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要 旨

筋 萎 縮 性 側 索硬化症 (amyotrophic息ateralsclerosis:ALS)は上位および下位運動神経細胞が

選択的に障害される代表的な運動ニューロン病であり,病理学的特徴として残存運動神経細胞

においてTARDNAbindingproteinof43kI)a蛋白 (TDp-43)陽性の細胞質内封入体と核蛋白

であるTDp-43の核からの消失を認める.AuSの10%は家族性であるが,そのうち5-10%で

TDp-43遺伝子変異を伴う.これらのことからTDp-43はÅⅠSの病態に深く関わっていると

推察される.TDp-43は不均一校内リボ核酸蛋白のひとつであり,桜内小体を形成し,survival

ofmotorneurons(SMN)蛋白と共局在する,SMN蛋白を産生するSMNl遺伝 子は,劣性遺伝

性の運動ニューロン病である脊髄性筋萎縮症 (spinalmuscularatrophy:SMA)の原因遺伝子で

ある.SMAはSMNl遺伝子コピー数の減少により発症し,下位運動神経細胞優位の運動神経疾

患をきたす.SMN蛋白はメッセンジャ-RNA前駆体のスプライシングを行うsmaまInuclear

RNAs(snRNAs)を成熟,安定化させる.smRNAsはmajorspliceosomeとminorspliceosome

を構成するものに大別される.SMA蛋白を減少させたSMAモデルマウスではm豆norspliceo-

someを構成するsnRNAsが減少し,広範なスプライシング異常をきたすことが報告されてい

る.SMAの解析より,snRNAs特にm呈norsp豆iceosomeは,運動神経細胞死に密接に関与-してい
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ると考えられる.智者は,TDp-43が直接 snRNAsの成熟に関与する,もしくは共局在する

SMN蛋白と共同してsnRNAsの成熟に関与-する吋能性を考えた▲この仮説を検証するため,

TDp-43発現抑制細胞,もしくはALS愚者の神経組織にてsnRNAs鼠を検討した.その結果,

TDp-43党規抑制ヒト培養細胞において,minorspliceosomeを中心とする一部のsnRNAsの減

少を兄いだした.またAIJS患者の神経組織にてminorspliceosomeの ---つであるU12snRNAの

有意な低下を明らかにした.今Lplの実験結果から著者は,AiJSの病態機序として,U12snRNA

の減少によるminorsplicingpathwayの異常を提唱する.

キーワ-ド:筋萎縮性側索硬化症,rrDp-43,脊髄筋萎縮症,SMN,snRNAs

は じ め に

筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophiclateralscle-

rosis:ALS)は上位および下位運動神経細胞が選

択的に障害 される代表的な運動ニューロン病であ

る.中年以降に発症する進行性の四肢筋力低下,

球麻棒ならびに呼吸筋力の低下 を臨床的特徴 と

し,3-5年の経過で呼吸不全により死の転帰をと

る.病理学的特徴として,残存運動神経細胞に

TARDNAbindingproteinof43kDa(TDp-43)

蛋白陽性の細胞質内封入体を認める招).ALSの

10%は家族惟 であるが, その うち 5-10%で

TDp-43遺伝 子変異を伴 う.現在までに30種類

を超えるTDp-43遺伝子変異が家族性あるいは

孤発性ALSにて同定されている3)4).これらのこ

とから,TDp-43はALSの病態に深 く関わって

いると推察される.

TDp-43は不均一桜内リボ桟酸蛋白 heteroge-

neousnuclearribonucleoproteins(hnRNPs)の一

種であり,核蛋白である.しかし,Top-43陽性

の細胞質内封入体を認めるALS愚者の運動神経

細胞では,TDp-43の核における染色性が失われ

る,核蛋白であるTDP143が枝から消失すると

いう事実は,ALSの病態機序において,TDp-43

の核における機能低下が関与する可能性を示唆す

る.

Tl)p-43は414ll畔)ア ミノ酸からなり,2つUt)

RNA認識モチ-フを持つ.メッセンジャ-RNA

(messengerRNA:mRNA)のスプライシング 5)

や RNAの安定化など6),RNA代謝に関連 してい

ることが知られているが,その詳細は不明である.

TDp-43は校内構造物のひとつである校内小体

を形成する. さらにsurvivalofmotorneurons

(SMN)蛋白と共局在する7). しかし棟内小体で

のTDp-43の機能や,SMNとの共局在の意義に

ついては明らかになっていない,

SMN蛋白を産生するSMNl遺伝子は,劣性遺

伝性の運動ニューロン病である脊髄性筋萎縮症

(spinalmuscularatrophy:SMA)の原図遺伝子で

ある8)9㌧ sMAはSMNl遺伝 子コピ-数の減少

により発症 し,下位運動神経に選択的な運動ニュ

ーロン病をきたす.またSMNl遺伝子コピーの総

数には,正常者でも1から3個の多型が存在する.
SMNl遺伝子コピ-数の低下はALSの発症の危

険因子 として報告 されている 10). この ことは

SMNの機能がAIS においても運動神経細胞の機

能維持に重要な役割を果たしていることを示 して

いる.

SMN蛋白の重要な機能はsmallnuclearRNAs

(snRNAs)を成熟,安定化 させることである 11)

smRNAsは200bp前後の短い非翻訳領域由来の

RNAで,Ul,U2,U4,U5,U6,Ull,U12,

U4atac,U6atacの9種類がある.これらはmRNA

前駆体のスプライシングにおいて切断されるイン

トロンの 5'側の ドナー,3'側のアクセプター部位

の決定を行 う12)13).スプライシングには,多くの

遺伝子のスプライシングに寄 与するmajorsplic-

ingpathwayと,数は少ないが,イオンチャネルサ

ブユニット蛋白,DNA修復,RNA転写や翻訳に

関連す る遺伝子のスプライシングを制御す る

minorsplicingpathwayが知られている13)14).両

者は異 なった ドナ-,アクセプター,ブランチ部
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位のコンセンサス配列を持ち,この配列の認識は

splieeosomeといわれる核酸蛋白複合体により行

われる12),majorsplicingpathwayのスプライシ

ングを行うmajorsp豆ieeosomeには Ul,U2,U4,

U5,U6の 5種類のsnRNAsが含まれる.一万,

minorsplicingpathwayのスプライシングを行う

mi加rSPliceosomeにはUll,U12,U4atac,U5(莱

過),U6atacの5種類のsnRNAsが含まれる12)

SMN蛋白虞の低下を伴うSMAのモデルマウ

謀では,minorSpliceosomeのsnRNAsの減少を

引き起こし15)16),広汎なスプライシング異常を

引き起こすことが報告されている 16).広汎なス

プライシング巽常により,脊髄運動神経細胞の選

択的な変性が引き起こされるという事実は,運動

神経細胞がminorsp隻iceosomeの機能低下の影響

をより強く受けることを示唆する.

SMAの解析より,snRNAs特にminorspliceo-

someは運動神経細胞死に密接に関与しているこ

とが考えられる.著者は,TDp-43が直接snRNAs

の成熟に関与する,もしくは共局在するSMN蛋

白と共同してsnRNAsの成熟に関与する可能性を

考えた この仮説を検証するために,TDp-43発

現抑制細胞,もしくはALS患者の神経組織にて

snRNAs量を検討した.その結果,TDp-43発現

抑制ヒト培養細胞において一部のsnRNAsの減少

を兄いだした.またALS患者由来神経組織にて

U12snRNAの有意な低下があることを明らかに

した.

材料と方法

1.培養細胞への低分子干渉 RNA (smilLt

inteTferirLgRNA:siRNA)導入

本研究ではHeLa細胞 (ヒト子宮頚癌由来),

SHSY-5Y細胞 (ヒト神経芽細胞腫由来),U87-

MG剥朋短 くヒト腰背腫由来)の3種頬の培養細胞

を使用した.各細胞は,ウシ胎児血清(Inv如ogen)

10%を添加したDMEM (Invitrogen)を使用し,

37℃,二酸化炭素濃度 5%の条件下で培養した.

対象とするm況NAを選択的に抑制するため,檎

分子 RNA干渉法 (siRNA法)を用いた,TDp-

-171

43111RNAに対して()llTargetillgPltlSTI)p-43

Pool(ID:E-012394-00-0020,Dharmacon),

S掴NmRNAに対 してOnTargetingplusSMN

Pool(Il):L-011108-00.i)harlllaLIon),押頂とし

てOnTargetingplusnon-TargetPoolHD:D-

00旦8且0-10-20,Dharmacon)のsiRNAを使用し

た.siRNA導入にはLipofectaminRNAiMAX

(Invitorogen)を用いた.35mm培養皿 1什旧こつ

きsiRNAIOOpmol,RNAiMax7,5ul,OptiMEM

(Imvitrogen)500mlを混和し,常温で20分反応

させたのち,培養皿に滴下した.siRNA導入後,

SMNsiRNA処理 HeLa細胞群は 3日,SMN

siRNA処理U87-MG細胞およびTDp-43S呈RNA

処理群は6日後に剥朋包を回収した

2.培養細胞からのRNA回収とRNA晶質の確

認

培養細胞ペレットよりtotalRNAを抽出した.

通常の RNA回収法では,今回測定対象とする

200bp前後の smalRNAの回収は困難なため,

mirVanamiRNAisolationkitHD:AM1560,

Ambion)を使用した.同キットのtotalRNA桓洞更

プロ トコ-ルに基づき,各検体から20-100/1g

のRNAをそれぞれ抽出した.RNAの品質確認

に は AgilentRNA 6000NanoKit(Agilent

Technologies),Bioanalyzer2100(AgilenもTechno一

里ogies)を用い,RNAIntegrityNumber(RIM)を

測定した.培養細胞より抽出したRNAのRINは

SMNsiRNA処理郡では 8.9-10.0,TDP-43

siRNA処理群では9.3-10.0,controlsiRNA処理

群では8.7-10.0と良好であった.また200nt以下

のsmallRNA分画を回収できていることを確認

した (図 1Å).

3.ヒト剖検組織からのRNA回収とRNA晶質

確認

ヒトでの解析部位として,脊髄,大脳皮質運動

野,視床を対象とした.脊髄ではALS5例 (平均

年齢 70.2歳),対照群6例 (平均年齢71.3歳)に

ついて,大脳皮質運動野,視床ではAIS4例 (辛

均年齢72.5歳),対照群 5例 (平均年齢 71.0歳)
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図1 BioanalyzerによるRNAの品質の検討

実験に用いたRNAの代表的な電気泳動図 (i,三)とその波形図 (右)を示す.

波形図の縦軸は蛍光値 (FU),横軸は推定核酸サイズ (nt)を現す.25ntのピ-

クはサイズマーカ-,50から200ntのピ-タはsmallRNA分画,約2000mtのピ

ークは18SリボソームRNA,約4000ntのピ-クは28Sリボソ-ムRNAを示す.

波形からRNAIntegrityNumber胸N)を算出LRNAの品質を検討した.RJN

スコアで培発細胞では8点以上,神経組織では6,5点以上のRNAを実験に使用

した, (A)対照siRNAで処理を行ったHeLa細胞由来RNAの電気泳動波形を

示す.済Nは9.8点である.smallRNA分画も良好に抽出されている.(B)対照

脊髄由来のRNA電気泳動波形を示す.RINは8.8点でsma11RNA分画も良好に

抽出されている.

について検討 した (衰 2).対象としたALS群で

は脊髄では5例食倒にTDp-43陽性の細胞質内

封入体形成を認め,大脳皮質運動野,視床では4

例中3例 で封入体形成を認め,1例では封入体を

認めなかった.凍結組織80-150mgよりmirVana

miRNAisolationkitを使用し,totalRNA回収プロ

トコ-ルに基づき,各検体から20-80〃gのRNA

をそれぞれ抽出した.抽出した RNAの RINは

ALS患者脊髄で 7.6-9.6(平均 臥5,標準偏差

0.48),対照脊髄で6.9-8.8(平均 8.0,標準偏差

0.68),ALS患者大脳皮質運動野で7.7-8.8(平均

8.3,標準偏差0.46),対 照 大 脳 皮 質 運 動 野 で 7.2 -

7,7(平均 7亙 標準偏差 0.17 ) , A L S 患 者 視 床 で

7.い 7.9(平均 7.6,標準偏 差 0 .3 6 ) , 対 照 視 床で

7.0-8.3(平均 7.7,標準偏差 0.5 1 ) で あ っ た.ま

た,神経組織のRNA抽注目ニおいてもsmallRNA

分画を回収できていることを確認した (国lB).

Ll.逆転写定量 PCRによる sllRNAsおよび

mRNAの定量.

回収 した RNAを200mgずつ SuperSeriptR

ⅥLOTMCDNASynthesisKitHnvitorogen)を用

い,ランダムプライマ弓 こて逆転写を行い,相補

的DNA (complementaryDNA:CDNA)を作成 し

た.得られたcl)NAはnur1easefreewこIterにて逆

転写前のRNA巌が1ng/ulとなるように調整し

た.

逆転写定量PCR (polymeraseeha豆nreaction)

はガイドライン (TheMIQEGuidelines17))に従

い,条件設定を行った.9種類のsnRNAsおよび
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表l逆転写定量PCRに用いたプライマー配列一覧

塩基配列 (5.-31)
増幅産物

サイズ

tI,]11

増幅効

率

473

ulsrlRNA

U2snRNA

U4snRNA

U5snRNA

Uf-ヽ=R＼:＼

UlisnRNA

U12snRNA

U4atac

sTIRNA

U6atac

sr】RNA

TDP4二∋

SMN

5SrRNA

Pllト＼

11ミlヽ

RPLPI

RPSlB

For GATACCATGATCACGAAGGTGGTT

Rev AAATTATGCAGTCGAGTTTCCCAC

For TTTGGCTAACJATCAAGTGTAGTATCTGTTC

Rev AATCCATTTAATATATTGTCCICGGATAGA

For GCGCGATTATTGCTAATTGAAA

Rev AATTGCCAATGCCGACTATAT

For GGTTTCTCTTCAGATCGCATAAATC

Rev AAAAAATTGGGTTAAGACTCAGAGTT

For GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

Rev AATTTGCGTGTCATCCTTGCG

For GTGCGGAATCGACATCAAGAG

Rev CGGGACCAACGATCAC

For AACTTATGAGTAAGGAAAATAACGATTCG

Rev CCTTTACCCGCTCAAAAATT

For GCGCATAGTGAGGGCAGTACT

Rev CCAAAATAAAGCAAAACICTCTAGTT

For AGGTTAGCACTeCCCTT(;ACAA

Rev CAATGCCTTAACCGTATGACG

F〔)r TGCTTCGGTGTCCCTGTC

Rev TCGTTCTCATCTTCGGTTAC

For GCTGATGCTTTGGGAAGTATGTTA

Rev CACCTTCCTTCTTTrrrGATTTTGrrC

For CGGCCATACCA(l仁でTGAAC

Rev GTCTC(LCATCCAAGTACTAA

TLILill･ll社より購入 111･lt.･＼り(一閃=)

Takara社より購入 ID:HAO67808

Takara社より購入 ID:HAO67純2

Takara社より購入 tD:HAO87807

TDp-43,SMNmRNAを測定対象とした,qRT-

PCR用の設計にあたっては,snRNAsおよび内在

性コントロール候補の5Sリボソ-ムRNAにつ

いては既報を参考に作成した16).Top-43,SMN

についてはPrimeT3(ht恥//frodo.wi.mat.e血/

primer3/)を柳 ､て設計した 懐 虹 それぞれの

プライマーについて,BIAST(h統p://biast.ncbi.

nim.nib.gov/Blast.cgi)を用い豆nsilicoでの特異

性検討を行い,PCR産物のサイズを算出した (秦

1).

HeLa細胞由来のcDNAをもとに 1ng/ul,1冗

iO Nlng/ul,1×10"2ng/ul,5×10J3mg/ul,1

×10J3ng/ulの希釈系列を作成した.希釈系毎に

逆転写定量PCRを行い,得られた結果を基にそ

109bp L07

84bp O･94

76bp O･99

87bp 110

SObp W8

75bp O･92

85bp l･()0

74bp i.()4

72bl) ()198

93bT3 0.99

98bp 1103

トOT.I, 卜 川

bp

bp

bp

bP

,･I

I-

.･

･･

れぞわのプライマーの増幅効率を算出し,増幅効

率が0.90-1.10の範囲に入る物を選択 した (義

I).またPCR産物を2%アガロ-スゲルに電気
泳動し,増幅産物が単一であり,予測通りのサイ

ズであることを確認した (図2).

内在性コントロ-ルは次のように設定した.ま

ず個々の培養細胞,もしくは組織毎に16種類の

候補遺伝子 (HumanHousekeepinggenePrimer

set(ID3790,Takara)に含まれる15種類 および

5Sリボソ-ムRNA)について逆転写定量PCRを

行った.その定量結果 (¶lreSholdCycle檀 :cT

檀)をもとに内在性コントロール選定アプリケ-

ションGeNorm (http.･//medgen.ugent.her

jvdesomp/genorm/)を開いて,安定して発現し
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ALS患者群
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羨望 病理検体 一覧

年齢 性別 疾患(全経過:月1 脊髄 大脳皮質運動野 視床

83

(i)

63

61

83

対照群

性

性

性

性

性

男

男

男

女

女

年齢 性男

ALSH5) ♯
ALS(84) +
ALSH4) +

ALS(46) +

ALS(8) +

+

平均年齢 (標準偏差) 70.2土10.4 72.5土10.5 72.5土lOj

疾患(全経過二月) 脊髄 大脳皮質運動野 視床

55 女性 成人 T細胞白血病 +
ら7 男性 血球寛食症候群

7(＼ 男性 消化管出血 +

82 女性 重症筋無力症 +

75 女性 クッシング症候群 +

64 男性 腎不全 +

ド(1 男性 腹部出血 +

平均年齢 (標準偏差) 72.0土9.5

ている内在性コン トロール遺伝子の mRNAを2

種類選定 した (geNormmanual:http://medgen.

ugenも.berjvdesomp/genorm/geNorm_manual.

pd鉦 sMNsiRNA処理群 Hela細胞での内在性コ

ン トロ-井はRPLPl(60Sacidicribosomalpro-

teinPl),RPS18(舶STibosomalproteinS18)に

設定 した.S掴NsiRNA処理群 U87-MG細胞で

は内在性コン トロ-ルとして PPIA (peptidyト

pro研 isomeraseA),TBP(TATAbindingprotein)

を選出した.TDp-43siRNA処理群のHeI退細胞

の内在性コントロ-ルはPPIA,TBPを,SHSY-

5Y細胞,U87-MG細胞ではRPLPま,RPS且8を用

いた,脊髄,大脳皮質運動野,視床ではRPLPl,

RPSlSとした.

逆転写定量PCRにはThermaICyelerD呈ee宜

Rea王TimeSystemSingle(TP850,Takara)杏,読

薬 は SYBRPremixExTaqTM HD:RR掴lA,

Takara)を使用した.PCRの条件は1)95度,30

+
+
+

+

+

+

+
+

+

+

71.()土9.3 71Dj=93

+:解析した検体

秒,2)95度,15秒,3)60度,3銅少,2ト3)40サ

イクルとした.PCRl反応あたり1ng/ulcDNA

溶液を0.33ulずつ使用 し,最終プライマー濃度

は0.2uM とした,qRT-PCRの定量はAACT法で
算出した.これは対象とする2検体間の濃度差を

NormalizationFactor(NF)で補整 したのち (A

CT),両者のACT値の差 (AACT)を算出する方

法である.NFは以下の計算式で求めた.遺伝子

A,Bを内在性コントロールとして,その CT値を

CTa,CTbとするとNF-jCTa*C汚冊として算

出した (geNormmanual:http://medgen.ugent.

berjvdesomp/genorm/geNorm_manuaLpdf).

統計解析はスチュ-デン トの t検定にて行い,

p<0.05を有意差ありとした.グラフ表記は対照

群の平均を1としたときの目的群の平均値を記戟

した.エラ-バ-表記は既報 16)を参考にし,以

ド の 計 算 式 で求めた.A群 ･B群の2群間で遺伝

子Xについて測定する場合,それぞれの群内の遇
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図2 逆転写定量PCRに用いたプライマーによる

PCR産物の電気泳動像

HeLa細胞cDNAを用い,今回の逆転写定蚤

PCRに用いた各々のプライマー (嚢 l)にて

PCRを行った.その増幅産物のアガロース2%

ゲルでの電気泳動像を示す.Mは100bpラダ-

を示す.L段は1.UIsnRNA,2.U2snRNA,3,U4

snRNA,4.U5snRNA,5.U6snRNA,6.Ull

snRNA,7.U12snRNA,8.U始もacsnRNA,9.

U6atacsnRNA,下段は10.TDp-43,ll.SMN,12.
PPIA,13.TBP,14.RPLPl,15.RPS18の定量に用

いたプライマ-による増幅産物を示す,各増幅産

物は単一であり,予測された大きさと一致する

(蓑1).

転子Ⅹの』CT値の標準偏差を求め,Å群の標準

偏差をSEa,B群の標準偏差をSEbとし,エラー

バ ーを SEaA2+SEbA2として算出した.

結 果

1.逆転写定量 PCR法によるsnRNAs定量方

法の確立

SMNの減少はHeLa細胞 (ヒト子宮頚癌由来

細胞)16)およびマウス組織においてsnRNAsの低

下 を引き起 こす 15)16). そこで著者は,SMN

siRNAによりSMNの発現を抑制したHela細胞

において,逆転写定量 PCR法によるsnRNAsの
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定量眉去を検討Lた.SMNmRNAはSMNsiRNA

処理群では,対照群の平均と比較して 17%まで

減少した (p<OiOO5).また対照群に比 し,Ull

snRNAは83% (p-0.055㌦ U12snRNAは82%

(p-0.21)と低 下傾向を認めた く図3A).次に

SMNsiRNAlLL理 したt烏汀-MG細胞 (ヒト帽牙

腫由来)にても検討した,SMNsiRNA処理をし

た U87-MG細胞では,対照群と比 して SMN

mRNAは6% (P<0.005)まで減少した (図

3B).snRNAsはU5,U6,Ullを除く6種類にて,
対照群と比 して統計学的に有意な低下を認めた,

特にU12snRNAは31% (P<0.005),U4atac

snRNAは330/a(P<0.005)と高度な低下を認

めた (図3B).U12,U4atacsnRNAsの低下は

SMAモデルマウス由来の神経組織でも示 されて

いる 16).以上の実験結果から,本方法がヒ ト

snRNAsの定量方法として妥当であると結論した.

2.TIIp -̀13発現抑制下のヒト培養細胞におけ

るsnRNAs豊の検討

Tl)p-43の発現抑制がsnRNAs量に与える郎

撃を,HeLa細胞,SHSY-5Y糸空胴包,U87-MG細

胞にて検討した.それぞれTDp-43S況NAもし

くはcontrolsiRNAで処理後,snRNAs量を対照

群と比較して定量した.Heb 細胞ではTDp-43

siRNAによりTDp-43mRNAが10%に減少した

(p<0.005).U5,U12snRNAsは約 700/Oに低下

する傾向を認めたが,有意差はなかった (p>0.05)

(図4A).SHSY-5Y細胞ではTDp-43mRNAが

54%に低下 した (P〈O.005). さらに日払tac

snRNAに61% (p<0.005),U6atacsnRNAに

850/a(P< 0.005)の低下を認めた く図 4B).

U87-MG細胞ではTDp-43が8%に低下した

(p<0.005).snRNAsではU12snRNAに55%の

UllsnRNAsには130から1700/Oの優位な増加を

認めた (p<0.05日図4C).

3.ALS患者神経組織におけるsnRNAs豊の検

討

続いてALS患者の神経組織においてTDp-43
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図3 ヒト培養細胞でのSMNの低下によるsnRNAsの減少

SMNsiRNA処理 (n-3)ないLcontrolsiRNA処理 (n-3)を行った

HeI_B細胞およびU87-MG細胞よりtotalRNAを回収し,逆転写定量PCR法に

てsnRNAsを定量した.SMNsiRNA処理細胞群における各snRNAの量を対照

細胞群の各snRNA巌と比較して%表示で図示している.a)HeLa細胞,b)

U87-MG朝粥包での結果を示す.エラーバ-表記は既報16)を参考にし,以下の

計算式で求めた.A群 ･B群の2群間で遺伝子Xについて測定する機合,それ
ぞれの郡内の遺伝f･XのACT値の標準偏差を求め,A群の標準偏差をSEa,B

群の標準偏差をSEbとし,エラー/

(*p<0.05,**p<0.005).

の封入体形成が好発する脊髄 (胸髄)と大脳皮質

運動野,視床においてsnRNAsの量的変化を検討

した.対照群に比 してALS患者神経組織群ではい

ずれの組織においても,U12snRNAの有意な低下

を認めチ対照群と比較 して脊髄では560/0,大脳皮

質 運 動 野 では46%,視床では49%に低下してい

た (p<0.05).加 えて背髄では UIsnRNAに

83% (p<0.05),U6srlRNAに720/a(p<0.05)

の有意な低下を認めた (図5射 .大脳皮質運動野

では U4snRNAに 69% (p<0.05),U4atac

snRNAに62% (p<0.05)の有意な低下を認め

た (図5B).視床ではU6atacsnRNAの70%と有

意な低下を認めた (p<0.05日図5C).

考 察

TDP一速3はALSの残存運動神経細胞において

細胞質内封入体に含まれる1)2),またその遺伝子

変異により家族性,孤党性ALSを引き起こす 3)4)

i-をJSEâ2+SEbA2 として梓川した

これらの事実はTDp-43がALSの病態に大きく

寄与 していることを示す.ALSの病理学的特徴と

してTDp-43陽性の封入体の形成に加え,核蛋

白であるTDI〕-43の核からの消失が挙げられる.

TDp-43は不均一棟内 リボ核酸蛋 白で ある

hnRNPAや hnRNPH と結合 し5日8),核内で

mRNA前駆体のスプライシング等,RNA代謝に

関与する6).TDp-43の正常の作用部位である桟

からの消失により,TDp-43が本来担っている

RNA代謝に関する機能が低下 している可能性が

推察される.実際にAISでは複数の遺伝子のスプ

ライシング異常が報告されている 19)20). しかし

これらの遺伝子とTDp-43との関連は不明であ

る.--日日∴方,培養細胞系でTDp-43が直接スプライ

シングに関 与-することが示 されている Cysもic

fibrosiStranse-membraneCOnduetaneeregula-

tor21)やアポリポ蛋白A-Ⅰ王紬 遺伝 子では,ÅⅠ鳶

患者においてスプライシング異常は報告されてい

ない 19).TDp-43のどのような機能の低下が
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図4 ヒト培養細胞でのTDp-43の低下によるsnRNAsの減少

TDp-43siRNA処理 (n-3)ないLcontrolsiRNA処理 (n-3)を行

ったHeLa細胞,SHSY-5Y細胞,U87-MG細胞よりtotalRNAを回収し,

逆転写定量PCR法にてsnRNAsを定義した.TDp-43siRNA処理細胞群に

おける各snRNAの鷺を対照細胞群の各 snRNA慶と比較して%表示で図示

している.(A)HeiA細胞,(B)SHSY-5Y細胞,(C)U87-MG細胞での結

果を示す.エラーバーは図3と同様に記載している.(*p<0.05,**p<0.005).

ALSでの運動神経細胞死に関与するかは明かでな

かった.

TDp-43はSMNと共局在し,桜内小体を形成

する7).sMNの枝肉小体での機能はmRNA前駆

体のスプライシングに関与するsnRNAsの成熟で

ある11).このことから著者は,Top-43の機能と

してsnRNAsの成熟を想定し,これを検証した結

栄,ヒト神経組織由来細胞でTDp-43の発現を

抑制すると,snRNAsが低下することを示した.

さらにALS由来の,脊髄,大脳皮質運動野,視床

においてminorspliceosomeの一員であるU12

snRNAを始めとするsnRNAsの低下を兄いだし

た スプライシングはイントロン中の,5'側の ド

ナ-配列,3'側のアクセプタ-配列,さらにアタ
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セプター配列の 10-40bp上流のブランチ配列に

より制御される12).スプライシング制御機構の

中でminorspliceosomeは ドナ-配列,アクセプ

ター配列の選択は比較的ルーズであるが,ヴラン

チ配列 (UCCUUAACU)の認識は厳密である12)

U12snRNAはこのブランチ配列の認識に寄与し12),

このsnRNAの低下はminorsplicingpathwayに

由来するスプライシングの停滞を引き起こすと考

えた.今回の実験結果から著者は,AISの病態機

序として,U12snRNA減少によるminorsplicing

pathwayのスプライシング異常を提唱する.同様

に運動神経細胞の選択的脱落をきたすSMAモデ

ルマウスにおいても,U4atac,U12snRNAを含め

たminorspliceosomeを構成するsnRNAsの低下
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図5 ALS恩番の神経組織におけるsnRNAsの減少

juJS愚者群または対照群の脊髄 (AIS患網 軍n-5,対照群 n-6),大脳皮質運

動野 (AIj患者群 n-4,対照群 n-5),視床 (AIJS患者群 n-4,対照群 n-5)

よりtotalRNAを｢担川又した.逆転写定巌PC民法にてそれぞれの組織における
snRNAsを産屋した.ALS患者群の組織における各snRNAの量を対照群組織の各

snRNAと比較して%表示で図示している.(A)脊髄,(B)大脳皮質運動野.(C)

視床での結果を示す.エラ-バ-は図3と同様に記載している.(*p<0.05).

を認めることは,minorsplicingpathwayと運動神

経細胞死との関連を支拍する 15)16).今晩 A工S愚

者組織にて∴ 実際にmino㌻splicingpathwayに関

与す るスプライシング異常が起 きているかを検証

する必要がある.

スプライシングにはmajorとminorの 2つの

pathwayがあり,それぞれ majorspliceosome,

minorsplieeosomeという核酸蛋白複合体により

制御 される.snRNASはsp王立ceosomeの主要因予

であり,各 snRNAに共通の Sm 蛋白 7遺体およ

び各sIIRNAに固有な複数の蛋白と結合 している.

SMN蛋白は snRNAsとSm蛋白との結合に必須

である 川 .ul,U2,U4,U5,U6の 5穫類の

snRNAsは majorspliceosome を構成 し,一方,

Ull,U12,U4atac,U5(majorsp旦iceosomeと共
過),U6atacの5種類のsnRNAsはminorspiiceo-

someを構成する12).minorpa血wayで処理 され

るイン トロンは全体の約 1D/Oにす ぎないが 14)

DNAの複製や修復,RNAの転写,翻訳などの機

能 を司る重要な遺伝 子や 12), イオ ンチャネルサ

ブユニット蛋白の遺伝子を制御 している (U12DB:

http://genome.erg.es/cgi-bin/u12db/u12db,

cgi).また同 一遺伝子に,両者で制御 されるイン

トロンがしば しば漏存 し,minorsplicingp離hway

のスプライシングがその遺伝子全体のスプライシ

ング速度や蛋白合成速度の律速段階 となる23)24)

さらに,両方のspiiceosomepathwayを使い分け,

選択的スプライシングを行 うことにより,組織特
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異的な蛋白を産生する機構 も知 られている25)

これらの事実はminorpathwayの異常が細胞機能

に重篤な障害をきたすことを示唆する.

TDp-43の発現抑制,核からの消失がsnRNAs

の減少を引き起こすメカニズムとしては,TDp-

43がSMNを介し間接的に機能低下を引き起こす

可能性と,TDp-43が直接 snRNAsの成熟に関わ

る可能性とが考えられる.前者を支持する事実と

して,前述したようにSMNの低下はsmRNAsの

減少をきたす.またTDp-43は桜内小体におい

て SMNと共局在する 7). さらにTDp-43は

SMNmRNAのスプライシングに寄与する.SMN

にはSMNl遺伝子とSMN2遺伝子という2種類

の相同遺伝子があり,両者の違いはわずか5塩基

のみであるが,SMN2mRNAの900/Oはexon7の

スプライシングを受け,不安定なSMNAeXOn7蛋

白を産生する26)27).TDp-43は SMN2mRNAの

intron7の取り込みを促進し,SMN2遺伝子由来

の産物を安定化させ,SMN蛋白量を増加させる

ことが示唆されている28).よって,TDp-43蛋白

の欠乏はSMNの蛋白量を低下させる可能性があ

る.-方現時点でsnRNAsの成熟に直接関わるよ

うなTDp-43の機能は想定されていない.また

snRNAsはイントロンを持たないため,TDp-43

のスプライシング調節機能も関与しない.以上か

ら著者はALSにおけるsnRNAs の減少は,TDp-

43の局在変化,機能低下を介したSMNの機能低

下に由来すると推察している.今後,TDp-43蛋

白がSMN蛋白に与える影響を確認するために,

TDp-43siRNA細胞におけるSMN蛋白,SMN

複合体蛋白量の定量,核内′j､体数の計測を行う必

要がある.さらにAIJS愚者組織においても培寮細

胞同様の検討を行う必要がある.

ALSの病態機序をSMN蛋白の機能を介した

snRNAsの減少で説明する場合,2つの問題が挙

げられる.まず一つは,SMAモデルマウスの神経
組織 とAIJS患者の神経組織 で減少 を認めた

snRNAsの種類が必ず しも一致 しない点である

は,著者の解析はヒト成人例であり,既報は若年

マウスであるという種と年齢の違いが影響する可
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能性が考えられた.実際,sMAモデルマウスの神

経組織におけるsnRNAs低下パターンは,生後 6

日と11日のわずかな間でも変化していること16)

から,snRNAsの成熟に関与するSMNの役割は

年齢に応 じて能動的に変化する可能性がある.も

う ･つの問題はSMAとAIJSの組織選択性の違い

である.両者は共に運動ニュ-ロン病に分類され

るが,前者は下位運動神経細胞の選択的障害であ

り,後者は上位下位運動神経細胞共に障害を来す.

SMNモデルマウスでは, 上位神経細胞で も

snRNAsの低下とスプライシング異常を認めるが,

神経変性は p-位運動神経に限局する16). 第二の

問題点に対しても,snRNAsの低下がもたらすス

プライシングへの影響が年齢により異なる可能性

が予想される.mRNA前駆体の70%以上は胎生

期,幼児期,成人期の各発生段階や組織特異的に

異なるスプライシングを受ける29).発達期には

snRNAsの低】Fは二次運動神経細胞により大きな

影響を与え,成人期では一次,二次運動神経細胞

の両者に影響を与える可能性を考えた.今後TDp-

43やSMNのコンディショナル発現抑制モデルマ

ウスにて,発現抑制を誘導する時期を替えて運動

神経細胞への影響を検討することにより,この仮

説が明らかになると考える.

本研究では非神経系細胞であるHeLa細胞で

は,Top-43siRNAにて有意なsnRNAsの低Vは

認めなかった (図4A).神経系の培養細胞である

SHSY-5Y細胞とグリア径細胞であるU87-MG

細胞では,snRNAsの低下は顕著であったが,両

細胞でその低下のパタ-ンは異なっていた く図

4B,C).ALS患者の神経組織間においてもU12

以外のsnRNAsの挙動は異なっていた (図5).こ

の事実は細胞,組織毎にsnRNAsの成熟のメカニ

ズムや,TDp-43関与の重要性が異なること,神

経細胞はTDp-43低下によるsnRNAsの低下を

きたしやすいことを推察させる.今後さらに多種

類のTDp-43siRNA培養細胞および神経組織に

おいて,snRNAsの定量を行う必要がある.

今回筆者が兄いだしたAIS患者の神経組織で

のU12snRNAをはじめとするminorspliceosome

の減少はmRNAのスプライシング異常をきたす.
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このことがALSの病態と関与することを示すた

めには,minorsplicesomeによ吟制御される遺伝

子のsplie呈ng異常の有無,またそれによる運動神

経細胞機能障害の有無について検討を加える必要

がある.minorsplicingpathwayが寄与し,AI蓬の

病態に関わる可能性のある遺伝子としてはALS

の原因遺伝子の一つであるfused豆nsarcoma蛋白

の関連蛋白であるFUSinteractingproteinやグリ

ア成熟因子等があげられる.TDp-43の桟からの

消失を認める運動神経細胞において,業際にこれ

らの遺伝子のスプライシングに異常が生じている

か,今後の検討が重要である.
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