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要 旨

筋萎縮性|!lll索硬化症(amyotr()phiclateralsclerosis:ALS)は，成人期に発症し，進行性の筋萎

縮と筋力低下をきたし，呼I吸不全により致死性の経過をたどる運動神経細胞の変性疾患である．

本症では，迎助神経細胞の細llW(|ﾉ1にTARDNAbindingprotein-43 (TDP-43)による封入体

が蓄械する.TDP-43はRNAのスプライシングにIAIIj･する核タンパク間であるが，本症では核

から淵失するため，病態機序としてTDP-43の機能災失が想定されている．一方，本症ではミ

トコンドリアの形態異術が報告されてきた． しかし,TI)P-43機能とミ |､コンドリアの形態と

の関連は不Iﾘlであった．著者は'1､DP-43の機能喪失により， ミトコンドリアの形態が変化する

という仮説をたて， これを検討した．方法として,HEK293T細胞を川い,TDP-43の発現をJll

制し， ミ トコンドリアの形態と， ミ トコンドリアの形態に関与するタンパク？〔，mRNAの解析

を行った．皿に,AIS患者のホルマリン固定パラフィン包｣il!脊髄標本から，迎肋神経細胞をレー

ザーマイクロダイセクションにより収集し,mRNAの定II(解析を行った.HEK293T細胞では

TDP-43発現抑制によってミ トコンドリアは断片.化した． また， ミトコンドリアの内膜の融合

に関わるOpticatrophyl (OPAl)の84kDaタンパクI'iの墹加,OPAlmRNAスプライシング

多様体8の墹加を認めた.OPA1の各々のエクソンでは，エクソン4bがjW加すること見出した．

実際,HEK293T細胞では,OPAlmRNAスブライシング多様体8の強ilill発現によりミトコンド

リアは断片化した．妓後にALS心一行脊髄運動神経細llluにて,OPA1エクソン4bの発現量を検討

したが， コントロール患者僻と比して差を認めなかった． これらの結果から,HEK293T糺ll胞で

はTDP-43の発現抑制によりOPAlmRNAエクソン4bのスプライシングが抑制され,OPAl

mRNAスブライシング多様体8がjW加する． これにより， ミトコンドリアが|析片化すると紬論

した． しかし，今回はALS悠者の迎動神経細胞にてそれを立証できなかった．今後,TDP43が

核から消失した運動神経細胞に対象を絞った解析が必甥である．

キーワード:ALS,TDP-43,スプライシング， ミトコンドリア,OPA1
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店． ドリアは,分裂しミトコンドリア特災的オートファ

ジー機構で分解される1･1). ミトコンドリアのホ

メオスターシスを保つこの肋的な活助は， ミトコ

ンドリア・ダイナミクスと総称されている． ミト

コンドリアの内股の融合はOI)licatrophyl

(OPAl),外!l塊の融合はMitofUsill2 (Mlil2)によ

ってなされ， これらの異常によりミトコンドリア

は|析片化する．一方，分裂はDynamin-related

pr()leinl (DRP1)及びMitochondrial fissionl

I)I･olein (Fisl)によってなされ， これらの異常に

よりミトコンドリアは異常にIIII張する15).

近ｲ|1,OPAlがdominantol)ticall･01)hytypell6)

の,Mfll2がCharcot-Marie-T()()1htyl)e2A17)の

原|ﾉ《|過伝子として単離され， ミトコンドリア・ダ

イナミクスの異常， ミトコンドリアの断片化と神

経細胞ﾀとの関連が注ljされている． OPA1や

MII12の変異マウスは胎生期初lﾘlに致死性となり，

さらに， この胎児由来線維芽細胞では， ミトコン

ドリアのII塊晒位は低~1〈し，断片･化を示した18). さ

らにMhl2の神経特異的欠ｲllマウスは神経細胞の

変性を起こす19)．著者は,ALSで認められるミ |、

コンドリアの形態異常が， ミ l､コンドリア・ダイナ

ミクスのy"i;に関与するという仮説を立て，ここに

TDP-43が関与するか,TDP-43の発現抑制時の

ミトコンドリアの形態を分子生物学的に検討する

ことによりlﾘlらかにすることを| |的とした．

筋萎縮性側索砿化症(amyol'･ol)hiclateralscle-

roSis:ALS)は，成人期に発症し，進行性の筋萎縮

と筋力低下をきたし, llfI吸不全により致死性の経

過をたどる神経変性疾忠である． イl.効な治療法は

存在せず，病態機序の解Iﾘlと治療法の|ﾙ1発が望ま

れている.ALSの病理学的な特徴として，巡動神

経細胞の細胞質内にユビキチン陽性封入体を認め

る．2噸年にその撒成タンパク!【'〔として,核タンパ

ク蘭であるTARDNAI)in(lingprotein-43 (TDP-

43）が|司定された')2)． さらに，孤発‘性及び家族

性のALSにてTDP-43の辿伝子変災が兇出され

た3)－5)． これらの1トからTDP-43はALSの発症

に一次的に関わると考えられている.TDP-43は，

RNA認識モチーフを持ち,RNAの発現調整やス

プライシングに関与する核タンパク蘭である．

ALSでは核から消失する鞭から,TDP-43の核内

での機能の喪失が，病態機序として想定されてい

る2)．

一方,ALSの病態機序として，以前よりミ トコ

ンドリアの異術がIIIIえられてきた6).ALS忠者の

運助神経細胞では， ミトコンドリアの膨張， ミト

コンドリアlﾉ1脱の折りたたみ榊造であるクリステ

の垪加が報告されてきた7)8)． また.TDP-43と

の関係では，家族性ALSで見出された変異型

TDP-43の過伝子導入マウスで，巡勁神経細胞で

のミ トコンドリアの断片化が報告されている9)．

しかし， これらのミ トコンドリアの形態異術と

TDP-43機能との|側l述については，検討されてい

ない'0)'1）

ミ トコンドリアは,ATPのI聡′kに桃わり，分裂

と融合を額lulに繰り返す動的な細胞内小器向であ

る.ATPを産出する代倣として，多凧の活性酸素

を産ﾉkするためミトコンドリアI)NAは活性酸素

による障害を受けやすい12). ミ トコンドリア

DNAに障諜を受けたミトコンドリアは，正常な

ミトコンドリアと融合し, |",lfのｲjるミトコンド

リアDNAの， ミ トコンドリア内でのが在比率を

低ドさせ，その影稗を低下させる13). ･方，陣'rlf

のｲｧるミトコンドリアDNAが併械したミトコン

材料と方法

siRNAを用いたTDP-.13発現抑制

TDP-43をターゲットとしたsiRNAとして

siTDP-43:GAGCAATGATAGCAAATAA(Cosmo

Bi())を川いた．陰性コントロールとしてsiRNA

NegativeControl (S20C-0600:CosmoBio)を使

lllした.HEK293T細胞は37℃, 5%CO2条件下

で10%FBSを含むDulbecco'smodinedEagle

Medium(DMEM) (ThermoFisher)で培養し

た． 6ウェルプレートに橘秘し, 2411ｷ間後，約

50%の密度となった細胞に, Lil)oi℃ctamiTMRNAi

MAX(Invitol･ogen) 7.5/41とsiRNA40pmolを加

え， それぞれOI)1i-MEMM (ThcrmoFisher)に
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で検出した．定1k解析はImageQuantnILAS4000

biomolecularimager (GEHealthcare)にて行った．

て250/41の溶液を洲膿し，各ウェルに添加した．

さらに24時間端碓後, II}度6ウェルプレートに

柵椰し， 24時|ﾊ|後に1'}度siRNAを導入した． この

24時|冊l後に細胞を|Ⅲ|収し解析した． ミトコンドリアの形態解析

TDP-43の発現抑llill, もしくはOPA1スプライ

シング多様体8の強制発現を行った後, 3mmガ

ラスボトムディッシュに播椰し、 2411f間後に観察

した．嬬養液の:､|《』itを,OPrl-MEMTM (Thermo

Fisher)で希釈したMitotracker'<Green ('I11emlo

Fisher) 0.2,IM沸液で職検し, 15分後に488nm

励起で6"慨で災熊点レーザー顕微鏡(CSU-10;

Yokogawa)にて州典した. 1細胞中のミトコンド

リアの数と各々のミ トコンドリアの長さを

MetamomhK (MolccularDevices)にて測定した．

30ピクセル及以lさのミトコンドリアの数を全ミ

トコンドリアの激で除したものをtubularraUoと

した.TDP-43発現抑制実験では20細胞ずつ，

OPAlスプライシング多様体8の強制発現実験で

は16細胞ずつのllll)ularratioを訓･洲した． ミ ト

コンドリアの柵彬||*およびlllblllarratio算出時に

は，各々の検体に悉号を振り，対象の条件（コン

トロール検体なのか,TDP-43発現抑制もしくは

OPAl多様体8強|lill発現を行った検体か）を伏せ

て解析し，主観を排除した．得られたmbularraUo

を，対応災に基づき対象の条件征に振り分け，統

計解析を行った． 211ド|H1比較はSludent-T検定法

をⅢいた．

ウエスタンプロット解析

細胞をPhosphalfBIIffere(ISaline (PBS)で洗

浄後， 各ウェルにI、 リプシン25(),"lを添加し，

37℃で1分IH1処理し, 500,I1DMEMを加えてl皿l

収した.2,000n)mで3分間遠心後, l:il'iを破棄し，

1mlPBSを添加し, 2,000mmで3分|ﾊl遠心し細

胞を回収した. lul収した細胞に対し100/(1のIysis

Buffer (RIPAbuffer (25mMTI･is-HClpH7.6,

150mMNaCI, 1%NP-40,1%so(liumdeoxy-

cholate, 0.1%SDS) とProteaseinhibitorcocktail

5/41を加え, 15"lll1超音波粉砕を行った. 4｡Cで

14,000rpmにて10分|H1遠心し, |:i''i80/(lを回収

した． タンパク間l,(はBCAPI･0IcinAssaykit

(Takara)で測定した. 5/4gのタンパク蘭に対し

samplebuffer (95%Laemmli saml)lebuffel･

(BioRad)， 5％β－mel･“pt()ethan()1 （SiRma)）を

"ITtlllX,95℃で5分|H1処HI!した. 1()%ポリアクリ

ルアミドゲルSul)(JI･Sel)TMAce (Wako)に泳動し，

0.45"mPVDFメンブレンに転写した･ 1砿写メン

ブレンをblockingbuffel･ (5%SkimMilk,

0.05%Tween20/PBS)で宝柵1時|H1浸透後，

blockingbufferで希釈した一・次抗体を加え, 4℃

で- ･晩浸透した．他川した1次抗体は以ドの通り

である:Mouseallli-TARDBPmAb (5,000: 1 ;

HOOO23435-MO1;abn()va),M()llseaI11i-GAPDH

(5,000: 1 ;M171-3;MBL),MoIIseanli-DLP1

(5,000: 1 ; 611112;BI)) , Ral)1)il allti-Fisl

(1,000: 1 ;5113A; imgellex),M()llseanti-Opal

(5,000: 1 ;612606;BI)) , M()useallti-mfll2

(5,000: 1;ab56889;ill)cam),M()11scanli-Magoh

(1,00() :1; sc-56724;S(111tacnlz).反応後0.1%

Tweell20/PBSにて洗浄し, blockillgbllflE1･で希

釈したanti-M()llsclgG(DAKO)(2(),()()() : 1), も

しくはanti-Rabbil lgG(DAKO) (20.000: 1) を

室温で1時間反応させ, IIj度washbuIIErにて洗

浄後, ImmobiloI1WcsIemHRPslll)sh･alc(Millipore)

OPAlmRNAスプライシング多様体の発現量の

解析

細胞からのt()1alRNAはNucleoSpinRRNAkit

(Takara)にて杣lll!した． hllll'!したtotalRNA500

11gからRiverTI･aAcG'!' (Toy()1)o)を川い， I･an－

(lomprimel･にて10"1の溶液II!でcDNAを作成

した. PCR1反応あたり10ngﾙ41cDNA溶液を

0.33f41ずつ使川し，股終ブライマー淡度は0.2/4

Mとした．逆!|咳'jj:定II(PCRには'I11ermalCycler

DicemRealTimeSystem(TP850;Takara)を，試

錐はSYBRPremixExTaqTM (Takara)を使用し

た. PCRの条|'|:は1) 95℃, 30", 2) 95℃, 15

秒, 3） 60℃， 3()秒， 2)－3） 40サイクルで行った．



新潟医学会雛I篭第130巻第8号平成28年(2016)8月468

内在性コントロールは次のように設定した． まず

Humanhousekeepinggeneprimersel (ID3790;

'Ihkara)に含まれる15梛噸について各サンプル

で逆転写定litPCRを行い，その'nll･esh()1(lCycle

値(Ctim)を川い、安定して発現している辿伝子

をRerindcrにて検討した20)．その結果, riboso-

malproteinlargeP1, ribosomalproteinlargeP2

を選定した． これらのCt値をそれぞれCta,Clb

としてNomlalizllionFactorを卿l}した21). qRT-

PCRの定凧は，対象とする2検体|H1の濃度錐を

NonnalizaliollFactorでhli雛したのち (4Ct)、 lilj

者の4Ct値の差(44Ct)を算出した. 2群間

比較はStudent-T検定法を川いた．他川したプ

ライマー配列は以下に記す.OPA1スプライシン

グ多様体1F:cTrrnTACCTCAGGTTCTCCR:

CTCTITGTCTGACACCTITCT;OPAlスプラィ

シング多様体5F:GAC'ITITITTACCTCAGGTR:

CTCTITGTCTGACACC'nTCT;OPA1スプライ

シング多様体7F:CTTTITTACCTCAGGTTCT

CCR:TCACCAAGCAGACCCTrl､CT: ()PA1スプ

ライシング多様体8F:GACTTTrlTACCTCAG

GTR:TCACCAAGCAGACCCTITCT.

較した．使川したプラマーの配列は以ドの通りで

ある. OPA1エクソン6-7F:CAGGAAGAACIT

CTGCACACR:TCGTTCCAAGATrCTCTGATAC;

OPAlエクソン4F:TAGCACCAGACTTTGR:

AGTCCTTCAATAAGC;OPAlエクソン4bF:

TCACAAA'ITGGTTAGTGAAGTCATR:AACAAG

AGAAGTAGGTCAGAAGCTC;OPA1エクソン

5bF:TGGATCTGAAAGTGACAAGCAR:ATGAGC

TCACCAAGCAGACC. 2IIflﾊl比較はStudent-T

検定法にて行った．

OPAlmRNAスプライシング多様体8の強制発現

骨桁筋I I1米cDNAライブラリー(Marathon-

ReadycDNA;SO634:Takara)からOPA1の開始

コドンから終始コドンまでPCR法にて増幅した．

使川したプライマー配列はF:GGGTCTrAGAACC

ATGTGGCGACTACGTCGGGCR:AAAGCGGCC

GCTrATrl､CTCCTGATGAAGAGCである．増幅

産物をX1)alおよびNotlで制限解莱処理し, pC

DNATM3.1myc-His (-)(IIIvitl･ogen)に挿入し

た． 24ウェルプレートで端礎したHEK293T細胞

に対して， 1ウェルあたりプラスミドDNA350ng

をX-trcmcGENETM(Roche)にてプロトコール

に従い導入した． 48時間後に1n1収し，解析を行っ

た．

OPAlmRNAスプライシング多様体のエクソン

別の定量

OPAlmRNAスプライシング多様体のエクソン

毎の定品は次のように行った． まず, cDNA(1

ng"1) 2/il, EvaGreenm (BioRad) 10/11, 1,,2M

の各スプライシング多様体特災的ブライマーセッ

ト2'"1,UltraPureTMDistille(IWaler (invitrogen)

6煤lの計20/41の滞液を作成し,QX2()()'IMDrol)let

Gelleratol･で(ll･01)letを作成した. EvaGI･eeniR!

(BioRad)のプロ|､コールに準じてPCRを行い，

dropletdigitalPCRシステム (QX200;Bi()Rad)を

用いて各エクソンの発現lltを定litした.PCRの条

件は1） 95℃， 5分, 2) 95｡C, 30", 3) 56℃, 1

分， 2)－3） 40サイクル， 4） 4℃5分， 5） 90℃5

分とした．エクソン6－7の発現litを()PAlの総

量とし，エクソン4, 4b, 5bの各発現lltをエクソ

ン6－7の発現litで除し，各エクソンのOPA1総

量（エクソン6－7の発現lii)に対する比率を比

ヒト脊髄運動神経細胞におけるOPAlmRNA発

現量の定量

ALS患肯4例(61歳男性, 57歳ｿ)性, 74歳女

性， 84歳女性） とコントロール4例（68歳女性．

70歳女性， 76歳ﾘ)性, 49歳ﾘ)性）について， ヒト

脊髄のホルマリン|古l定パラフィン包埋標本

(FormalinFixedPal･af6nEmbedded:FFPE)の14

"m厚切片を各例で10枚川意した．籠淵で以下

の順に脱パラフィン，およびCresylviolet染色を

行った． xylene (2分),xylene (2分), 100%

EtOH(1分), 95%EtOH(1分), 75%EtOH(1

分),Nucleasefreewater (30秒),Staining:0.1%

Cresylviolet (15秒),75%EtOH(30秒), 95%

EtOH(30"), 100%E10H(1分), xylene (5

分)，乾燥(10分)．
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レーザーマイクロダイセクションはLEicalMD

7000 (LeicaMicrosystems)を使川した．脊髄前

角の巡動神経細胞を形状で選択し， 州||胞l' 'l収川チ

ューブのキャップにミネラルオイル5()/41を加え，

1例につき1()0細胞ずつIIII収した. t()lalRNAは

proteinaseK処即を56℃で一晩行った後にmiR

NeasyFFPEkit (Qiagen)を川いプロトコールに

従い抽出し20,xlの溶川液を得た22).この内5',11

を川い，解析する遺伝子特典的逆転写プライマー

(2/4M) 1'"1を使川し, HighCapacilycDNA

ReverseTrallscriptio11Kit (AI)1)lie(IBi()systcm)

のプロトコールに従い1()/41のcDNAを作成した．

2,41のcDNAに対してEvaGreen (BioRa(1) 10',41,

1βMプライマーセツ ｜、 2',4 1, Ulll･aPureTM

DistilledWatel･ (invitr()gen):6','lをDllX. ,計20/fl

の溶液を作成し, QX20()TMDropletGclleratorで

drol)letを作成した. (Irol)letdigitalPCRシステム

(QX2m;BioRad)を用い,PCR条件として1) 95℃，

5分， 2） 95℃， 30秒, 3) 56｡C, 1分, 2)-3) 40

サイクル， 4） 4℃5分， 5） 90℃5分で解析した．

プライマーは次の通りである.OPA1エクソン6-7

(PCRji51bl)) F:CAGGAAGAACTTCTGCACAC,

R:TCGTTCCAAGATTCTCTGATAC;()PAlエクソ

ン6-7 (PCRR108bp)F:AGGAAGAACITCTGC

ACACTCA,R:TGCCTrl､GTCATCTTTCTGC;

OPA1エクソン4bF:TCACAAATTGGTTAGTG

AA(汀CArr,RAACAAGAGAAGTAGGTCAGAAGC

TC. 2群|Ⅲlの比較はStudent-T検定法にて行っ

た．

結 果

'1,I)P-(13発現抑制によるミトコンドリアの断片化

TDP-43に対するsiRNAによる発現抑llill効率

について, HEK293T細|他にて検討した． その結

14, 2InlsiRNAを行うことによってTDP-43タ

ンパク蘭が検出レベル以ドとなることを確認した

(図IA).次に， この条件下で， ミトコンドリアの

形態を共焦点顕微鏡にて検討した． 1細胞中の長

いミトコンドリアの存在比率をtubularratioとし

て算出し，比較した．その結果,TDP-43siRNA

処理細胞||ドではコントロール群に比してtubular

muoの有意な低~ド (|斬片化）を認めた（図2A,B).
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(A)TDP-43発現抑制時のミトコンドリア形態関連タンパク髄のウエスタンブロッテイング．HEK293T

細胞播種後24時間および72時間後に，コントロールsiRNA(左）もしくはTDP-43siRNA(右）

を導入し，さらに24時間後に細胞を回収した．得られた細胞溶解液を剛いTDP-43,および， ミト

コンドリア形態に供|わるタンパク街(OPA1,Mfh2,DRP1,mS1)をウエスタンプロット法にて検

討したMAGOHは内在性コンl､ロールとして用いた．各々5回行った結果を示す．番号は各々の

実験の番号を示す．

(B)OPA1のウエスタンブロッティング．代表的な2レーンを拡大して示す(Aの四角で囲った部位).

コントロールsiRNA(左),TDP-43siRNA(右).

(C)OPA1のタンパク賀蹴の定量解析.OPA195, 92, 88, 84, 81kDaの各バンドの発現量を,MAGOH

の値で補正し，コンl､ロールsiRNA条件下での各バンドの値を1とした時の'mP-43siRNA処理

下での各バンドの値を示す(n=5 :平均値±標準誤差). 2群間比較はSludent-T検定法にて行っ

た(*:p<0.05).
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図2 'IDP-43発現抑制時のミトコンドリアの形態変化

(A)TDP-43発現抑制時のミトコンドリアの断片化HEK293T細胞にコントロールsiRNA(左）もし

くはTDP-43siRNA(右）を2回導入後,MitotrackelⅧにて，生細胞下でミ|､コンドリアを可視化

し，共焦点顕微鏡にて撮影した．代表的な画像を示す．

(B) ミトコンドリア形態の定最的解析. 1MIII胞'l'のミ l､コンドリアの数と長さを31･測し，長さ30ピクセ

ル以上のミl､コンドリアの数を全ミトコンドリアの散で除しtubulal･ratioとした(n=20 ;平均

値±標準誤差) 2群l1ll比絞はStudent-T検定法にて行った(*:p<0.05)

OPA1の5種類のC末由来産物の中で, 'mP-43

siRNA処理細胞群では, 94kDaと84kDa産物の

有意な増加を認めた（図lB,C).

TDP-43発現抑制細胞でのOPAIの変化

次に，断片化の分子機序について検討したミ

トコンドリア長は， ミトコンドリアの融合，分裂

により決定される．融合，分裂に関わる主要な因

子であるOPA1,DRP1,Fisl,Mhl2のタンパク雌

をウエスタンブロッ|､法にて検討した（図IA) .

その結果,TDP-43siRNA処理細胞群で,DRP1,

Fisl・Mfn2には変化を認めなかった．一方，

TDP-43発現抑制細胞でのOPAlmRNAスプ

ライシングの検討

OPA1の多様体は， スプライシングとYME1

IkelATPase (YmelL),OMA1zmcmetallopepti-
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(B)TDP-43発現抑制時のOPA1切断タンパク質のウエスタンブロッテイング.HEK293細胞にてTDP-43もし

くはコントロールsiRNAを2回導入した細胞溶解液を用い検討した．各発現髄を,MAGOHの値で袖正し．

コントロールsiRNA条1!|:下での各バンドの値を1とした時のTDP-43siRNA処理下での各バンドの値は

YmelL1.22±0.19 (平均値±標準誤差: n=5)およびOMA11.15±0．06(平均値±標準誤差; 11=5)で
あり，コントロールsiRNA処理群と比して差がなかった

(C)OPA1スプライシング多棟休mRNAの定撒解析.TDP-43もしくはコントロールsiRNAを難入した細胞か

らmRNAを1111出し，スプライシング多棟体1, 5,7, 8を定量PCR法により検討した．グラフは，コン|､ロー

ル群を1とした時のTDP-43siRNA処悩群での各多様体の発現風をしめす(n=3i平均値±標準誤差)2

群間比較はStudellt-T検定法にて行った(*: 1)<0.05).

(D-F)OPA1各エクソンを持つmRNAの定賦解析.OPA1エクソン4, 4b, 5b, 6-7の発現量をddPCR法にて測

定し，エクソン4, 41), 51)各々の値をエクソン6-7の値で除し,OPA1mRNAの中で,エクソン4(D14b(E),

5b(F)を持つmRNAの割合を算出した(n=5 ;平均値±標準誤差). 2IIWIIII比較はStudent-T検定法にて

行った(*:p<0.05)

B)A)

－9､軍L､､EV V8
kDa

94
92

雪

､く

篭-
、

､、、

《我 ･洪

蝋、
●

、b

吾

I

OPA1 q I

－－ｰ
聖

灘：
1．吋‘

EV V8

C) ★

0.14

狸
、
“
“
酔
醒
０

０
０
０
０
０

○
雲
⑲
」
」
⑦
一
コ
ｐ
コ
ー

q

EV V8

図jI OPA1スプライシング多椒体8強制発現時のミトコンドリア形態の検討

(A)OPA1スプライシング多様体8発現による84KDaバンドの墹加. OPA1スプライシング多様体8の

発現プラスミドベクターをHIW<293T細胞に過伝子導入し4811*IIII後に細胞を回収し, lXOPA1抗体

によるウエスタンブロッテイングを行った. EV:emplyvector ;V8 :OPA1スプライシング多様体

8発現プラスミドベクター．

(B)OPA1スプライシング多様体8発現時のミトコンドリアの形態．導入後Mitoh･acke"{にてミトコ

ンドリアを可視化し，共焦点顕微鏡で撮像した．コントロールとしてemptyvectoI･を導入した細胞

（左),OPA1スプライシング多様体8を導入した細胞（右).

(C)OPA1スプライシング多様体8発現時のミ |､コンドリア形態の定賦解析．各々の条件下でtubular

'･atio (一細胞111の一個あたり30ピクセル以上のミトコンドリアの数の削合）を算出した(n=

16；平均値±標弛誤差)．2群間比較はStudent-T検定法にて行った(*: 1)<0.05)
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dase (OMA1)による卿訳後タンパク質切断によ

り産生される （図3A)7) . そこで，般初に

TDP-43siRNA処即がYmelL, OMA1の発現に

影響を与えるか否かを検討した． しかし,YmelL

およびOMA1タンパク質の発現畷は,TDP-43

siRNA処理細胞群とコントロール群を比して差を

認めなかった（図3B) .

次にOPA1のスプライシング変化について検討

した.OPA1には8つのスプライシング多様体が

存在するが，その内スプライシング多様体1， 5，

7， 8が主である23)． そこでこれらの発現量つい

て定量的に解析した．その結果,TDP-43siRNA

処理細胞にてスプライシング多様体8の有意な増

加を認めた（図3C) . これらのスプライシング多

様体は，エクソン4, &lb, 5bのスプライシングに

より形成される（図3A) .そこで，各々のエクソ

ンの量を検討した．その結果,TDP-43siRNA処

理細胞ではエクソン4bの有意な｣艸加を認めた

(図3D)

OPAIスプライシング多様体8強制発現細胞で

の84kDa産物の増加とミトコンドリアの断片化

実際, OPAlスプライシング多様体8が84

kDaの藤生に繋がるか検討した. HEK293T細胞

にOPA1スプライシング多様体8の発現プラス

ミドベクターを導入し，ウエスタンプロット法に

てOPA1の発現を検討した．その結果,OPA1ス

プライシング多様体8強制発現細胞で84KDaバ

ンドの有意なj曽川lを認めた（図4A) . 次に，

OPA1スプライシング多様体8の増加により， ミ

トコンドリアの形態変化がり|き起こされるか否か

を検討した.OPAlスプライシング多様体8の強

制発現細胞では, tubularratioの有意な低下を認

めた（図4B,C)

30000

B)A)

０
０

０
０
０
０

０
０

２
浬
蝋
来
細

1

職塞
ぐ

こ

《

句
弓

蝿
…’藪鍵ぞ

…召､ ，ｳ‘ ‘
由会 ①

蕊，宮可･§｡ o ■9
，．乗蕊:§ゴ. ba.9".,_:

切り出し前 切り出し後
0

Ｑ
Ｑ
－
ｍ
、
ｌ例

Ｑ
ｐ
ｍ
ｏ
－
症

Ｑ
ｐ
－
ｍ
舵

Ｑ
ｐ
ｍ
ｏ
言
症

Ｑ
ロ
ー
幻
へ
。例

Ｑ
ｐ
の
臼
症

図5 上I､袖舳組織標本を用いたOPAlmRNAの定II(解析

(A) レーザーマイクロダイセクション法による運動神経ﾎIII胞のiii". 上l､仔仙Cl･esylviolet染色標本に

て，大きさ, jIMi,形から迎肋神経細胞を避択し．レーザーマイクロダイ･セクション法にて回収した
運動神経細胞を切り出した前後の像をボす．

(B)増幅産物の良さによるmRNA検出感度の検討25細胞相当のtotalRNAからcDNAを作成し，
dropletdigilalPCRシステム(QX200;BioRad)を用い,OPA1mRNAの検出を行ったOPA1エクソ

ン6－7に対.しPCR長を51bpおよび108bpに設定した3例の検出結果を,旅す．縦軸に蛍光強度，

横軸に各(11･opletを,旅す. 10,000蛍光強度より強い蛍光強度が得られたdropletを陽性とした. PCR

長が108bpでは殆ど陽性を示さないのに対し.PCR長51bpでは多数の陽性を示すdropletを認める．
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図6 上i､脊髄運動神経細胞におけるOPA1mRNAエクソン4b発現量の検討

ヒト脊髄FFPE標本由来の運動神経細胞25細胞から作成したcDNAを用い, ddPCRを用いてOPA1

mRNAエクソン6-7およびOPA1mRNAエクソン4bの発現量を定趾した．エクソン4bの値をエクソ

ン6－7の値で除した値を示す(''=4;平均値±標準誤差)．2群間比絞はStudent-T検定法にて行った．

ホルマリン固定パラフィン包埋標本由来のヒト脊

髄運動神経細胞

ヒト脊髄ホルマリン固定パラフィン包埋(FoI･-

malinFixedPal･affnEmbedded:FFPE) '|票本から，

形状で運動神経細胞を選択し，レーザーマイクロ

ダイセクション法にて1例につき100細胞ずつ採

取し，そこからtotalRNAを抽出した（図5A) .

抽出したRNAからcDNAを作成し25細胞に相

当するcDNAを用いてdroplet-digitalPCR

(ddPCR)によるmRNAの定量を行った. FFPE

標本からｲ111出した核酸は，断片化により長い産物

の増幅は雌しいとされる2‘!) そのため， まず

OPA1mRNAエクソン6-7の間を対象とし，

51bp, 108bpのPCR長で検出感度を検討した．そ

の結果, PCR長が51bpの場合, OPA1mRNAを

高感度で検出し得た（図5B)

ン4b内，およびOPA1mRNAエクソン6-7の間

に，各々51bpのPCRプローブを設定し，エクソ

ン4bと総OPA1mRNA量をddPCRにて測定し，

総OPA1mRNAに対するエクソン41)の比率を算

出した. OPA1エクソン4bを含むmRNAの総

OPA1mRNAの中での割合は,ALSとコンl､ロー

ル群で有意な差を認めなかった（図6)．

考 察

著者はTDP-43の発現を抑制したHEK293T

細胞で， ミ|､コンドリアが断片化することを示し，

さらにTDP-43発現抑制下で, OPA1の84KDa

成分の増加を見出したOPA1タンパク質には，

スプライシングと翻訳後タンパク質切断により，

5種類のC末断片が存在する25) OPA1はミトコ

ンドリア内膜の融合に関わり，その正常な機能に

はこれらが適切なバランスで存在する必要がある

25)26).OPA184KDaバンドの増加により，このバ

ランスがⅢiれ， ミトコンドリアの内股の融合異常，

|断片化が引き起こされると考えた. OPA184kDa

ALS患者脊髄運動神経細胞におけるOPAIスプ

ライシングの検討

次に, ALS患者の運動神経細胞から同様に

RNAを抽出し, cDNAを作成した. OPA1エクソ
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定蚊PCR法に比べて商感庇である28).

今li'lは，解析対象としてFFPE標本を川いた．

RNAの解析には凍結棟木を使うことが推奨され

るが，凍結楪本では，形態ii,「illiや免疫染色がIｲ§l雛

で,細胞の|耐lだが雌しい， ･",FFPE標本は形態

評illiに催れ，免疫染色法を加えた解析にも耐え得

る． さらに, FFPE標本は凍結標本に比して多く

の標本蜜源が〃在し， これらを活lllし得る． しか

し, FFPE標本からｲ111出したmRNAは, |析片化や

核酸の化学修飾により,PCR法による増幅の憂さ

に制限があるとされる2.1)29)30)．実際， ヒト脊髄

FFPE標本I I1米の25佃の巡助神経細胞から調整

したcDNAを川いOPAlmRNAの定量を試みた

ところ, 51bl)と108bl)の唯物の間でddPCR法

によるjWlli,i,f;i率にIﾘlらかな差があった． この結果

から, FFPE標本からのmRNA定最に関しては，

PCRjW叫張が短い必嬰があると結論した．今後，

mRNAの抽出方法, cDNAの作製方法などにさら

なる改良を加え，より検出感度をl竜げることが望

まれる．

今liil杵尚は,HEK2931､細胞において,TDP-43

の発現抑ilillによりミ l､コンドリアが断片化するこ

とを示し， その機序としてOPAlエクソン4bの

スプライシングの抑制によるOPA1スプライシン

グ多様体8の聯加と、 それによるOPA184kDa

タンパク『'IのjWDIIを示した． この結果は，

TDP-43の機能不全とミ トコンドリアの形態異

常との関係を初めて示すものである.OPA1はミ

トコンドリア内股の融合やクリステの構造維持に

関わるとされ,特者が兄出した現象は,ALSで報告

されているミ トコンドリアのクリステの墹加とい

う形態災術を引き起こしている可能性がある7)8)．

しかし，今lulの解析では，介髄の運動神経細胞

ではALS忠荷と対象との|H1でOPAlエクソン4b

の比率に差を指摘できなかった． この理lllとして，

今l'llの解析では,TI)P-43の状態に|則わらず，す

べての巡肋神経細胞を対象としたことが挙げられ

る.ALS忠肯の脊髄前角細胞において,TDP-43

の核からの消失は約6削の細胞のみに認められる

31).TDP-43の核からの消失によりOPA1のスプ

ラインシング災常が遮起されるという仮説に従え

産物の強制発現でミトコンドリアの|祈片化を認め

たことは， この仮説を支持する．

さらに,OPA184kDa唯物がjW加するメカニズ

ムについて検討を加え,TI)I)-43発現＃llilill条件ド

では,OPAlmRNAスプライシング多様体8がjW

加することを兇出した．火際,OPAlmRNAスプ

ライシング多様体8の強制発現により,OPA184

kDaタンパク衝が増加した．次に,TDP-43発現

低下によりOPAlmRNAスブライシング多様体8

が増加する機序について，検討を加えた. OPA1

のスブライシング多様体は，エクソン4, &lb, 5b

のスプライシングにより形成される （図3A)25).

TDP-43発現低下細胞では，エクソン4bの｛丁意

な増加を認めた．エクソン4bの発現噌加は多様

体5と8のjW加をリ|き起こすが，多様体8のl,tが

多様体5に比して多いため，結果としてOPA184

kDaバンドのjW加が主体となると推察した． 一・般

に,TDP-43は，各エクソンのスプライシングに

対し，エクソン毎に，促進的もしくは llilill的に作

用する27)．苫肯の結果は,TI)P-43がOPAlエク

ソン4bのスプライシングに対して促進的に働く

可能性を示唆する．

さらに符背は， この変化がり冬際にALSの脊髄前

角連動神経細胞で生じているかについて検討を加

えた． ヒトの剖検組織にて， 1細胞レベルでスプ

ライシング多様体のII(を検討し"る方法は確立さ

れていない．方法として， スプライシング多様体

特異的な抗体を用いるか，特典的RNAプローブ

を用いたinsituhybridization法が考えられる． し

かし, OPAlのエクソン4bに対する特異的な抗

体は存在しない． またエクゾン4bは54bl)と短

く, insiluhybridizati()Il lllの特異的なRNAブロ

ーブの設定もIN雛であった．そこで菩背は， レー

ザーマイクロダイセクション法にて脊髄巡肋神経

細胞をili離し, (1(IPCR法にて定l,tする〃法を試み

た. ddPCR法は， ターゲッ |､を1粒((l'･01)lel)"

たり1コピー以下になるように希釈した滞液を川

い，汕膜に包まれた激ﾉjilhlのdropletを作成し，

各々のdroplet毎にPCRを行い琳幅の行無を判定

し，反応したdropletの激でターケッ ｜､のコピー

数を算出する方法であり，検lit線を必要とせず，
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ぱ，今後，免疫染色法を加え, TDP-43の核から

の消失を認める細胞のみを選択して，解析する必

要がある． これらの解析により，今回の知兄の

ALS病態への寄与がIﾘl雌になると期待される．
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