化によるスプライシング抑制機構につい

て考察する．DNA のメチル化状態の変化は，RNA ポリメラーゼ II の伸長速度を変化さ

せ，スプライシング効率に影響を与える 27)-29)．実際，RNA ポリメラーゼ II の伸長速度

の低下による，スプライシング効率亢進の例として，TDP-43 のイントロン 7 への結合

によるスプライシング制御があげられる 30)．特に，ヒト運動野皮質で，イントロン７内

の No.12 の CpG 部位の DNA メチル化率が，選択的スプライシング効率と有意な正相関

を示した．この結果はヒト培養細胞における，イントロン 7 内の CpG 部位の脱メチル

化により，選択的スプライシング効率を低下させ得た結果と矛盾しない．このことから，

ヒト運動野皮質では，イントロン 7 内の No.12 の CpG 部位の DNA 脱メチル化が，RNA

ポリメラーゼ II の伸長速度を促進し，選択的スプライシング効率を減少させる可能性



があると考えた．今後，ゲノム編集技術を用いた変異の導入などにより同部位のメチル

化を阻害し，この仮説を検証する必要がある．  

次に，運動野皮質において，年齢依存性に DNA メチル化率が減少した理由について

考察する．加齢によるメチル化状態の変化は，複数の遺伝子で報告されている 31) 32)．こ

の機序として，メチル化状態を維持する DNA メチルトランスフェラーゼの活性が，年

齢依存性に低下することが考えられている 33) ．同様の機序が存在するか，今後，運動

野皮質を構成する細胞，特に運動神経細胞の DNA メチルトランスフェラーゼの加齢性

変化を検討する必要がある．このことは，運動野皮質に存在する，運動神経細胞や介在

ニューロンなどで，TARDBP イントロン 7 の DNA メチル化率が加齢により変容し，

TDP-43 の自己調節機構の低下を介して，TDP-43 発現量の変化に寄与している可能性を

示唆する．そのため，運動野皮質における，この CpG 部位の DNA メチル化状態の特性

は，加齢の影響を受ける神経疾患の一つである，SALS の病態機序を考える上で大変興

味深い． 

最後に，イントロン 7 の 6 か所の CpG 部位 (No.10-15) のメチル化状態が，脳領域間

で顕著に異なった理由について考察する．DNA メチル化は，遺伝子発現プロファイル

の差を来たし，細胞の個性を作る一因であり 14) 15)，細胞種毎のメチル化の相異はよく知

られた現象である．よって，脳領域間の相異は，各領域を構成する細胞種の特性を反映

していると考えた．特に，同 CpG 部位のメチル化プロファイルにより脳領域の分類が



可能であったことは，これらの CpG 部位のメチル化状態の違いは，細胞種を規定する

一因である可能性を示す．今後，細胞種毎の DNA メチル化プロファイルの検討が必要

と考える．一方，イントロン 7 内の連続する 6 か所の CpG 部位において，脳領域間で，

メチル化状態の差が顕著であった理由は不明である．しかし，標的特異的な脱メチル化

操作の実験結果から，同 CpG 部位は脱メチル化因子に感受性が高いと推定される．ま

た，前述したように，この中の No.12 の CpG 部位の DNA メチル化率は，加齢と共に低

下する．つまり，TDP-43 の自己調節機構に関わるイントロン 7 内の CpG 部位 (No.10-

15) の DNA メチル化状態は，外的要因の影響を受けやすい可能性があり，そのことが

TARDBP 発現量を介して，ALS 病態に寄与しているかもしれない． 

本研究の限界点としては，種々の細胞が混在していると想定される各脳領域の組織

全体を対象に解析している，という点があげられる．そのため，細胞種毎の検討が出

来ていない．正確な評価には，一細胞レベルで，DNA メチル化状態と選択的スプライ

シングの関連性を検証する必要がある 34)-36)．また，生体内での選択的スプライシング

機構には，DNA メチル化以外に様々な要因が加わっていることが推定される．よっ

て，選択的スプライシングの解析結果の解釈は慎重に行う必要がある．今後，各脳領

域を構成する細胞種毎のメチル化状態を検証する一方で，より多数例のサンプルによ

る，網羅的な検討が必要である． 

本研究では， TDP-43 の自己調節機構に寄与するイントロン 7 内の DNA メチル化状



態が変化し得ること，実際に同部位の DNA メチル化率と選択的スプライシング効率

に関連があることを示した．さらに，ALS の罹患領域である運動野皮質において，

TARDBP イントロン 7 の DNA メチル化状態に特性があり，加齢による影響を受けて

いることを見出した．今後は，SALS 患者脳を用いて，これらの CpG 部位の DNA メ

チル化状態を詳細に調べることにより，ALS 病態における，TARDBP 遺伝子の DNA

メチル化の寄与を明らかにしたい． 

 

結語 

 

   TARDBP の DNA メチル化状態は，自己調節機構に関連する選択的スプライシングを

介し，TARDBP の発現量をエピジェネテッィクに規定する．運動野皮質でみとめ

た， TARDBP イントロン 7 の DNA メチル化状態の特性が，ALS 患者で変容している

かについては，今後明らかにすべき課題である． 
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図の説明 

 

図 1: (A) TARDBP 遺伝子における選択的スプライシングおよび CpG 部位の模式図．矢

頭はバイサルファイト処理済 DNA を対象としたプライマーセットを，矢印は逆転写

定量 PCR およびアガロースゲル電気泳動による逆転写 PCR 分析用のプライマーを示

す．(B) HEK293T 細胞における TARDBP 3'UTR 中の各 CpG 部位の DNA メチル化率

（平均値 ± 標準偏差，Student’s t-test により検定）．* p <0.05，** p <0.01. 

図 2: (A)(B) TARDBP mRNA のアガロースゲル電気泳動による逆転写 PCR 分析（平均
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値 ± 標準偏差，n = 3，Student’s t-test により検定）．(C) TARDBP mRNA の逆転写定量

PCR 分析（平均値 ± 標準偏差，n = 3，Student’s t-test により検定）．* p <0.05，** p 

<0.01. 

図 3: TARDBP3’UTR の各 CpG 部位の DNA メチル化率に関して，運動野皮質，後頭葉

皮質および小脳半球の 3 群間比較（平均値 ± 標準偏差，one factor repeated measures 

ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison tests により検定. *p<0.05, ** p<0.01. 

図 4: 運動野皮質における，死亡時年齢と TARDBP 3'UTR の 6 か所の CpG 部位 (No.10-

15) の DNA メチル化率の相関．Pearson’s correlation test にて検定．全て p <0.05．

図 5: 運動野皮質，後頭葉皮質および小脳半球の各領域における，TARDBP 3'UTR 中の

6 か所の CpG 部位 (No.10-15) の DNA メチル化パターンをヒートマップとして表示．

TARDBP の 6 か所の CpG 部位 (No.10-15) の DNA メチル化パターンは，各シトシン塩

基のメチル基修飾の有無に基づき，それぞれメチル化シトシンは ”C”，非メチル化シ

トシンは ”T” と表す．

図 6: (A) droplet digital PCR における TARDBP 3'UTR およびプライマーの概略図．

unspliced プライマーは，イントロン 6 およびイントロン 7 を有する TARDBP mRNA

を，spliced プライマーは，イントロン 6 およびイントロン 7 の両者がスプライシング

された TARDBP mRNA を検出する． (B) 運動野皮質における，年齢補正後の，

TARDBP 3'UTR の 6 か所の CpG 部位 (No.10-15) の DNA メチル化率 (No.10-15) とス



プライシング効率の相関．相関係数は，Pearson’s correlation test にて算出．*p<0.05. 
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表1: 本研究における解析症例の臨床情報
スプライシング解析

運動野皮質 後頭葉皮質 小脳 運動野皮質 (RIN)
1 66 男 3:30 ペラグラ + + + -
2 76 男 3:30 胃出血 + + + 7.2
3 64 男 2:00 腎不全 + + + 8.4
4 64 女 2:00 多発筋炎 + + + 9.1
5 51 男 4:00 ミオパチー + + + 7.3
6 82 女 4:30 重症筋無力症 + + + 7.7
7 49 女 2:00 POEMS症候群 + + + 9
8 62 男 9:00 間欠性ポルフィリア症 + + + 3.5
9 71 男 1:40 無症候性ラクナ梗塞 + - - 9.3

10 54 男 - 心不全 + - - 8
11 68 男 3:00 肺癌 + - - 7.7

DNAメチル化解析
症例 年齢 性別 剖検時死後経過時間 (h:m) 疾患



表2: 本研究で用いたプライマーの配列

バイサルファイト処理後DNA用のプライマー

逆転写PCR及びdroplet digital PCR用プライマー

TARDBP  qPCR R (逆転写定量PCR) AGCGGATAAAAATGGGACAC

RPLP1  F and R
RPLP2  F and R

Purchased (Takara bio) primer set ID: HA067802
Purchased (Takara bio) primer set ID: HA067804

TARDBP  unspliced F (droplet digital PCR) TTTGCTGCAGTTCTGTGTCC
TARDBP  unspliced R (droplet digital PCR) AAAAAGGGGAATTAACTGCTATGAA
TARDBP  spliced F (droplet digital PCR)
TARDBP  spliced R (droplet digital PCR)

AAAGAAGTGGAAGATTTGGTGTTC
TCTTTGCATTCAGGGCGTC

TARDBP  R1 (逆転写PCR) GCCTGTGATGCGTGATGA
TARDBP  R2 (逆転写PCR) AGTTCCATCTCAAAAGGGTC
TARDBP  qPCR F (逆転写定量PCR) TGTCACAGTGTTTGGTTCTTTTG 

CACCATACAACATTCACAACAATTA
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGGTGTGGGATTGATGGTGGT

プライマー名 塩基配列 (5' to 3')
TARDBP  F1 (逆転写PCR) GCGCTGTACAGAGGACATGA

プライマー名 塩基配列 (5' to 3')

TARDBP 3'-UTR プライマーセットB 2nd R

TARDBP  3'-UTR プライマーセットA 1st F
TARDBP 3'-UTR プライマーセットA 1st R
TARDBP  3'-UTR プライマーセットA 2nd F
TARDBP  3'-UTR プライマーセットA 2nd R
TARDBP  3'-UTR プライマーセットB 1st F
TARDBP 3'-UTR プライマーセットB 1st R
TARDBP  3'-UTR プライマーセットB 2nd F

GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGATTTCACTTAACACATTCATCTAAT

GTATTTTATTGAAAGTAGTGTTGTAAA
CACCATACAACATTCACAACAATTA
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGTATAGGAATATTGTTTATATGTTTTTTT
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGCTTCTAATTCCATATCACAACCTTA
GTTGTGATATGGAATTAGAAGGTT
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