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筋萎縮性側索硬化症の病態モデル：自己蛋白量調節機榊の

破綻による内在性TDP-43の過剰発現

須貝章弘

新潟大学|矧11学総合研究科分子細胞I災学'"攻タII"Iﾉ1科学分野
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要 旨

筋携縮性側索硬化症(amyotrophiclateralsclerosis:ALS)他者の巡助神経細胞およびグリア

細胞の細胞蘭lﾉﾘには,TARDNA-bindingpl･otein43kI)a (TI)I)-43) |珊性の封人体を認める． こ

のTDP-43発現歴が,ALS忠尚で充進しているとの報告がある．一方，核|ﾉ､l蛍白である

TDP-43はILI己蛍白亜調節機椛を｛iしており，通術の状態ではこの過剰は起こり得ない．特者

は，この内己蛋白iIi調節機櫛の破綻がTI)P-43過剰発現および神経細胞障審をリ|き起こすとの

仮説を立て，この自己蛍白』it調節機構の破綻による内A牲TDP-43過剰発現モデルを榊築し，

この仮説を検証することを本研究のl l的とした．これまでに衿行らは，外来性TDP-43過剰発

現糺ll胞の解析により,TDP-43エクソン6内の近位選択的イントロンのスプライシングが発現

抑制に亜要であることを示してきた．本研究では，この選択的スプライシングをモルフォリノ

アンチセンス核酸により特典的に抑制し，発現抑＃ll機柵を破綻させることにより, Iﾉﾘｲl畠性

TDP-43過剰発現状態を誘導することに成功した． さらに，成体マウス髄腔Iﾉ1へのアンチセン

ス核酸の投与により，脊髄組織においてもlﾉﾘ在性TDP-43発現をjW加させた．これらの紬果は，

TDP-43発現抑制機構におけるこの選択的スプライシングの意義を決定づけるとともに， この

破綻による内在性TDP-43過剰モデルを細胞およびマウスIM体において構築したことを恵味

する． さらに，この内在性TDP-43過剰発現マウスでは,ALS罹忠組織でみられるTDP-43C

末断片の増加， さらにアポトーシス促進囚子であるBIMの発現墹加を認めた． これらより，

TDP-43エクソン6内の選択的スプライシング効率の減弱は, Iﾉ1在性'l､DP-43の過剰発現を導

き，神経細胞障害を引き起こすことが示唆された． このIﾉ1{I;性TI)P-43過剰発現モデルが，

ALS病態のさらなる解Iﾘlと沿旅法開発に典献することが期待される．
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緒
一
言
巨 ALSの病態理解に大きく近づく．

TDP-43自己蛋白iit調節機椛の破綻を砺導す

るために， まず， この調節機構の詳細を理解して

おく必要がある.TDP-43の発現litの調節は核内

TDP-43i,tに依存している．核Iﾉ1蛍白である

1DP-43は,TDP-43mRNA前駆体の雌終エクソン

(エクソン6）の3'非翻訳領域に結合する13)1‘I）

この雌終エクソンは，繊数の選択的イントロンと

複数の選択的polyA付加部位をもつ.TDP-43の

過剰は， このpolyA付加部位を変化させ，かつ選

択的イン|､ロンのスプライシングを冗進させるこ

とにより，ナンセンス依存性mRNA分解機榊を

介してI÷l己蛍Iをl瞳の発現抑制を引き起こす（投摘

II1)'5).特に，複数ある選択的インl､ロンのうち

近位の選択的イントロンのスプライシングが発現

抑制に重要であることを，我々はヒト培挺細胞を

川いて|ﾘ}らかにしている （投柵il1)'5).本lilI究で

は， まず， この近位の選択的イントロンのスプラ

イシング効率を減弱させることにより, lﾉ1征性

TDP-43過剰発現状態が導かれるかをマウス神

経系培礎細胞およびマウス脊髄制l織において検証

する．

この避択的イントロンのスプライシング効率を

減弱させるために，課すべき制約が2つある．第

一に，遺伝子に改変を加えないことである．アミ

ノ酸配列の変化に伴い縛るTDP-43機能災術の

可能性が排除されていなければならないからであ

る．第二に,TDP-43mRNAに対し特異的に変化

を誘導することである.TDP-43mRNAを制御す

るRNA結合lkl子などに変更を加えることは，

TDP-43mRNA以外の広範なRNA代謝を乱すこ

とになり得るため，病態理解を混乱させる． これ

らの制約を満たすために，本研究では、モルフォ

リノアンチセンス核酸を用い,TDP-43mRNA前

駆体の配'1に特異的に介入を加えた． これにより，

極々のスプライシング1大I子のRNAへの結合を配

列特異的にlill秤できる16)．モルフォリノアンチ

センス核酸は配列特異性が高く，その作冊1機序に

細胞内蛋121を必要とせず，電気的に!'1性であるた

め細胞内蛍臼と相互作川し難い17). さらに, ill1胞

内で極めて安定性が商く，特に非分裂細胞である

TARDNA-bin(lingpl･()1ein43kDa (TDP-43)

は筋萎縮性側衆砿化症(amyotrophiClateralsclc-

rosis:ALS)の|兜l述蛍FIであるl)-3).ALSは1粒

および1ざ位運助神経が催される致ﾀ的疾忠であ

る． この巡勅神経細胞およびグリア細胞!'!には

TDP-43陽性の肘人体が〃在する1)2). また，

TDP-43の点変異は家族性AISの原|klになる･1)5).

さらに，家族性および孤発性ALS忠者では，

TDP-43発現1kのﾉt進が､柵!↑されている6)－11）

これらの1F実から， 多くの'rDP-43過伝子導人

動物が作製され，実際,TI)P-43過剰発現による

神経糺ll胞澁性が示されてきた6) 10)-12).一方，外

来性TDP-43の発現は内在性TDP-43の減少を

誘導することから,TDP-43がrl己蛍IとI股を厳密

に調節する機榊をｲｱしていることがIﾘlらかになっ

た13)1.1)．これは,TDP-43の過剰が通術の状態で

は起こり僻ないことを意l味する． したがって，外

来性TI)P-43の械端な過蜥ll発現をi禰導する肌〃

の過伝f導入jﾘﾉ物モデルでは，なぜTDP-43の

発現がjW加するのかという根本的な|H1題が解決さ

れず,ALS病態モデルとしての癌当性が|ﾊl脳にな

る．杵肯は,TDP-43の自己蛍lf l liti淵節機|{!；の破

綻がALSにおけるTDP-43過剰と神経細胞IIﾙ|§

を引き起こすという仮説を立て， この自己蛍lfll,(

調節機榊の破綻による|ﾉ1{f'「liTDP-43過剰発現

モデルを榊築することにより， この仮説を検ii'l;す

ることを本研究の目的とした．

本仮税の検証のために，以下の2点を確認する

必要がある．第一に、 ！|'枢神経系組織において，

自己蛍I上]i,t調節機構の破綻により, |ﾉ1在性

TDP-43の過剰発現状態が導かれることである．

第二に， この内ｲl;性TDP-43過剰状態により，

ALS顛似の病態が引き起こされることである．

ALS顛似の病態とは，生化学的にはTDP-43の

断片化とイく溶性l'lli分への帯械，病理学的には

TI)P-431場性の糺ll胞面|ﾉ1吋人体とTI)P-43の核

からのiiIi失， さらに連動神経糺ll胞死である3). 121

己蛋rIIIt!淵節槻椛の破綻によるlﾉ1｛f性TDP-43

の過剰発現により， これらの現象が確認されれば，



新潟医学会雑誌第129巻第11号平成27年（2015） 11月660

神経細胞内に導入されれば，長期間にわたりその

効果を発揮し続けることが推定されるため'8)，

神経変性疾患の病態モデル作製に有用な手段とな

り得る

本研究では，モルフォリノアンチセンス核酸を

用い,TDP-43の発現抑制に重要な選択的スプラ

イシングの効率を減弱させることにより，内在性

TDP-43過剰発現状態が誘導されるかを検証し

た． さらに， この内在性TDP-43過剰発現状態

が，マウス脊髄組織において生化学的なALS類似

病態を引き起こすかを検証した．

ルフォリノアンチセンス核酸(Vivo-Morpho-

linos;Genetools)を用いた19).Vivo-Momho-

linosの配列は,TDP-43エクソン6内の選択的

イントロン6Aの5' ･-スプライス部位より近位配

列（#1)， 5'一スプライス部位（#2)，3'一スプライ

ス部位（#3)，選択的イントロンBの3'一スプラ

イス部位（#4）をそれぞれ標的にし,Genetools

社が設計した（図1A,表1) コントロールに

Standal･dConh･olMorphoUnoOUgo (Genetools)

を用いた．

モルフォリノアンチセンス核の培養細胞への投与

Neul･02a細胞を37℃, 5%CO2条件下で10%

FBSを含むDulbecco.smodifiedEagleMedium

(DMEM,Gibco)で培養した.Vivo-Morpholinos

をDMEM中に図2に示す最終濃度となるように

材料と方法

モルフォリノアンチセンス核酸

オクタグアニジンデンドリマーを結合させたモ

ATDP-43mRNA前駆体

’ 3'非翻訳領域
一

近位polyA遠位polyA

1

･アンチセンス核酸付加部位付加部位
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翻訳終始コドン

primer:F5←…． ・・……＜R6-1

primer:F6←.｡…･－ …ぐR6-2

← ÷

primer6A primer6B

図1 TDP-43mRNA前駆体およびTDP-43mRNAの模式図と．

アンチセンス核酸およびプライマー設定

(A)TDP-43mRNA前駆体の模式図とアンチセンス核酸(#1,#2,#3,#4)の配置を示す．白箱は非翻訳

領域,黒箱は翻訳領域のエクソンを表す折線はイントロンを表す．

(B)TDP-43mRNAの摸式図とPCR用プライマーの配置を示す. 1DP-43mRNAは，選択的スプライ

シングと選択的polyA付加により，おもにIからⅣの椛造をとる．
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表1

選択的
イントロン

3，－スプライス部{錨斤傍配列5'-スブライス部位近傍配列種

gccttcatttaatctctgcAGttcatclcatttcaaatgt
gccttcaittaatctctgcAGttcatctcatttcaaatgt

agtggaagatttggigGTaalccagGTggctltgggaatc

agtggaagatttggtgGTaatccagGTggctitgggaatc

Homosapie"s
6A
MUSmUscUﾉus

atatgtglctttgttttgcAGccctgaatgcaaagaatt
atatgtgtctttgttttgcAGccctgaatgcaaagaatt澱職|:朧鰡:淵i鶏職：

HomOSapjenS
M"Sn7USaノルS

6B

大文字はスプライス部位を示す｡網掛けはヒトとマウスの相違配列を示す。

A Ctrl #1 #2 #3 #4
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図2アンチセンス核酸によるTDP-43選択的スプライシングの特異的抑制

(A)Neuro2a細胞に図IAに示した各アンチセンス核酸(#1, #2, #3,#4,コントロール) 2-8uMを投

与し48時間後に解析した図1Bに示すプライマー(F5/R6-1,F6/R6-2)を用いた逆転写PCR

産物のアガロース電気泳動像を示す.Mは･リ･イズマーカーを示す．

(B,C)Neuro2a細胞に各アンチセンス核酸(#1, #2, #3, #4,コン|､ロール) 8uMを投与した．図IB

に示すプライマー(pl･imer6A, prime1･6B)を附いた定賦PCRの結果を示す．データは平均±標準
誤差を示す(n=3).対照群との比絞にDunnett法を附いた. *p<0.05, **l)<0.01, ***p<0.001

を示す．

に抱水クロラール0.35mg/g体亜，キシラジン

0.01mg/g体亜を腹腔内注射し全身麻酔をかけた．

Vivo-Morpholinosを人工脳脊髄液(Nal50mM,

K3.0mMCal.4mM,MgO､8mM,P1.0mM,Cl

添加した．48時間後に細胞を回収した

モルフォリノアンチセンス核酸のマウス髄腔内投与

C57BL/6N(CRJ)マウス (MIf, 11-12週齢）
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155mM)を川いて0.2''g/ulまたは0.4ug/ulに

希釈した． ハミルトンシリンジに接続した約

15cmのカテーテル(PE-101ntramedicpolyeth-

ylenetubing,BeclolIDickills()I1)を32G針に接続

し, Vivo-Morph()lin()sをカテーテル内に吸リ|し

た．腰背部ili1 |!の皮胸を切lIHし, L5/6間隙に約

45度の角庇で針を11F入した．ハミルトンシリンジ

で'朧く陰IEをかけ雌色透Iﾘlの脳汀髄液の逆流を確

認することにより，針先が伽腔内に到達したもの

と判断した． Ⅲl性の液体の逆流を雌認したときは，

外傷性穿刺と判|析し，解析の対象から除外した．

シリンジポンプを使川しVivo-MorpholinosO.1

ul/分の速度で7.5ul (1.5ugまたは3.0ug)注入

した． 7日後にマウスを解Iillし，腰髄を摘出した．

片|!1llをRNA抽出，反対|!1llを銭121l111 ,!|1に用いた．

新潟入学肋物ﾉﾐ験倫HI!委員会による承認を得て行

った．

を川いて'I11ermalCvclerl)ice'(RealTimeSvstem

(TP850,Takara)で行った.TDP-43mRNAの発

現解析には, I)1･imel･6Aのフォワードプライマー

に5'-AGCTGGCrrGGGAAATAAcC-3' , リバ

ースプライマーに5'-CTGGCTTAACATGCCCAT

CAT-3'を川い, 1)1･imel･6Bのフォワードプライ

マーに5'-TGGACTGAGCTTGTGGTGTG-3' ,

リバースプライマーに5'-CAGAACrGCAGCAA

ACAGCA-3.を川いた（図lB).BIMmRNAの

発現解析には， フォワードプライマー5'-GGAG

ACGAGTTCAACGAAACIT, リバースプライマー

5'-AACAGTTGTAAGATAACCATITGAGG-3'を

川いた． ｜ﾉ1在性コントロールはGAPDH(Takara

社より1職人）を川いた. PCR条件は, 95℃30秒

の初期変性後, 95℃5秒, 60℃30秒を40サイク

ルとした． AACr法により解析した．

蛋白抽出

Proteaseillhibil()1･cocktail (Sigma)および

phosphataseinhibit()1･cocklail-2 (Sigma)を含む

RIPAbllffel･ (25mMTl･is-HClpH7.6, 150mM

NaCl,1%NP-40,1%s()(lium(Icoxycholale,

0.1%SDS) 400ulに組織を没し破砕した．超卉波

処理をした後, 1()(),000gで30分llll4℃下で超遠

心を行い，上ii'iをRIPA可溶性IIIi分とした.Urea

画分抽出のために, Inl様な操作を2Inl繰り返すこ

とによりRIPA可減性Imi分の持ち込みを排除した．

このRIPA不溶性のペレッ 1,にProteaseinhibitor

cocktail (Sigma)およびI)hosI)hataseinhibitor

cocktail-2 (Sigma)を含むUI･eabuffer (7M

urea,2Mthiolll･ea,4%CHAPS,30mMTris,pH

8.5) 100ulを加えた． 超背波処HI!した後，

100,000gで30分llll22℃ドで超遠心を行い，上浦

をUrea仙i分とした. RIPA可溶ﾔ|;lui分に対し，

BCAProleinAssaykit ('l､hermo)を川い蛋I全l淡

度を測定した.Ureaiil'i分の畿向淡度はRIPA可溶

性画分と|司じ比率であると仮定し，解析を行った．

RNA抽出と逆転写PCR,定量PCR

TotalRNAをNucleospinRNAII (Takara)を用

いて抽出した. RevelTI･aAce (TOYOBO)を用い

て逆転写をかけNIhli的DNAを榊築した．

逆転写PCRは,TaKaRaLATaq (Takara)を用

いて行った.TDP-43mRNA選択的スプライシン

グの解析には, F55'-CAGAGCTITI､GCCTrCG

TCA-3',R6-15' -CAAAGACGCAGCCTGTG

C-3･ , F65．－TITCAAATGTITATGGAAGAAGC

A-3',R6-25'-AGTTCCATCTCAAAAGGGT

C-3'のプライマー配列をそれぞれ川いた（図lB).

PCR条|'|:は, 94℃1分の初期変性後, 94℃30秒，

55℃30秒， 72℃2分を35サイクル， 72℃5分

の追加IIII良反応とした. Pdl)1mRNAの選択的ス

プライシングの解析には， フォワードプライマー

5' -GTGCI､GAGTGAGGGAAGGAC-3' , リバー

スプライマー5'-'l､GCAG'l､GCCATAGATTCTG

C-3､を川いた. I)CRW'|:は, 94｡C1分の初期変

性後， 94℃30f'', 55℃30", 72℃1分を40サ

イクル， 72℃5分の辿川IIIIIjと反応とした．増|幅産

物を2％アガロースケルを川いた1｡li気泳勤により

分離した．

定l,tPCRは,SYBRPremixEXTaqTM(Takara)

ウエスタンブロッティング

LaemmliSaml)leBuffel･ (BioRa(1)を加え，

96℃で5分|H1処理した． 10%ポリアクリルアミド
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図3TDP-43選択的スプライシングの特異的抑制によるTDP-43蛋白1Itの増加

Neul･02a細胞にアンチセンス核酸を8uM投与し48時間後に解析した．

(A)TDP-43と選択的スプライシングを受けたTDP-43 (TDP-43splicingvallant)の模式iXiおよびポ
リクローナル抗体の認識部位を示す.NLS :核移行シグナル，NES？核外搬出シグナル. RRM1 :

RNA認識モチーフ1,RRM2 8 RNA認識モチーフ2.

(B) 1hTDP-43 (260-414)抗体によるウェスタンプロットと,GAPDH比で表したバンドの定破デー
タを示す．

(C)MTDP-43 (1-260)抗体によるウェスタンブロッl､と, 32kDa/43kDa比の定賊データを示す．

(D)P(1plmRNAの逆転写PCR産物のアガロース電気泳動像と, PdI)1mRNAエクソン1を含まないバ

ンドに対するエクソン1を含むバンドの比の定賦データを示す．データは平均±標準談差を示す．

n=4 (B,C)または11=3 (D). *p<0.05, **p<0.001 (Studentのt検定).

ケルSupel･SepTMAce (Wako)を用いたSDS-

PAGEにより分離し,PVDFIIW (Mmipol．e)に砿写

した．抗TDP-43 (260-414)抗体(PI･oteintech,

12892-1-AP)または抗TDP-43 (1-260)抗体

(Proteintech, 10782-2-AP)を1次抗体として

用いた（図3A)．内在性コントロールとして抗

GAPDH抗体(MBL)を用いたHRPを標識した

二次抗体をImmobilonWestemChemilumines-

centHRPSubsh･ate (Mimp01･e)を用いて検出し

た. ImageQuanfrMLAS4000biomoleculal･ imagel･

(GEHealUlcare)をⅢいてバンドを定城解析し

た

結 果

アンチセンス核酸によるTDP-43選択的スプラ

イシングの特異的抑制

上1,TDP-43の最終エクソン（エクソン6)

内には自己蛋白敬調節に関わる2つの選択的イン

|､ロンが存在する（図IA :選択的イントロン
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ライシングを減弱させたが（図2A: lallell-13

下段)，選択的イントロン6Aのスプライシングを

兀進させた（図2A: lanell-13上段，図2B).

6A, 6B). この選択的イントロンの5'-スプライ

ス部位および3．－スプライス部位近勝の配'lは，

ヒトとマウスにおいて樋めてNIInl性が商い（表l).

マウス神経芽細胞IIIINeuro2a細胞をllll,,選択的

イン|､ロン6Aまたは6Bを挟むプライマー（図

lB: F5/R6-1, F6/R6-2)による逆転'j7:PCR

を行った結果， ヒトとl'ilじ選択的イントロンのス

プライシンク･を示唆するバンドが検出された（図

2A: lanel)． I!1:接jM)IL配列決定法により, Inl'f

ンドはヒトと|司様の位傲でスブライシングを受け

たmRNAであることを確認した．

そこで次に．選択的インI､ロン6A, 6Bの5'-

スプライス部位および3，－スプライス部位を標的

としたモルフォリノアンチセンス核酸（図IA)

をNeul･02a細胞に投｣j･し，選択的イン|､ロン6A

または6Bのスブライシングへの彩禅を, Inl#|；位

を挟むプライマーを川いた逆'lWj:PCR法により

検討した（図2A). さらに，選択的イン|､ロン

6A, 6BIﾉ1に各々フ"ライマーを批定し （図lB:

I)rimel･6A, l)rimel･6B),定litPCR法により選択

的イン|､ロン6Aまたは6Bを保持したmRNAの

定iii的解析を行った（図2B,図2C).

選択的イントロン6Aの5'-スプライス部位の

近位部， もしくは5'一スプライス部位を標的とし

たアンチセンス核駿＃1，＃2は，容l,t依存性に選択

的インl､ロン6Aのスプライシングを抑制し, JI;

スプライシング産物をjW川させた（図2A: 1alle

2－7上段，図2B)．一方， アンチセンス核酸#1,

#2により選択的イントロン6Bを保持した

mRNAは減少した（図2A: lane2-7下段，図

2C) ．すなわち，アンチセンス核酸#lまたは#2

の投-'j･により，選択的イントロン6Aのスプライ

シングが抑制され，選択的インl､ロン6Bのスプ

ライシングが冗進したTDP-43mRNA(図lB:

III)がjW加した．選択的イントロン6Aの3' --ス

プライス部位を標的としたアンチセンス核駿＃3

は，異椛なスプライシングを誘導したが（図

2A: lane8-10上段),非スプライシング唯物を

増加させなかった（図2B,図2C).選択的イン|、

ロン6Bの3' ･-スプライス部位を標的としたアン

チセンス核酸#4は，選択的イントロン6Bのスプ

TI)P-!13選択的スプライシングの特異的抑制に

よるTDP-43蛋白量の増加

次に著者は,TDP-43選択的スブライシングの

llllilillがTDP-43蛍白量を墹加させるかをウエス

タンブロッティング法により検討した． これまで

の解析から，アンチセンス核酸＃1が翻訳領域を

含む選択的イントロン6Aを保持するTDP-43

mRNAIRを雌も墹加させた（図2A・図2B)．ゆ

えに，以後の解析はアンチセンス核酸＃1を用い

た.Neuro2a細胞にアンチセンス核酸#1を投与

し48時間後にTDP-43のC末である260-414

アミノ酸を認識するポリクローナル抗体（図

3A:TDP-43 (260-414))を川いて検討した．

その結果，完全災の43kDaのTDP-43蛍白品は

約2倍に墹加した（図3B). この結果は1-260

アミノ酸を認識するポリクローナル抗体（図

3A:TDP-43 (1-260))でも|面l様であったが，

本抗体では32kDa付近にもバンドを認め， これは

アンチセンス核縦#lにより減少した（図3C).

このバンドはTDP-43の260-414アミノ酸を認

識するポリクローナル抗体では検出されず，選択

的スプライシングを受けたmRNA由来の獲物と

椛定した（図3A:TDP-43splicingvariant).以

上より，アンチセンス核酸＃1により選択的イン

トロン6Aのスプライシングが抑制され，完全長

のTDP-43 (図3A:TDP-43)がjW加するこ

とが示された．

次に．選択的スプライシングの抑制による

TDP-43の機能的過剰を検証した.TDP-43はス

プライシング関連IXI子であり,TDP-43の減少に

より, PdplmRNAのエクソン1の保持が墹加す

る13).逆転写PCR法による半定堕的な解析では．

アンチセンス核酸＃1の投与によりPdl)1のエク

ソン1の保持がｲi意に減少した（図31)).この結

果は,TDP-43の配列に特異的なアンチセンス核

酸により,TDP-43の過剰状態が質的にもリ|き起

こされていることを示す．
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産物は平均1．7倍に, 3.0ug投与により平均2．3

倍に有意に増加した（図4B). さらに，ウエスタ

ンブロッテイング法による解析では，アンチセン

ス核酸＃1を1.5ug投与することにより,TDP-

43蛋白量は平均1．9倍に有意に増加した（図4C,

図4D) . また,TDP-43の標的RNAであるPdpl

エクソン1の保持は有意に減少した（図4E)．以

上の結果により，マウス脊髄組織においても

TDP-43選択的インl､ロン6Aのスプライシング

がTDP-43の量調節に重要であること， またこ

の抑制により，個体レベルで中枢神経系における

内在性TDP-43を増加させることが可能である

マウス脊髄組織におけるTDP-@13選択的スプラ

イシングの抑制とTDP-43過剰発現

次に，マウス中枢神経系組織においてアンチセ

ンス核酸の効果を検証した． 11-12週齢の雄のマ

ウスに対し，アンチセンス核酸を腰椎穿刺により

髄腔内に注入し，その7日後に脊髄組織を解析し

た．逆転写PCR法による解析では，アンチセンス

核酸＃1の投与により，選択的イントロン6Aのス

プライシング産物の減少と非スプライシング産物

の増加を認めた（図4A).定賦PCR法による解

析では，アンチセンス核酸＃1を1．5ug投与する

ことによりTDP-43mRNAの非スプライシング ことが示された
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図4マウス脊髄組織におけるTDP-43選択的スプライシングの抑制とTDP-43過剰発現

マウス髄腔内にアンチセンス核酸1.5ugまたは3.0ugを投与し、7日後に解析した．

(A)図IBに示すF5/R6-1プライマーによる逆娠写PCRのアガロース電気泳動像．矢頭は非スプライ

シング産物,矢印はスプライシング産物を示す．

(B)図lBに示すprime1･6Aによる定爺PCRの結果を示す．

(C)アンチセンス核酸1.5ug投与時の抗TDP-43 (260-414)抗体を用いたウェスタンプロットを示す．
(D)Cのバンド定量データを示す．

(E)アンチセンス核酸1.5ug投与I1ｷの逆II虞写PCR産物のアガロース電気泳動像より得られたPdpl

mRNAエクソン1を含まないバンドに対するエクソン1を含むバンドの比を示す．データは平均±

標準誤差(n=4). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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において，細胞障害性を検討するために，プロア

ポトーシス蛋白であるBIMの発現を検討した21).

アンチセンス核酸＃1の投与によりBIMmRNA

は有意に増加した（図5B). さらに， このBIM

mRNA量は,Urea画分の35kDaTDP-43C末断

片の増加と有意な正の相関を示した（図5C). こ

れらの結果は，選択的スプライシングの抑制によ

り,TDP-43の断片化と神経細胞障害が一連の機

序により惹起されていることを示唆する．

TDP-43選択的スプライシングの抑制による

TDP-43断片化

次に,mRNAレベルでより変化がみられたアン

チセンス核酸3.0ug投与時における蛋白レベル

の変化を検討した．意外なことに，アンチセンス

核酸3.0ug投与ではRIPA可溶性画分において，

完全長の'IDP-43の増加はみられなかった（図

5A : RIPPA) . しかし一方で, 35kDaのTDP-43

が, RIPA可溶性画分,Urea画分ともに増加した

(図5A: RrAlongexposu'･e,Urea). このバン

ドは1－260アミノ酸配列を認識するポリクロー

ナル抗体では検tllされず,ALSにおける神経細胞

|瞭害との関連が指摘されている'rDP-43C末断

片であることが示唆された20) そこで，この組織

考 察

本研究では，まず,TDP-43エクソン6内の選

択的イントロン6Aのスプライシングをアンチセ

ンス核酸により抑制できること， これにより
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図5TDP-43選択的スプライシングの抑制によるTDP-43断片化

マウス髄腔内にアンチセンス核酸3.0ugを投与し,7日後に解析した

(A)RIPA可溶性画分およびUrea画分における抗TDP-43 (260-414)抗体または抗'TDP-43(1-260)

抗体によるウェスタンブロッI､を示す．

(B)BIMmRNAの定最PCR結果を示す(n=4).*p<0.05 (Smdentのt検定).

(C)BIMmRNA発現とUrea測分TDP-4335kDaの相関を示す. 1- :ピアソンの種率相関係数．
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TDP-43発現が墹加することをマウス神絲系暗

養細胞およびマウス作髄組織で示した． これまで

TDP-43II(調節においては，速位部イントロンで

ある選択的イントロン6BのスプライシングのIII

要性がIIﾊえられてきた14)22)23)．－．方，杵尚らは，

近位部イントロンである選択的イントロン6Aの

スプライス部位に変災を導入したミニジーンによ

る実験により,TDP-43発現抑ilillにおけるこのス

プライシングの亜喫性を示していた（投柵III)'5).

本研究では，遺伝子を改変せずに， このスプライ

シング効率を減弱させた結果としてTDP-43過

剰が起こることをマウス中枢神経系において示

し，その意義を決定付けた． このことは， このス

プライシング効率の減弱がALSにおけるTDP-

43過剰発現の原I大|になり得ることを意味してお

り，今後,ALS患者においてこのスプライシング

に変化が起きているかを検証する必要がある．興

味深いことに,ALSをリ|き起こすTDP-43変災

は， この選択的イントロン6Aに雌II!している2｡l).

今後， これらのTDP-43変災が，この選択的スプ

ライシングおよび'21己鐙白並調節機構にIj･える影

響を検討する必要がある．

次に菩音は，自己蛍白妓調節機柵の破綻による

内在性TDP-43過剰状態がマウス脊髄組織にお

いてTDP-43の断片.化を促進することを兇出し

た.TDP-43の断片化はALS椛忠組織で観察さ

れる飯要な生化学的指標であり， これを遺伝j'･に

改変を加えないマウスで再現したことは極めて!ri

要である.ALS患者の剖検脳からは20-25kl)aの

C末断片が主に検出される3)．一方，孤発性ALS

およびTDP-43変災を有する家族性ALS忠打の

リンパ芽球細胞やiPS由来迩助神経細l胞では

35kDaのC末断片の墹加を主に認め25)-27),プ

ロテアソームⅢ;ifi'l処理により20-25kl)aのC

末断片も検出される25)26)． これらの断片化はカ

スパーゼ3によるものと推定されている28)-30）

カスパーゼカスケードはアポトーシス誘導刺激に

より誘導される21)．杵者は， このマウス脊髄糸ll"

においてアポトーシス促進lkl子であるBIM

mRNAの発現がjW加していること， さらに，その

量が断片化TDP-431,tとII2のWIIMIを示すことを

MIIIIした． このことから， '1,I)P-43過剰状態がア

ポ1,一シス促進l』I子であるBIMの発現を描導し，

カスパーゼ3の活性化により,TDP-43の断片化

を引き起こしていると推察した3())． これらの生

化学的検討の結果は，本研究により榊築されたIノリ

在性TDP-43過剰発現モデルがALS病態を模倣

している可能性を示す．今後，より良期に観察し，

巡助神経ｿiii状，核|ﾉITDP-43の淌失と刑llllur(内

のfl人体形成，巡助神経訓ll胞ﾀのｲ『雌を検証し，

モデルとしての適IEを検討する必要がある．

本研究では,mRNA前駆体のプロセッシングを

アンチセンス核駿により特災的に制御し，標的と

する辿伝子の発現litをjW川させることにより，疾

患モデルの作成を試みた．本手法による疾忠モデ

ル作製の利点を3つあげる．第･に，遺伝fに改

変を加えない点である． これは，孤発性疾忠の病

態研究および泊療法開発のためのモデルに雌適で

ある．第二に，どの年齢のマウスにも標的とする

辿伝-fの発現litを墹加させることが可能なことで

ある．加齢は神維変性疾忠のIII喫な|犬|子であるが，

本〃法をlllいれば，尚齢マウスにおけるliti淵節機

構を破綻させた病態モデルの作製を可能とさせ

る．第三に，その簡便性，迅速性にある． これによ

り，辿伝子改変を加えた系統を含む様々な系統へ

の適川が容易となる． また， ヒト iPSII I米神経細

胞を川いた病態研究および泊旅雛探索への遊筋も

lNlかれている． さらに，本か法の応川により, jW

加したTDP-43を減少させることも可能と考え

られ， これはIII1期的な治旅方法の開発に繋がる．

本方法による疾忠モデル作製の問題点は，アン

チセンス核酸による稚性と効果発現との1fね合い

である．今lml，苫肯は，オクタク'アニジンデンド

リマーを結合させたモルフォリノアンチセンス核

M(Viv()-Morpholinos)をII1いた19). これによ

り，モルフォリノアンチセンス核酸の糺ll胞|ﾉﾘへの

取り込みが促進され，極めて少l,tの役'j.でも効果

発現が確認された．一方で， これを'E(速に火1,l投

与すると，投'j･ll'l:後に#i<",麻郷が脱察され，オ

クタグアニジンデンドリマーによる神経細胞機能

への影群が懸念された'8)．本研究では，継徐に少

l,(を投jj.することにより， この影粋を排除するこ
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とに努めた．本マウスの長期観察のためには，投

与品の増壁が必要と考えられ，今後，アンチセン

ス核酸の導入方法について，滋性がなく，かつ踵

期の効果発現が示されているアンチセンス核酸を

用いるなどの工夫が必要である31)32)．

致死的疾忠であるALSの治療薬|冊|発にあたっ

ては，適切な病態把握に基づいた疾患モデルの椛

築が希求される．本研究において著者は,TDP-

43自己調節機構の破綻がALS病態の背紫にある，

という仮説に基づきALS疾患モデルの構築を目

指した． この仮説は，自己蛋白並調節機構をもつ

TDP-43の量異常は細胞滋性をもたらす一方で，

ALSではこのTDP-43発現が増加している， と

いう蓄積された知見に基づいている．本研究で示

したTDP-43自己蛋白型調節機構の破綻を介し

た内在性TDP-43過剰発現モデルは， この病態

仮説を支持する．今後，本モデルがALS病態の解

明と治療法開発に貢献することが期待される．
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