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TDP43の発現抑制による細胞内小器官の形態変化

有 泉 優 子

新潟大学大学院医爾学総合研究科神経内科学分野

(甜壬:西澗11三豊教授)

Reduced Expression of TOP-43 Changes the Structures of Subcellular Organelles
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筋萎縮性側索硬化症AIJSでは,運動神経細胞に認められる封入体の構成成分としてTAR

DNA-bindingproteinof43kDa (Top-43)が同意され,TDp-43はAiSの病態に関与してい

ると想定される.Top-43はmRNA前駆体のスプライシングを調節する機能を有し,lE常では

桟に存在する.しかし,AiJSの運動神経新開嶺では,TDp-43は細胞質へ移動し封入体を形成す

る.このことから,TDp-43の機能異常が本症の背景にあると推察されているが,AlSの病態

に直接関与-するTDp-43機能については､伸畔ほ ていない.AI鳶の運動神経細胞では,ゴルジ装

置の断片化,さらに小胞体やミトコンドリアなどの細胞内小器官の異常も指摘されてきた.ゴ

ルジ装置と小胞体は互いに膜構造を共有し,また小胞体とミトコンドリアは密着しており,そ

の機能,形態維持に密接な関係をもつ.しかし,TDp-43の機能とこれら細胞内小器官との関

連は不明であった.筆者は,TDp-43の発現を抑制したHela細胞,COS7細胞,U87MG細胞で

は,ゴルジ装置が断片化することを示した.さらに小胞体の網状構造が減少すること,小胞体の

網状部と近接するミトコンドリアが減少することを兄いだし,TDp-43の発現抑制が細胞内小

器官に広汎な構造変化を引き起こすことを示した.以上の結果より,TDp-43の機能低下によ

る細胞内小器官の構造変化が,ÅⅠSの病態機序の背景にある可能性を示した.

卑-ワード:TARDNA-bindingproteinof43kDa(TDp -43),筋萎縮性側索硬化症,ゴルジ装

置,小胞体網状構造,ミトコンドリア

は じめ に

筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophiclateTaisde-

ros豆S:AuS)は,成人期に発症 し,進行性の筋萎
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綿と筋力低下をきたし,呼吸不全により致死性の

経過をたどる神経変性疾患である.病理学的には,

上位および下位運動神経細胞の変性と脱落を認

め,残存する運動神経細胞にBunina小体,エビ
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キチン陽性のskein様封入体を認めることが特徴

である.ユビキチン陽性のskein様封入体には

TARDNA-bindingproteinoH3kDa(TDp-43)

が含まれる1)2).さらに,家族性および孤発性の

AiSにて,那)p-43遺伝子変異が報告された3日 2)

これらの事実より,TDp -43はALSの病態に一

次的に関与一していると考えられている.

TDp-43は,エイズウイルスのHⅣ1 遺伝子

に結合する蛋白として同定された蛋白である13)

N東側に桜内移行シグナル,中央部に核外移行シ

グナルを持ち,核に優位に局在するが,核内外を

移動する14).C米側には2つのRNA認識モチー

フ配列とglycine-richdomainを持つ 15).不均一

桜内リボ核酸蛋白質 (heterogeneousnuclear

ribonucleoproteins:hnRNP)の一つで,RNA認識

モチ-フ配列でmRNA前駆体と結合し,glycine-

richdomainで他のhnRNPと結合して,mRNA前

駆体のスプライシングに寄与する16ト 18),TDp-

43がスプライシングに関与する遺伝子としては,

cystic肋rosistransmembraneconductancere酢1ia-

tor19),survivalmotorneuron2())遺伝子が知られ

ているが,ALSの病態に直接関係するような遺伝

子のスプライシング異常は報告されていない.そ

のため,スプライシング調節機能以外の新たな

TDp-43の機能が,ALSの病態に関与している可

能性も考えられる.

A工Sでは,病理学的特徴として,小胞体,ゴル

ジ装置等の細胞内小器官の構造異常が生 じてい

る.細胞内小器官の異常としては,粗面小胞体の

異常を示唆するcentTalchromatolysis21)22),小胞

体構造の拡大や断裂 23),ゴルジ装置の断片化が

知られている24).細胞内小器官とTDp-43との

関連について,TDp-43が核から消失し,細胞署

内封入体を形威した脊髄前角細胞において,ゴル

ジ装置の断片化が報告されている25). さらに

TDp-43は粗面小胞体に局在することが報告さ

れている26),しかし,TDp-43の機能と細胞内小

器官との関連は明らかではない.

本論文において,筆者はTDp-43の新たな機

能としてTDp-43が細胞内小器官の構造維持に

関わる可能性を考え,TDp-43の発現を抑制した

483

培養細胞にて細胞か器官の構造を検討し,ゴルジ

装置が断片化することを示した.さらに,小胞体

の網状構造が減少すること,小胞体網状部と近接

するミトコンドリアが減少することを兄いだし

た.この知見は,TDp-43が細胞内小器官の形態

維持に関与守 る可能性を示した,本成果により,

ALSの病態機序として,TDp-43の封入体形成に

よりTDp-43の機能低下がもたらされ,このた

め細胞内小器官の広汎な構造変化が引き起こされ

る可能性を提示するものである.

方 法

siRNAを用いたTDp -43発現抑制

siRNAは ON-TARGETplusSMARTpool

HumanTARDBP (L-012394-00,Thermo

ScientificDharmacon),陰性コントロールとして

ONITAlミGETplusContl.OIPoolNon-Targetting

pool(D-001810-10-20,ThermoScientific

Dharmacon)を使用した,He汰 U87MG (ヒト

グリオ-マ由来),COS7細胞 (サル腎臓由来)

は 37℃,5%CO2条件下で 旦0%FBSを含む

Du号becco'smod摘edEagleMedium (DMEM,

GibcoBRL,USA)で培養した.6welldishに細胞

播種 24時間後,およそ50%コンプルエントとな

った細胞に, トランスフェクション試薬 Lipo-

fectamineTMRNAiMAX (Invitrogen)7.5,Ll1/well
と,siRNA濃度が40nM/weilとなるように,それ

ぞれOpti-MEM (Gibco)にて希釈し,混和後,

各wellに添加した.2回目のsiRNAの トランスフ

ェクションは,1回目の トランスフェクションの

後72時間培養後,細胞を6welldishに播きなお

し,24時間後に行った.siRNAの発現抑制効率の

確認はウェスタンブロット解析にて行った.

ウェスタンブロット解析

細胞dishを氷上に静置LcoldPBSで洗浄後,

1ysisbuffer(150mMNaCl,50mMTr豆S-HCHpH

7.4),0.5%NP-40,0.5塞Sodiumdeoxyeholate,

5mMEDTA,使用時にProteaseinhibitorcocktail

を添加)2501'1漫/W淵 を添加 し,5分橡にcell
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Seraperを用いて回収した,4℃/14,000rpm/5分

間遠心後, 空二滴を回収し,BCAProteinAssaykit

(Thermo)で総蛋白巌を測定した 桟,細胞質,

膜構造分画化方法は後述する.得られたサンプル

は,超純水で総蛋白巌をあわせ,等容巌のsample

buffer(95%bemmlisamplebuffer(BIORAP),

5%ノブ-mercaptoethanoH SIGMA))を加え,

95℃で5分間熟変性を行った.10%ポリアクリ

ルアミドゲルSuperSepTMAce(Wako)を用い
たSDS-PAGEで蛋白を分離し,0.45/1mPVDF

メンブレン (M重量lipore,USA)に転写した.転写

メンブレンをblock豆ngbuffer(5%SkimMilk,

0.05% Tween20/P盗s(PhosphateBuffered

Saline))で室温 1時間マスキングし,blocking

bufferで希釈 した 一 次抗体 (monoclonalanti-

TARDBP(TDp-43)antibody(1:2500または

1:5000;Abnova),rabbitant巨TARDBPantibody

(1:5000;Proteinもech),monoclonalant巨BIP/

GRP78antibody(1:10000;BDB豆Oscienee),chick-

enant卜GAPDHantibody(1:40000;Mi豆lipore),

rabbitanti-HistoneH4antibodyH:2000;

upstate),rabb豆もanti-VCPantibody(1:500;

BETH甘L),rabbitamもi-p47antibody(1:500;

反応橡washbu鮎r(0.i0/oTween20/PBS)にて

洗浄し,bまoekingbufferで希釈した2次抗体を等

温1時間反応させ,再度washbufferにて洗浄後,

ImmobilonWesもeTnHRPsubstrate(Millipore,

USA)で検出した.

小胞体の蛍光標識

培養細胞を6welldishに播種,24時間後,96

時間後にTDp-43およびcoritOr呈siRNAを2回 ト

ランスフェクションした.さらに24時間後に,

Opt巨MEM 時ibco)を用いて,′洞包体に局在し
て糖蛋白の折りたたみやカルシウムホメオスター

シスの維持に働くca呈retieulinと,線色蛍光蛋白

(AzamトGreen)との融合ベクタ- (ER-target-

edmAGIExpt'(,ssioIIPlasllli(1.I)ER-111AG.AM-

VO202,MBL)4/1g/weuと,L豆pofectamineTM
2000(王nvitrogen)10jfl/wellの希釈溶液を作成,

両者を混合した後,培養細胞に添乳 トランスフ

ェクションし発現させた. トランスフェクション

24時間後に0.25%EDTA/Tryps豆nにて細胞を遊

離し,35mmglass-bo伽mdish(MATSUNAMI)

に捲きなおし,24時間後に生細胞にて小胞体形態

を観察した.広範囲に小胞体の網状構造 27)を認

める網状構造細胞と,網状構造が減少し (50%以

千),核周囲からシ- ト状構造の小胞体がびまん

性に広がって分布するびまん性構造細胞とに分類

し,頻度を解析した.また観察した細胞における

TDp-43の発現抑制効率については,PER-mAG

の トランスフェクション後の細胞の一部を,観察

と同日に4%パラホルムアルデヒドで固定し,そ

の後 monoclonaiantトTARDBPantibody(1:

1000;Abnova)を用いて免疫染色を行い,loo柵

胞における発現抑制率 (P)を貸出した.次に,

(1)i発現抑制郡の観察細胞数}×Pにて,観察し

た細胞中の,TDp-43の発現が抑制されたと予測

される細胞数を求める, (2)i発現抑制群の観察

細胞敢‡× (111))×tjントロ-)L細胞肝でu~)缶

形態の割合Iを計算し,発現細胞群に混ざってい

ると予想される,TDP一昭の発現が抑制されてい

ない細胞の,各形態の数を算出する, (3)i発現

抑制細胞での各形態の細胞数‡から, (2)で得ら

れた細胞数を引く,(4)拍)および (3)の結果か

ら,補正後の形態ごとの割合を求めた.

免疫染色法

2回目のsiRNA導入の72時間後に8wellcham-

berslide(ⅠⅧ )に播き直し,24時間培養した.

小胞体観察を行う検体は,2回目のsiRNA導入24

時間後に,PER-mAGをトランスフェクションし

た細胞を用いた.p告s(Dulbecco'sphosphate

BufferedSal豆ne(SⅠGMA))で2回洗浄後,4%パ

ラホルムアルデヒド錐BS,pH7.2にて37℃,5

''IL■L.'r'lii'した.PBSにて2Ll怖じ津撞,0.I%Tl･iton-

XIOO/P告s,10分にてパ-マライズし,10/a

BSA/PBSにて30分ブUッキングを行い,10/a

BSA/0.05%Triton-XIOO/PBSで希釈した1次抗

体 (mousemonoelonalant卜TARDBPantibody

(1:1000;Abnova),rabbitant呈-TARDBPantibody
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(i:800;Proteintech),monoclonalantトGM130

antibody(1:1000;BDBioscience),rabbitanti-

TGN舶 antibody(1:500,SIGMA),monocional

antト cytoehromeCantibody(1:1000;BD

Pharmingen))を4℃で 一 晩静置,反応 させた.

反応後に0.05%Triton-Ⅹ100/PBSにて5分3回

洗浄し,2次抗体 (Alexa加orantトrabbitまたは

ants-mouse,488または594,各1:500)を1次抗

体と同じbufferで希釈し,1時間室温で反応させ,

0.05%Triton-Ⅹ100/PBSにて5分3回洗浄した.

針tubulin染色時は,0.2%Triton-Ⅹ100/PBS,15

分にてパーマライズし,1%BSA/PBSにて30分

ブロッキングを行い,1%BSA/0.1%rrriton-

Ⅹ100/PBSで希釈 した1次抗体 (rabbitanti13-
Tubulinantibody(i:50;CeままSignaling),mono-

clonalanti-TARDBPantibody(1:1000;Abmova)

の2重染色)を4℃で一晩静置,反応させた.皮

応後に0.1%Tr加n-XIOO/PBSにて5分3回洗

浄 し,2次抗体を1時間室温で反応 させ,0.1%

Triton-Ⅹ100/PBSにて5分3回洗浄した.最後

にVeeもashieldMountingMediumwithDAPI

(VectorLaboratorieslnc.,USA)にて封入し,蛍

光顕微鏡 (NiconTE300,JAPAN)または共焦点

レーザー顕微鏡 (NiconTE2000-U,JAPAN)で

観察した.

ミトコンドリア,小胞体の画像解析

小胞体は蛍光標識法で示した手法で標識し, ト

ランスフェクション後身8時間で8wellchamber

に蒔 き直 し,72時間後に固定 した.続いて抗

cytochromeC抗体を用いて蛍光免疫染色を行っ

た.共焦点レーザー顕微鏡にてそれぞれの画像を

取得 し,AquaCosmos(HamamatsuPhotonics)

を用いて解析 した.小胞体の網状構造部に計測線

を引き,線上のピクセルごとの輝度を解析し,グ

ラフ化した.ピタセル幅5以上,輝度の差が5以

上の波をピ-クとし,ど-ク数をカウントするこ

とにより,小胞体網状構造と,ミトコンドリアネ

ットワ-クの分布数と位置を確認した.その中で,

小胞体とミトコンドリアが共局在,もしくは按 し

ているピークの数を小胞体のピーク数で割ること
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より,小胞体網目構造の中で, ミトコンドリアネ

ットワ-クが按している割合を算出した.

ショ糖密度勾配遠ILt法および RIPAbuffcrを用

いた蛋白抽出

4適齢および 12適齢のマウスの凍結脳組織に,

組織Llr!:量の 10倍･量のT1-isIHClbuffer(10111M

Tr･is-HCl,1mM EGTA,1mM dithiothreitol,

0.25MSucrose,1mMNa3VO4,5mMNap,pro-

teaseinhibitors)を加 えてホモ ジナ イズ し,

i,400Xg/4℃/10分遠心処理を行い,上清 (Sl)

とpellet(Pl)に分けた.Slを100,000Xg/4Qc/

60分遠心処理し,S2とP2に分け,S2をcytoso-

1豆Cかactionとした.残存したpel昔et(P2)をTris-

HClbufferで洗浄 した後,10/aTritonX-100

buffer(Tris-HClbu恥r.1%Tritol一X-loo)杏

加え氷上で30分静置 し,その後ホモジナイズし,

氷上でさらに5分静置 した.懸濁液を18,000×g/

4℃/30分遠心処理を行い,S3とP3に分け,S3

を膜分画 (細胞膜,細胞小器官)とした.Plに

0.25M sucyosebuffer(0.25M sucrose,10mM

TI-is-HCl,5mM MgClご.1111M dithiot~lllでitol､

0.1塞TritonX-100,0.5mMphenylmeぬylsulぬnyl

Buor豆de)を加え再懸濁 し,さらに2倍量の2.3M

stlC1-OSebuffer(2.3MSucrose.lOnlMTris-HCl,

5mMMgClコ､1111Mdithiotll1-eitol.0.5111Mplleny1-

me抽ylsulforlylfluoride)を加えて,混合液を

2.3M sucrosebuffe再二重層 し,12,400×蛋/4℃/

60分の遠心処理を行った 得られたpeiletに2%

SDSbuffer(Tris-HClbuffer,2%SDS)を加え,

室温で10分間,回転混和し,超音波処理をした.

18,000冗g召0oC/30分遠心処理を行い,S4を核

分画とした.

同様に,組織重量の 10倍量の RⅠPAbuffer

(50mMTrisHCl,150mMNaCま,1%Nonidetp-

40,0.50/aSodiljmdeoxycholate,0.1%SDS,pro-

teaseinhibitors)を加えて凍結脳組織をホモジナ

イズした.4℃で20分回転漏和し,超音波処理を

した後,18,000冗蛋/4oC/30分で遠心処理を行い,

その上酒をRIPAwhole画分とした,
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図1TDp-43jックダウン効率の検討

Hela,COST,U87MG細胞において,siRNAによるTDp-43発現抑制効率を,ウェスタンブロット法

と免疫染色法にて確認した.

(A)細胞播種後24時間と96時間後に,TDp-43もしくはコントロールsiRNAを2国導入し,導入終

了後72時間で細胞を[酬父した.得られた細胞溶解液を用いて,抗TDp-43抗体によるウェスタンブロッ

ト法にて検討した.

(B-D)2回目のsiRNA導入72時間後に,4%パラホルムアルデヒドにて固定し,抗TDp-43抗体に

よる蛍光免疫染色を行い,TDp-43の発現を確認した. (ら)Hela糸空洞包,(C)COS7細胞 (D)U87MG

細胞.左はTDp-43,右はDAPI画像を示す.TDp-43KD:TDp-43ノックダウン.(スケールは10/{1m)

免疫沈降法

Hela細胞を6well朗shで培養し,siRNAを用

いて発現抑制 した後,RIPAbu駄r(組成は前述が)

通り)にて回収 した.超音波処理をし,14,000rpm/

埋oc/20分で遠心処理後,上清を400声1抽出した

抽出液に抗体 (rabbitantトTARDBPantibody

(prot血 陵eh),mbbitanか VCPantibody(Bm J),

rabbitanti-p47antiもody(SantaCruz))2.5/1g加

えて 2時間玩応 させ,引き続 きconjugatedlm -

mobilizedProteinA (PIEARCE)25lllを1時 間

励 邑させた.反応後,2,000rpm/室温/3分遠心 し,

残存 したペレットをRIPAbufferで洗浄後,sam-

plebufferを加え95℃,5分加熱 し,2,000rpm/賓

過/1分遠心した.得 られた溶液はウェスタンブロ

ット解析にて検討した.

結 果

Top-43の発現抑制細胞でのゴルジ装置の形態

変化

Hela細胞,COS7細胞,U87MG細胞を対象と

し,siRNAによるTDp-43の発現抑制効率につ

いてウェスタンブロット法にて検討 した,siRNA

の2恒1の導入により,Hela,COS7細胞では検出

レベル以下に,U87MGでも十分な蛋白量の減少

を認め (図 1A),さらに,抗 TDp-43抗体を用い
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TDp-鳩 もしくはコントロールsiRNAを導入72時間後に,シス嚢蛋白GM130に対する抗体と抗

TDp-43抗体にて,蛍光二重免疫染色を行った.TDp-43siRNA処理群では,Top-43の発現抑制

が確認できた細胞を対象とした TDp-43KD :TDp-43ノックダウン

(A)Hela,COS7,U87MG細胞における,ゴルジ装置の正常形態 (上段 :norma呈)ど,断片化形態

(下段 :かagmentation)を示す.ゴルジ装置の正常形態は,Hela細胞とU87MG細胞では,核周囲に

層構造を構築 しているが,COS7細胞は ドーナツ型を示 している.(スケールは10pm)

(B)コントロール細胞と,Top-43発現抑制細胞においてゴルジ装置の形態を観察 し,ゴルジ装
置が断片型を示す細胞の頻度を検討した (n-100).グラフは3回の実験における平均値±標準誤差

を示す.2群間比較は,Student-T法にて行った (*:p<0.005).

た蛍光免疫染色法でも十分な発現抑制効率を確認

した (図1B-D上 根内にTDp-43が全く認めら

れない細胞の割合は,平均で Hela細胞 88%,

COS7細胞95%,U87MG細胞80%であった ま

た,いずれの培養細胞も,TDp-43発現抑制後に

アポ ト-シスの指標となるDAPI染色でのクロマ

チン凝集を認めなかった.このことから,本条件
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下でのTDp-43の発現抑制はアポ ト-シスを誘

導しないと結論した.

次に蛍光免疫染色法にて,TDp-43の発現抑制

下でのゴルジ装置の形態を検討した.正常細胞に

おいても,ゴルジ装置は分裂期では断片化する.

そのため,非分裂開細胞として,細胞が独立して

存在し,核の辺縁が平滑で,核小体を同定できる
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図3 ゴルジ装置の層構造の検討,およびゴルジ装置断片化細胞における,βチD: プリン
構造の検討

(A)コントロ-ルsiRNA処理群 (L段)とTDp-43siRNA処理郡 (下段)において,ゴルジ装置
の,シスiトランス嚢の局在を検討した,抗TGN46抗体 (縁)と抗GM130抗体 (赤)を用いた蛍光
二重免疫染色像の,重ね合わせ画像を示す.シスおよび トランスの両マトリックスが共局在する部

位は黄色に観察される∴F段お じの白線内画像は,中央部の枠線内の拡大図.左 (Hela細胞),中央

(cos7細胞),右 (U87MG細胞)画像を示す.スケ-ルは10/um.
(B)コントロール細胞 (上段)とTDp -43発現抑制細胞 (下段)のiげ ュ-プリン染色橡を示す.

対朋包のみを解析した.ControlsiRNA処理群,非処

理群 で の ゴ ル ジ 装 置 の 形 態は,Hela細胞では桜に

屑状に近い順恵を示した (図2A上段).TT)p-43

発JLii抑制即では.いずれの紺地でも,Tr)p-43u)

発現抑制によりゴル ジ装置の断片化を認め (図

2A下段),解析の結果では,観察細胞の 500/o以

上で,ゴルジ装置の断片化を認めた (図2B).

ゴルジ装置は層状構造をなすが,粗面小胞体側

をシス嚢,反対側を トランス嚢という.粗面小胞体

で魯成 された蛋白質はシス嚢から取 り込まれ,トラ

ンス蘭から'Il泌 され このシス儀 一 トランス蘭の

方向性がゴルジ装置の機能においで重要である2郎

そこで断片化されたゴルジ装置でのシス嚢と トラ

ンス嚢の関係 を検討す るため, シス嚢蛋白質

GM130と トランス嚢蛋白質TGN46の抗体を用
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図4 TDp -43発現抑制細胞での小胞体構造の検討

(A)正常の小胞体構造.小胞体局在蛋白calreticulinと線色蛍光蛋白の融合蛋白発現ベクター

(PER-汎AG)を導入し,48時間私 小胞体構造を生細胞にて観察した.核周囲のびまん性に蛍光が

認められる部分 (矢印)はシ- ト状構造,周囲に広がる網目状の部分 (先頭)は網状構造を示す.

細胞はCOS7細胞.スケールは10fLm.

(B)各細胞での代表的な小胞体溝鼠 上段はコントロ-ル群で認められた,小胞体の網状構造が広

く保たれている細胞 (網状構造細胞).下段は,TDp-43発現抑制群で認められた,網状構造が減少

し,細胞質の半分以上がシ-卜状構造を示す細胞 くびまん性構造細胞).スケールは10Flm.

(C)コントロール細胞 (自箱)とTDp-43発現抑制細胞 (黒箱)での,小胞体構造 (網状構造細胞,

あるいはびまん牲構造細胞)により分類し頻度を比較.Hela,COS7細胞 (n-60),U87MG細胞 (n-
50)で検討した.グラフは,各細胞群における網状構造細胞の頻度についての,3回の実験の平均値を

示す.エラーバーは±標準誤差を示す,2群閤比較は,Student-T法にて行った (*:節<0.005).
(D)ゴルジ装置と小胞休の構造の関連.PER-mAGベクタ-導入48時間後に4%パラホルムア

ルデヒドで固定し,続いてゴルジ装置のシス嚢蛋白GM130に対する抗体で蛍光免疫染色を行った.

図はHela細胞の結果を示す,上段はコントロール細胞,下段はTDp-43発現抑制細胞.左がpER00

mAGによる小胞嵐 右が同一細胞における抗 GM旦30抗体によるゴルジ装置.スケールは10Flm.
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いて2重染色を行った.正常なゴルジ装置では, トランス嚢が共局私 または隣接 していたが,

いずれの細胞においても,シス嚢とトランス嚢は GM130のみ,あるいはTGN46のみで染色される

隣接して存在していた (図3A 上段).断片化し ゴルジ断片も認めた (図3A下段).

たゴルジ装置でも,多くのゴルジ断片ではシス嚢, また,細胞内小器官の位置,形態形成は微小管
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の影響をうける29).TDp-43発現抑制によるゴ

ルジ装置の形態変化が,微小管の構造異常による

二次的なものかを確認するため,微小管構成蛋白

である/9チ3: プリンに対する蛍光免疫染色法に
て微小管の構造を検討した.いずれの細胞におい

ても,TDp-43発現抑制細胞群でβチ3: プリン

の構造に変化は認めなかった (図3B).

TI)Ⅰ ' -13の発現抑制細胞での小胞体の形態変化

ゴルジ装置は,構造上,小胞体と密接な関係に

ある.そこで,主に小胞体腔内に存在するcalret卜

culinと線色蛍光蛋白 (Azami-green)の融合ベ

クタ-を用いて,小胞体の構造について検討した.

観察された小胞体構造の形態から,広汎な網目状

の構造を認める群 (網状構造細胞)と,その構造

が乱れ,蛍光が一様に認められる群 (びまん性構

造細胞)に大別した (図4A,B),TDp-43の発

現抑制群においては,He旦a細胞とCOS7細胞でび

まん性構造細胞の増加を認めた (図4C).-)1'

U87MG細胞では,正常でもびまん性構造細胞が
多く,発現抑制後も変化は認めなかった (図4C).

核周囲にゴルジ装置が局在している細胞では網状

構造を保っていたが,ゴルジ装置が断片化し細胞

質に広く分布する細胞では,小胞体はびまん性構

造を示した (図4D).

Tr)p -i13の発現抑制細胞での小胞体-ミトコン

ドリアネットワークの検討

ミトコンドリアは小胞体に隣接レ -部結合し,

小胞体との間でリン脂質やカルシウムのやりとり

を行っている30)31).小胞体の構造変化がミトコ

ンドリアの形態に影響を及ぼす可能性を考え,

TDp-43の発現抑制条件下でのミトコンドリア

の形態,ゴルジ装置,小胞体との位置関係を検討

した.正常細胞では,ミトコンドuアは小胞体に

添って細長くつながったネットワーク様に観察さ

れた (図5Å).TDp-43発現抑制群では,すべて

の細胞で,ミトコンドリアのネットワ-タが分断

され 分布密度が減少した 個 5A下段).次にミ

トコンドリアとゴルジ装置の局在を,2重蛍光免

疫染色法にて検討した (図5B-D).ゴルジ装置

が集合して存在している部分には,ミトコンドリ

アネットワークは認めなかった.一方,ゴルジ装

置が断片化している細胞では, ミトコンドリアネ

ットワ-クはゴルジ装置とは無関係に分布してい

た.さらに,小胞体とミトコンドリアの共掃射 こ

ついて共焦慮レ-ザ-顕微鏡で検討した (図5E,

F).小胞体の率で,ミトコンドリアが共局在,も

しくは隣接 している小胞体の割合を求めると,

TDp-43発現抑制細胞では,コントロール細胞に

比して,ミトコンドリアと共局在,もしくは隣接

している小胞体の割合が減少していた (図5G).

Top -43の細胞内局在とVCP,p47との関連に

ついての検討

TDp-43の細胞質内での局在を検討するため,

マウス脳組織を核,膜,膜を除く細胞質分画に分

離し,ウェスタンブロット法にて検討した結果,

TDp-43は核分画のほか,膜分画にも認めた

個 6A)書次に,TDp-43がゴルジ装置,および小

胞体の構造に関与する機序について検討した.

TDp-43が,これらの構造を維持する蛋白質に影

響をS･える可能性を考え,候補蛋白質として,

VCP(valosin-cintainingprotein)とp47を想定

した32)33).vcpは補因子であるp47と協調して,

小胞休とゴルジ装置の構造維持,細胞分裂後の再

構成に関与している.さらに,TDp-43のプロテ

オーム解析ではTDp-43とVCPとの結合が示唆

されている34).まず,共免疫沈降法にてTDp-43

とVCP,p47との蛋白-蛋白閤結合を検討したが,

内在性のTDp-43,VCP,p47閏で直接結合を示

す結果は得られなかった (図6B).また,TDp-

43を発現抑制したHela細胞において,VCPおよ

びp47蛋白の発現量を検討したが,変化を認めな

かった (図6C).

考 察

筆者は,TDp -43の発現を抑制することによ

り,Hek COS7,U87MG細胞にて,ゴルジ装置

の断片化が起こることを示した♯AIjの運動神経

細胞では,TDp-43が核から消失し,細胞質内に
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図5 TDrL43発現nJ制での ミトコンドリアの柄芯と,小胞体,ゴルジ払超との側係

(A)TDp-43sIRNAもし(はコンIロールsJRNAを2Ed噂人後72Lr制Tuでl蒲】正 し,杭cyLochromc

CJJrt体にて ミトコンドリ7を標札 さらにfJJlTDp-43抗体を恥 ､て/ijそ光 gf免短染色にて観照 した

同は杭cylochrollleCl/L体で円られた行剛史で,Tl)P143TJ'L体でPbL,性なコントロ-ル群 (L段)と陰性

なTDP143稚BL抑制肺 (下段)0),細胞内 ミlコンドリアを示す スケ-ルは 10/Lm

(T3)HdTL細胞.(C)COS7kl"Jl担､(D)U87MG細胞での, ミトコンドリアとプルジ装iLTu)IE17'j:を.

i/LCytOCh10meCfJ'し体 (緑,JE)と,ゴルジ装粒の Zランス紫群 FITGN46に対する杭休 (非,打)に

よる,'如光 gl:免枚淡色l垣t射こて観照 した プルソ裟TLTがlF'rTlである細胞 (L段),ゴルジ装;nlが断
片化 した細胞 (卜段)を′Jてす また各州伯の左上段凶Lrrの矢印は,ゴルジ装即にで,ミトコンドリア

の分布が抜けているiWJlを′J､す スケールは 10/Lm

次にHeLa細川卸こて. ミFコンrリアと小胞附コ7fE二ついて検討 した (E一(,) 2LLdsIRNA#人後

24咋rLnJ後に,小胞体Jd-/x粥｢】CalrctlCul]nと緑色'iiそ光訳白成合ベクタI (PER-mAG)を輔人し,48
時Fm校に同定 した 挑いて杭cyLochromeC抗体で蛍光免疫染色し,観察した

(E)コントロ-ル細晩 (ド)TDp-43発卿州.rJ細胞における小frbl体 (緑)とミトコンドリア (,JJl)

の重ね合わせ幽性を'示す は ) LlのZE卜は,仲殻内の拡大凶 七のグラフは.それぞれ凶小のLil測

線上の輝舷を数値化 し.それぞれの梢造ごとに'/ラフ化した ピ-クは小胞仏網状偶姓.もしくは ミ

トコ/ドリアネット7-クiWl遇の11J7tを′六している (A.U arbltraryun】t)
(C)方法で示 した過り,小胞帖のピーク数と小胞体と/It.局在.もしくは隣接するミトコンドリア

のピーク数をカウントし,小胞体の網状欄道のうちミトコンドリアネ ノトワ-クが密接 している別

命を引算 した グラフは.コントロール肝 (n116)と発別V岬 JBf(r1-14日 =おける平均値を71てす エ

ラー′ト は肘†幡 T.=を示す 2群rlrL,l比較は,mann-whLtney検定にて行った (*p <OO5)
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図6 TDp -43の膜分画への局在とVCP,P47との結合

(A)4適齢,および12適齢のマウス脳組織を,ショ糖濃度勾配遠心法で分画化した蛋白,および

RIPAbufferにて溶解し得られた蛋白を用いて,TDp -43抗体でウェスタンブロットを行い,TDP…

43の細胞内局在を検討した (上段).分画化の確認は,膿分画をBiP/GRP78,細胞質分画をGAPDH,

核分画をHistoneH4抗体でウェスタンブロット法にて行った,

(B)免疫沈降法で,Top-43とVCP,および補因子であるp47の蛋白-蛋白結合を検討した,Hela

細胞にて,左上段で示した抗体を用いて免疫沈降し,得られた蛋白を抗VCP抗体 ‖二段),抗TDp-

43抗体 (下段)を用いてウェスタンブロットを行い,それぞれ結合を確認した.

(C)Hぬ 細胞において,TDp -43発現抑制による,Vcr,p47タンパク発現への影響を検討した.

TDp -43siRNAもしくはConもrolsiRNA処理を2回行った後,回収した蛋白にてウェスタンブロッ

トを行った.上段のTDp-43抗体による結果にて,発現抑制効率を確認している.中段∴下段は,そ

れぞれVCP,p47のウェスタンプロ､ソトを示す.(2回の実験結果を並べて表示)

封入体を形成した細胞で,ゴルジ装置の断片化が

報告されている25㌦ これらの細胞では正常な

TDp-43の機能が失われているHJ能性が推察さ

れている.TDP-43の発現抑制によって,ゴルジ

装置が断片化するという事実は,AISの運動神経

細胞で認められるゴルジ装置の断片化が,TDp-

43の機能障害による可能性を示すものである.

ゴルジ装置の断片化は,アルツハイマー病 35),

多系統萎縮症 36)などの神経変性疾患においても

報告されている.この現象は,微小管の構造,機

能異常や37),アポ トーシスによって二次的にも

引き起こされる.しかし,筆者の系では微小管の

構造変化は認めず,また,アポ ト-シスについて

は,アポ ト-シスの指標であるクロマチン凝集が

起こっていないことを確認した.これらの結果よ

り,今回観察したゴルジ装置の断片化は,微小管
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の構造異常や細胞死による結果ではなく,TDp -

43の発現抑制によって引き起こされたより直接

的な現象と考えた.

この断片化がゴルジ装置の機能にどのような影

響を与えているか,今回の検討では明らかではな

い.ゴルジ装置はシス嚢-中間嚢-トランス嚢か

らなる願様構造をしており,この方向性を持った

構造体を蛋白質が通過することにより,蛋白質の

修飾,プロセシング,選別輸送が行われる28).今

回認められた断片化したゴルジ装置の多くは,シ

ス嚢とトランス嚢を伴ったまま断片化していた.

しかし,その層構造は乱れており,方向性を持つ

腰様構造の破壊により,ゴルジ装置の機能が障害

されている可能性が高いと考えた.実際,ゴルジ

装置の断片裾 こより,選別輸送が障害されるとす

る報告もある38).今後,このゴルジ装置の断片化

がゴルジ装置の機能にどのような障害を与えるか

について,検討を加える必要がある.

さらに筆者は,TDp-43の発現を抑制すること

により,Hela細胞とCOS7細川毎において,小胞体

の網目状構造が減少することを示 した,従来,

Au の脊髄前角運動神経細胞では小胞体の異常が

指摘されており,Centralchromatolysisという粗

面小胞体の構造変化を示唆する所見や21)22),粗

面小胞体膜上のリポゾームの減少 23),小胞体の

不規則な拡大や断裂22)23)が認められる.小胞体

とゴルジ装置間には膜輸送経路が存在しており,

ゴルジ装置の断片化と合わせて考えると,小胞

体-ゴルジ装置間の膜輸送の障害により,これら

の形態変化が引き起こされる可能性が推察され

る.今後,ゴルジ装置の断片化,小胞体の構造異

常,もしくは両者間の膜輸送のいずれが障害の起

点となるか検討が必要である.一方,U87MG細

胞ではTDp-43発現抑制細胞で形態上に差が認

められなかった.U87MG細胞では,Hela細胞や

COS7細胞比して,正常でも網目状構造の広がり

が少ない細胞が多かったため,今回の解析方法が,

U87MG細胞での小胞体構造変化を検討するのに

不適切であったと考えた.小胞体構造異常が神経

系細胞でも適応されるか,今後の検討が必要であ

る.
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小胞体の構造障害により運動神経の細胞死をき

たす疾患としては,遺伝性疫性対麻棒3型が知ら

れている.本症の原因遺伝子産物 atlastinは

GTPaseであり,小胞体およびゴルジ装置に局在

し,小胞体からゴルジ装置への願輸送に関与し,

さらにゴルジ装置や小胞体の形成にも関与してい

る39)iO).本遺伝子の翼常によりゴルジ装置,小胞

体の形態異常が引き起こされ,運動神経細胞死が

引き起こされる39)40),全身に発現するatIast主nの

遺伝子異常によって引き起こされる小胞体-ゴル

ジ装置の形態異常が,運動神経細胞の選択的細胞

死を引き起こすという事実は,運動神経細胞が,

この構造異常に対して脆弱である可能性を示唆し

ている.この例からも,筆者のTDp-43機能喪失

モデルで認められた小胞体,ゴルジ装置の異常は

Å1.Sでの選択的運動神経細胞死に関与している可

能性がある.

また筆者は,本論文にて,Tt)p-43の発現を抑

制した細胞でのミトコンドリアの形態異常も明ら

かにした.以前よりÅⅠ鳶では,ミトコンドリアの

健太,凝集などの形態異常が報告され ミトコン

ドリアの機能異常が注目されていた41)42).ミト

コンドリアは滑面小胞体と結合し,滑面小胞体か

らカルシウムイオンを供給されている31),TDp-

43の発現を抑制した細胞では,主に滑面小胞体か

らなる細胞辺縁の網目状構造部において,ミトコ

ンドリアの数の減少を認め,結果,小胞体と共局

在するミトコンドリアも減少していた.小胞体と

ミトコンドリアの構造累常により,運動神経細胞

を選択的に障害する疾患として,遺伝性末梢神経

障害2型があげられる.本疾患の原因遺伝子であ

るmitofusin2は小胞体とミトコンドリアを結合

する43).mitoftlSin2の異常により小胞体とミト

コンドリアが解離し,小胞体からミトコンドリア

へのカルシウムイオンの供給が障害され細胞障害

をきたす43).mitofusiI12は全ての組織に広く発

現しており,本異常で運動神経優位の細胞障害が

起こることは,小胞体とミトコンドリアの解離に

対して,運動神経細胞が脆事であることを示唆す

る.同様の機序がAuSでの病態機序の背景にある

か,今後,小胞体とミトコンドリアとの関係,ミ
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トコンドリアの形態的な異常について,AIS患者

やTDP-43機能東条モデルマウスでの運動神経

細胞にて検討を加える必要がある.

現時点で,TDP一昭 がゴルジ装置,小胞体の構

造に変化をもたらす機序は不明である.筆者は,

マウス脳組織においてTOp-43が膜/'1両にlirIミ

サることを示 した.この結果は,TDp-43が細胞

内小器官に局在することを示す.次に,TDp-43

がゴルジ装置の形成に関与する蛋白質と結合して

いる可能性を考え,候補蛋白質として,TDp-43

との結合が示唆され,ゴルジ装置の形成に寄与す

るVCPおよびp47について検討 した 32ト34).輿

味深いことに,VCPは,TDp-43陽性の封入体を

もつ遺伝性前頭側頭車型認知症やALSの原因遺

伝子としても知られている44)-46).しかし,筆者

の系では,TDP-43とVCP,p47間での蛋白一頭

自問結合を認めなかった.VCPとTDp-43の結

合を示した先行研究は,過剰発現系を卿 1て,質

量分析計により解析 していた3畑 TDp-43は野

生株であっても,過剰党現により凝集体を形成す

る.そのため,過剰発現系での先行研究では,凝

集体により非特異的な蛋白間結合を同意した可能

性も考えられる47ト50).またTDp-43の発現を抑

制した細胞において,VCPとp47蛋白の発現量を

検討したが,これにも変化を認めなかった.これ

らの結果から,TDp-43の機能低下がVCPや

p47を介してゴルジ装置の断片化を引き起こして

いる可能性は否定的と考えた.

本論文では,培養細胞においてTDp-43の発

現抑制により,細胞内か器官の形態が広汎に変化

することを示した.今後は,TDp-43がこれら細

胞内小器官の形態の維持に関与する機構につい

て,分子レベルでの解析をすすめ,その作用機序

を明らかにする必要がある.また.TDp-43ノ､ソ

クアウトマウスやAI鳶の脳,脊髄の運動細胞で同

様の変化が認められるか,さらなる解析が必要で

ある.
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