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マイクロRNA制御異常に着目した筋萎縮性側索硬化症の

病態解明へのアプローチ
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1：はじめに

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は，運動ニューロンの選択的脱
落によって全身の筋力が低下する神経難病の 1つである．こ
れまで病態へ迫る手がかりは乏しかったが，2006 年にALS
および前頭側頭様変性症（FTLD）の変性部位において，TDP-
43 がユビキチン陽性封入体の構成タンパク質として同定さ
れた１）．さらにその後，頻度はまれながら両疾患特異的に
TDP-43 遺伝子点変異がみつかり，ALSと FTLDは連続スペ
クトラム上にあり，両疾患の病態にTDP-43 が深く関連して
いることが明らかとなった２）３）．このため，TDP-43 の持つ生理
的機能を同定することがALS病態解明に不可欠であるが，こ
れまでのところ断片的にしか解析されていない．TDP-43 は
不均一核内リボ核酸タンパク質（hnRNP）の一種で，RNA
結合ドメインを有することから，RNAの安定化や転写後調節
などに関与していると考えられている．これまで，幾つかの選
択的スプライシングの調節に関与することが報告されている
が４），われわれはTDP-43 がマイクロRNA生成に必須のDro-
sha 複合体にふくまれること５）６）に着目し，TDP-43 がマイクロ
RNA生成に果たす役割と，その異常がALS病態にどのよう
に関与しているのか明らかにすることを目指している．

2：TDP-43 と Drosha 複合体との結合様式

はじめに，TDP-43 が Drosha 複合体にふくまれるかどうか
を確認するため，完全長TDP-43 遺伝子のN末端にFlag タ
グを結合したベクターを作成し，これをHEK293T細胞株に
導入することにより，Flag-TDP-43 の安定発現細胞株を樹立
した（Fig. 1）．この細胞株を大量培養後，核成分を分画して蛋
白質を抽出，抗Flag 抗体をもちいて免疫沈降をおこない，
TDP-43 をふくむ核内蛋白質複合体を回収した．この複合体
をもちいてウエスタンブロット解析した結果，Flag-TDP-43
は，内在性TDP-43 や FUSなどに加え，Drosha，DGCR8，p68
などDrosha 複合体構成因子と結合していることが明らかと
なった．次に，Flag-Drosha 安定発現細胞株から抽出したDro-

sha 複合体を解析したところ，Flag-Drosha が，DGCR8，FUS，
p68 などに加え，TDP-43 と結合していることをみとめ，両方
向性にTDP-43 と Drosha との結合を明らかにすることがで
きた（Fig. 2）．
次に，TDP-43 と Drosha 複合体がRNA依存的に結合して
いるのかどうかを解析するため，Flag-Drosha 複合体を
RNase 処理し，TDP-43 が乖離するかどうかを解析した．この
結果，一部RNAを介して結合しているものの，大部分は蛋白
質どうしの直接結合と考えられた．このため，現在結合に必須
のドメインを解析中である．

3：TDP-43 により制御されるマイクロRNA群

次に，TDP-43 を RNAi 法によってノックダウンし，発現量
に変動のみとめられるマイクロRNAをマイクロアレイ解析
によりスクリーニングした．3種類の細胞株（Neuro2a，SH-
SY5Y，HeLa）で実施したところ，すべての細胞株に共通して
10 種類程度のマイクロRNAの発現が有意に低下していた．
これらの結果は定量RT-PCR法でも再現された．
特定のマイクロRNAの発現低下が，転写レベルでの発現
量減少に起因するのか，転写後レベルでの生成量減少に起因
するのか明らかにするため７），これらマイクロRNAの生成源
となる原始マイクロRNA（pri-miRNA）量を定量した．この
結果，原始マイクロRNA量にはとくに変動がみとめられず，
転写後の生成効率低下が原因と考えられた．このため，現在
Drosha 複合体中にTDP-43 がある場合とない場合で，どの程
度生成効率が変動するのか解析中である．

4：おわりに

マイクロRNAは，発生時期や細胞によって発現パターン
がことなる．このため，運動ニューロン特異的で生存にきわめ
て重要なマイクロRNAが存在し，その発現制御が，TDP-43
が核から喪失することによって異常を呈することが，ALS
病態に深く関与している可能性がある．今回TDP-43 をノッ
クダウンすることで発現量が低下したマイクロRNAの一つ
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Fig.　1　Flag-TDP-43 安定発現細胞株の樹立．
Flag-TDP-43 発現ベクターを一過性に導入すると（Transient transfection），完全長のFlag-TDP-43（バ
ンド a）に加え，断片化（バンド b）も強くみとめたが，安定発現細胞株（Stable cell line）樹立後は，
断片化がほとんど検出されなくなった．このため，安定発現細胞株中では，より生理的状態に近い条
件でTDP-43 複合体解析が可能だと考えられる．
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Fig.　2　マイクロRNA生成メカニズム．
原始マイクロRNA（pri-miRNA）が転写されると，Drosha 複合体によって 5’ 端が切断され，前駆
体（pre-miRNA）となる．前駆体は，Exportin-5（Exp-5）/RanGTP（Ran）複合体によって核から
細胞質へと輸送され，ループ近傍をDicer/TRBP 複合体によって切断されることにより，マイクロ
RNAは生成される．マイクロRNAはその後一本鎖となってRNA-induced silencing complex（RISC）
へと取り込まれ，標的となるmRNAへ結合する．Drosha 複合体には，DGCR8 や p68 に加え，
TDP-43 や FUS などがふくまれ，特定のマイクロRNAの切断を制御していると考えられる．
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は，神経細胞に高発現しており，シナプス形成に重要な役割を
果たしていることが知られている．今後は，このようなマイク
ロRNAが，TDP-43 による制御を介して神経細胞の機能維持
に果たす役割を解明していく予定である．
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Abstract

Implications of microRNA dysfunction in the pathogenesis of ALS

Yukio Kawahara, M.D., Ph.D.
Laboratory of RNA Function, Graduate School of Medicine, Osaka University

Recent studies have identified mutations in the genes encoding TDP-43 and FUS�TLS in patients with
amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Both TDP-43 and FUS�TLS display all the characteristics of a heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein, which regulates various aspects of RNA processing. In addition, TDP-43 is partly
cleared from the nuclei of neurons containing cytoplasmic aggregates, suggesting loss of normal TDP-43 function
in the nucleus, leading to defects or alterations in RNA metabolism, plays, at least in part, a causative role in the
pathogenesis of ALS.

TDP-43 has been reported to be involved in the Drosha complex required for the biogenesis of microRNAs.
The high expression level of microRNAs and the exclusive expression of certain microRNAs in the central nerv-
ous system highlights their biological importance at all stages of neural development as well as in differentiated
neurons. In addition, the altered expression of certain microRNAs has been implicated in the pathogenesis of
neurodegenerative diseases. Therefore, elucidation of the role of TDP-43 in microRNA biogenesis as a component
of the Drosha complex is indispensable to understanding pathophysiology of ALS. In addition, the identification of
TDP-43-regulated microRNAs associated with motor neuron death is expected to further contribute to the devel-
opment of novel therapeutic strategies for ALS treatment.
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