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研究成果の概要（和文）：神経変変性疾患の多くでは、神経細胞内にタンパク質凝集物が蓄積する。この凝集物
には、疾患発症を仲介するタンパク質や、逆に進行を食い止めるために働くタンパク質が集積している可能性が
ある。本研究では、ポリグルタミン凝集体とC9orf72遺伝子変異による筋萎縮性側索硬化症で生じるGly‐Alaリ
ピート凝集体に共通して含まれるタンパク質として、MLF2に注目した。このタンパク質は疾患モデルマウス脳で
局在が変化しており、異常タンパク質の影響を受けることが示唆された。MLF2の機能解明の手がかりとして複数
の結合タンパク質を見出した。これらの知見は、今後、複数の神経疾患間の共通病態の理解に繋がると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：GGGGCC hexanucleotide repeat expansion in the C9orf72 gene is a major 
genetic cause of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal dementia (FTD). Repeat 
expansion of C9orf72 leads to the production of dipeptide repeats from the expanded RNA. Here, we 
searched for proteins that co-aggregate with Gly-Ala (GA) dipeptide repeat as well as polyglutamine 
(polyQ) in order to identify common interactors of different types of protein aggregates. We 
screened proteins that colocalized with aggregates of GA repeat and polyQ in Neuro2a cells and found
 Mlf2 as a common interactor. We found the binding proteins of Mlf2, including some cytoskeletal or 
nuclear proteins. In the brain, endogenous Mlf2 was localized in the nucleus and the neurites in 
wild-type mice. However, in a polyQ disease model mice, Mlf2 was observed in the aggregates and its 
distribution in the neurites was weakened. Thus, it is likely that the function of Mlf2 may be 
compromised by the pathogenic repeat proteins.      

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： ポリグルタミン　ALS　FTD　C9orf72　凝集　MLF2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経難病と呼ばれる疾患は数多く存在し、治療法が確立されていないものも多い。そのような疾患の一つ、筋萎
縮性側索硬化症（ALS）は発症後わずか数年で寝たきりになり、治療薬も限られている。C9orf72遺伝子に存在す
るGGGGCCリピート配列の異常伸長はALSで最も頻度の高い変異であり、そこから異常なリピートタンパク質が発
現する。同様の疾患として、CAGリピート配列の伸長によるポリグルタミン病が以前から知られている。本課題
では両疾患群に共通して関わるタンパク質を探索し、複数の神経疾患に関わる重要因子の特定を目指した。その
ような因子の候補としてMLF2を見出し、その性状について明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 ALSと FTDは異なる表現型の疾患であるが、近年、TDP43陽性封入体の存在に代表される
幾つかの関連性が発見されている。その一つが、両疾患共通の原因遺伝子としての C9orf72 遺
伝子 GGGGCCリピート伸長変異である。この変異は異常な伸長 RNAの発現とジペプチドリピ
ート（DPR）タンパク質の発現をもたらす。C9orf72変異による ALS/FTD（C9-ALS/FTD）で
は TDP43、DPR、リピート RNAの封入体がそれぞれ別個に確認される。 

ALS/FTDとポリグルタミン病には奇妙な関係がある。私は以前の所属研究室において神経変
性疾患の凝集体構成タンパク質を主題として研究してきた。興味深いことに、ハンチントン病封
入体の構成タンパク質として同定されたタンパク質が、その後 ALS/FTDの原因遺伝子として見
つかる例を繰り返し経験した。ハンチントン病の細胞内封入体には、UBQLN2、FUS、EWS、
TAF15、p62など、ALS/FTD関連のタンパク質が含まれる。私は、このようなタンパク質が実
際に疾患の進行に寄与するかについて FUSをモデルに検討した。その結果、ハンチントン病変
異タンパク質による FUS との共凝集がモデルマウスの症状を促進する可能性が示唆された
（Kino et al. 2016, Scientific Reports）。即ち、封入体構成タンパク質の少なくとも一部は、実
際に病態修飾因子(modifier)として働き得る。 
多くの神経疾患で見られる細胞内封入体には、①p62、UBQLN2,OPTNなど、細胞内不要成
分のクリアランスに働くタンパク質が選択的に集積する②凝集体の存在により、FUS のプリオ
ン様領域のように元々凝集性の高いタンパク質の共凝集が促される、という要因が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、「神経疾患に見られる凝集体・封入体には、複数の疾患に共通して関わる重要因
子が集積し易い」との仮説を立てた。そして、凝集体・封入体に注目することで、効率的に新規
の重要因子を同定できるのではないかと考えた。上述の C9-ALS/FTDとポリグルタミン病は共
にリピート伸長疾患であり、反復配列構造を持つ RNA・タンパク質に感受性の高い何らかの因
子を病態修飾因子として共有することが期待できる。そこで、本研究課題では、C9-ALS/FTDと
ポリグルタミン病に関連するタンパク質凝集体に共通して存在するタンパク質を特定し、その
役割の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 C9orf72の GGGGCCリピート伸長の結果として、GA、GR、GPジペプチドリピートが生じる。
このうち GAリピートは細胞内で高い凝集性を示し、GAリピートを発現するトランジェニック
マウスでは神経変性が認められる（Zhang et al. 2016 Nature Neuroscience）。そこで、赤色蛍光タ
ンパク質（RFP）を付加した GAリピートを発現するコンストラクトおよびポリグルタミンを発
現するコンストラクトを作製した。緑色蛍光タンパク質（EGFP）と融合したリピート結合候補
タンパク質（Fus などの polyQ 凝集体と結合するものを多く含む約 50 種）とこれらのコンスト
ラクトをマウス神経芽細胞腫 Neuro2a（N2a）に共発現させ、凝集体に共局在するかを調べた。
また、リピートコンストラクトを単独で発現させ、候補タンパク質の抗体で免疫染色することで、
内在性のタンパク質がリピート凝集体と共局在するかを検討した。注目したタンパク質 Mlf2に
関して、欠失コンストラクトを作製し、GAおよび polyQとの結合部位を調べた。また、mCherry
と 3xFlagタグを付加したMlf2の安定発現細胞株と、対照として mCherr-3xFlagのみの安定発現
細胞株を樹立した。これらの破砕液を用いて、抗 Flag タグ抗体により免疫沈降を行い、結合タ
ンパク質を質量分析により同定した。このうち、細胞骨格タンパク質との結合に関して、特異的
抗体を用いた免疫沈降により確認した。また、野生型およびハンチントン病モデルマウスの脳切
片において、Mlf2の免疫染色を行い、組織内分布を確認した。 
 
４．研究成果 
 
 作製した GAリピート（GA52）および polyQ（Q78）を N2aに発現させたところ、細胞質に凝
集体を形成した。これらと各種の EGFP融合タンパク質を共発現させたところ、polyQとの共局
在は見られるものが多く得られたが、GA52 と共局在をするものはわずかであった。このうち、
Mlf2に注目した。MLF2（Myeloid leukemia factor 2）は骨髄性白血病において転座の生じる遺伝
子MLF1の相同遺伝子として同定されたが、機能に関しては不明な点が多い。乳がん幹細胞の自
己複製と肺転移を促進する遺伝子としての報告がある。また、ショウジョウバエにおいては、ポ
リグルタミンの毒性に対する修飾因子として働く。また、内在性 Mlf2とこれらの凝集体との共
局在も確認された。Mlf2は核に強く局在するが、GA52または polyQの細胞質凝集体が存在する
細胞では、核局在が弱まり、凝集体に強く分布した。これらの共凝集は、マウスの初代培養神経
細胞でも確認された。また、Mlf2単独の強制発現では、核内に点状の局在も見られた。Mlf2の
欠失変異体を作製し、GA52および polyQとの結合部位を調べたところ、複数の結合部位がある
ことが示唆された。次に mCherry-3xFlag-Mlf2の安定発現細胞株を作製し、抗 Flag抗体を用いた
免疫沈降で結合タンパク質を共沈降し、質量分析を同定した。複数のタンパク質が同定され、幾



つかの細胞骨格タンパク質や核タンパク質が確認された。そのうち、細胞骨格タンパク質の一つ
に注目し、特異的抗体を用いて、免疫沈降により結合を確認した。Mlf2のノックダウンにより、
このタンパク質の細胞質内での局在の変化が見られた。また、この Mlf2 結合タンパク質は p53
との関係が報告されていたため、Mlf2と p53の関係についても検討した。しかし、p53の発現量
や細胞生存率、DNA損傷におけるMlf2の効果は不明瞭であった。野生型およびハンチントン病
モデルマウスの脳切片において Mlf2の分布を免疫染色で確認した。野生型マウスにおいては神
経突起での Mlf2 の局在が確認されたが、ハンチントン病モデルマウスでは Mlf2 が凝集体に局
在し、神経突起での局在は減弱した。以上より、Mlf2 が凝集体結合タンパク質であること、疾
患モデルマウス脳内で異常局在することが確認されたが、機能解析および疾患での役割には、追
加の実験が必要である。なお、これらの研究の途上で、他のグループからもMLF2が GAリピー
トと共局在することが報告された（Schludi et al. 2017, Acta Neuropathologica）。 
 上記の研究と並行して、GGGGCCリピートの細胞内挙動を可視化し、RNA凝集体の形成およ
びジペプチドリピートの発現の関係を調べるために、蛍光性 RNAアプタマーdBroccoliをリピー
ト配列に付加して培養細胞に発現させた。その結果、dBroccoli による可視化には、8 または 16
個のアプタマーをタンデムに連結が必要であること、細胞種により蛍光性が異なることが明ら
かとなった。さらに、アプタマーの一部は核内に局在しつつ蛍光を発していないという予想外の
結果も示唆された。そのため、リピート配列の可視化において連結した dBroccoli配列を用いる
際には注意が必要であることが判明した。 
 また、本研究の派生的な成果として、ロングリードシークエンスデータから反復配列伸長変異
を同定できるソフトウェア Tandem-genotypes の開発に際し、本研究で作製したリピート含有コ
ンストラクトを検証用に提供することで貢献した（Mitsuhashi et al. 2019, Genome Biology）。 
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