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研究成果の概要（和文）：神経細胞内のタンパク質凝集体は，筋萎縮性側索硬化症 (ALS) など神経変性疾患に
おいて高頻度に観察される．また種々の研究によりタンパク質凝集体は神経細胞死の原因になると考えられてい
る．本研究では，ALSの原因である凝集性タンパク質とRNAが直接相互作用することを，単一分子感度を持つ相互
作用解析技術である蛍光相互相関分光法 (FCCS)を用いて示した．さらに，そのRNAの細胞内発現により，凝集体
形成が抑制されることを実証した．

研究成果の概要（英文）：Protein aggregates are frequently observed in neurons from neurodegenerative
 diseases such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS). In addition, various studies have suggested 
that protein aggregates may be responsible for neuronal cell death. In this study, we showed that an
 aggregate-prone protein, which is the cause of ALS, directly interacts with RNA using fluorescence 
cross-correlation spectroscopy (FCCS), an interaction analysis technique with single-molecule 
sensitivity. Furthermore, we demonstrated that the intracellular expression of the RNA prevents 
aggregate formation.

研究分野： 細胞生物学・生物物理学

キーワード： タンパク質恒常性　タンパク質凝集体　神経変性疾患　筋萎縮性側索硬化症　RNA　分子シャペロン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでタンパク質の凝集形成を抑制する細胞内在性因子として，分子シャペロンが知られていた．分子シャペ
ロンはタンパク質の一群である．本研究は，RNAがタンパク質凝集を直接抑制する効果を新規に実証したもので
ある．また，このようなRNAは将来的にALSなどの治療医薬品として開発対象になりうる．本研究はその応用につ
ながる道筋を拓いたものである．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
１－１．背景１―タンパク質のミスフォールディングと神経変性疾患― 
 
ポリペプチドが正しく折りたたまれないことにより生じたミスフォールドタンパク質は凝集体の種となり，

この凝集体が蓄積すると細胞の生存にとってさまざまな悪影響を与えると考えられている．具体的には，
神経変性疾患患者の脳内ではこのような凝集体が高頻度で観察されることから，凝集体形成が神経変
性の原因であるという仮説が提唱されている [Morimoto R.I., Gene Dev., (2008); Johnston J.A. et al., 
PNAS (2000)]．一方で，このようにミスフォールドした不良タンパク質を巻き戻したり分解へと効率よく導
けるよう介助するタンパク質群は「分子シャペロン」と呼ばれる．実際，申請者からのものを含む数多の
研究成果は，分子シャペロンの機能が凝集体の形成を抑え，神経細胞の生存保護的に働くことを報告
している [Chiti F. et al., Anne. Rev. Biochem. (2017); Kitamura A. et al., Int. J. Mol. Sci. (2015); Hipp 
M.S. et al., Trends Cell Biol. (2014); Kitamura A. et al., Nat. Cell Biol. (2006)]． 
 
１－２．背景２―ALS関連タンパク質 TDP-43 の凝集機構における RNAの関与― 
 
神経変性疾患の一つである筋萎縮性側索硬化症 (ALS)では関連遺伝子産物の凝集形成が病理診

断に使われると共に，その関連遺伝子として RNA 結合タンパク質 (RNP)の存在が知られている [Gao 
F.B. et al., EMBO J. (2017)]．このような ALS に関連した RNP では下記のような特徴が知られている． 

 
(i) RNA 代謝に関与する RNP をコードする２種類の遺伝
子 (TDP-43 と FUS)が存在する． 
(ii) ALS 病態における RNA スプライシング異常や各種の
RNP を含む細胞内顆粒の形成． 
(iii) 神経細胞死を引き起こすタンパク質凝集体を形成し
やすくなる遺伝子変異． 
 
従って，申請者はRNA代謝異常とタンパク質凝集形成

という二つの観点から統一的に ALS 病態を説明できるこ
とが，ALS の病因解明において重要と考える．  
 
 上述のような状況の中で申請者は，科研費・若手研究 
(B)と基盤研究(C)，日本 ALS 協会研究助成金（2016 年
度）などの研究費支援を得て，タンパク質の凝集体が有
する神経細胞毒性の観点で研究を行ってきた．その過程
において，本基盤研究の開始前までに，下記のような研究
成果を得た  [Kitamura A. et al., Genes Cells (2017); 
Kitamura A. et al., Sci. Rep. (2016)]． 
 
1. TDP-43 のカルボキシル末端側断片 (TDP43CTF) は凝集性が高い． 
2. TDP43CTF の凝集形成は，RNA の分解により引き起こされる． 
3. RNase 添加による RNA の分解に伴い生じた TDP43CTF の凝集は，全長の TDP-43 を巻き込む

（図１Ｂ）． 
4. TDP43CTF は，TDP-43 のコンセンサス認識配列である UG リピート RNA には結合しない． 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では，TDP25 など TDP-43 カルボキシル末端断片 (TDP43CTF) の RNA による凝集抑

制効果と神経細胞死抑制効果を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
 
培養細胞の維持と遺伝子導入方法 

マウス神経芽細胞種 Neuro2a は米国細胞株バンク ATCC から入手した．細胞の維持には，ダルベッ
コ改変イーグル培地 (D5796, Sigma-Aldrich) に，10%, Fetal bovine serum (FBS)，ペニシリン・ストレプ
トマイシン (Wako)を添加したものを用いた．プラスミド DNA の導入実験には，導入 16 時間前に 3.5 cm
ディッシュへ 1.5×10^5 個の Neuro2a 細胞を播種し，1 ディッシュあたりプラスミド DNA が 1.0 ug となるよ
う調整し，2.5 uL Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) と混合したのち，培地に添加した．その
添加後 24 時間培養した時点からプラスミド導入細胞を各種解析に用いた． 

図１ TDP43 の凝集モデルと RNA

による抑制効果 



 
ビーズローディング法による蛍光標識合成 RNAの細胞内導入検討 
 蛍光標識 RNA は，ジーンデザイン社に合成を依頼した．合成 RNA を DEPC 処理水に 20 uM となる
よう溶解し，培地を抜いた Neuro2a 細胞（ガラスボトムディッシュ上）に添加した．酸処理ガラスビーズ 
(Sigmal-Aldrich) を細胞を被覆するように添加し，ディッシュを 10 回，クリーンベンチの上でタップ処理
した．そののち，HBSS(+) (Sigma-Aldrich) で洗浄し，ガラスビーズを除去したのち，Opti-MEM I 培地 
(Thermo Fisher Scientific) を加えて顕微鏡観察を行った． 
 
FRAP 
 測定には，Carl Zeiss 社製 LSM 510 META + ConfoCor3 を用いた．微弱な蛍光画像を取得するため，
ConfoCor3 に内蔵された単一光子計測用検出器であるアバランシェフォトダイオード (APD) を用いて
イメージングを行った．633 nm レーザー光で細胞内の一領域に存在する蛍光標識 RNA を褪色させた
後，タイムラプス撮影した後，ZEN (Carl Zeiss)ソフトウェア上で蛍光強度の変化を計測し，MS-Excel に
て相対的蛍光強度 (RFI)を計算した．最大回復率は，Origin Pro (Origin Lab.)にて一成分指数関数モ
デルを用いた非線形カーブフィッティングにより求めた． 
 
蛍光相互相関分光法 (FCCS) 
 測定には，Carl Zeiss 社製 LSM 510 META + ConfoCor3 を用いた．対物レンズは C-Apochromat 
40x/1.2NA W UV-VIS-IR を用いた．GFP と Alexa Fluor 647 はそれぞれ 488 nm, 633 nm レーザー光で
励起した． 
 
哺乳類細胞破砕液からのタンパク質精製 
 破砕バッファー（50 mM Hepes-KOH (pH7.5), 150 mM NaCl, 1.0% NP-40, protease inhibitor cocktail）
で溶解した Neuro2a 細胞抽出液を 20,400 g で 5 分遠心し得た可溶性画分に対し，10 mM imidazole 含
有破砕バッファーで平衡化した Ni-NTA agarose beads (Wako)を加えて，30 分，4℃で回転混和した．遠
心法により beads を沈殿させ，10 mM imidazole 含有破砕バッファーで三回洗浄した．タンパク質の溶出
には，250 mM imidazole 含有破砕バッファーを用いた．溶出されたタンパク質溶液は，Strep-Spin 
Protein Miniprep kit (ZYMO Research)で再度精製し，50 mM ビオチンを含む溶出バッファーで溶出さ
せ，タンパク質溶液を得た． 
 
質量分析 
 上記精製法にて得た精製タンパク質を SDS-PAGE にて展開し，GFP-TDP43, GFP-TDP25 以外のバ
ンドを確認したのち，それらのバンドをゲルから切り出し，質量分析とペプチドマスフィンガープリンティ
ング法によるタンパク質同定をコスモバイオ社の受託解析部門に外注した． 
 
凝集形成解析 
 GFP 融合タンパク質の生細胞内凝集形成は，Carl Zeiss 社製 LSM 510 META で撮影し，その割合を
カウントした． 
 
４．研究成果 
 
ビーズローディング法による蛍光標識合成 RNAの細胞内導入検討と FRAPによる動態解析 
 
生細胞内に RNA を導入するために，リポフェクション試薬である Lipofectamine RNAi MAX を当初

検討したが，細胞内から蛍光発光は見られたものの，そのほとんどが foci を形成し，細胞質基質の蛍光
強度はほぼ検出されなかった．これはライソソームなどの小胞に蛍光標識 RNA が取り込まれている，あ

るいはエンドソーム小胞などから細胞質への移
行が済んでいないためと考えた．そこで，物理
的な低分子導入手法であるビーズローディング
法を用いることにした．ビーズローディング法は，
ガラスビーズを接着細胞の表面に転がすことに
より細胞膜にわずかな傷をつけ，その隙間から

低分子を細胞内に取り込ませる方法である．この方
法を用いたところ，細胞質基質および核から蛍光発光が観察された．したがって，蛍光標識 RNA が効

図２ 生細胞内に導入した蛍光標識 RNA

の FRAP測定結果 

縦軸は褪色前に対する相対的蛍光強度，

横軸は褪色後の経過時間である．94.6%の

回復率を示した． 



率的に細胞内に取り込まれることがわかった． 
細胞内に取り込まれた RNA の状態を確認するために，FRAP を行ったところ，この RNA は 94.6%が

動的に存在していることが分かった．すなわち，細胞質・核を移動できる状態にあると考えられる．今後
は，このようにして取り込ませた RNA が凝集抑制効果を持つのか検討する必要があるが，取り込まれる
濃度に上限があることから，この検討を進めている．本検討結果は，外来性 RNA による凝集抑制効果
を直接証明するための極めて重要な検討であると考える． 
 
RNA-TDP43CTF 間相互作用の解析（細胞抽出液中） 
 

TDP43CTF と RNA の相互作用は，蛍光相互相関分光法 
(FCCS) 用いて解析した．GFP 融合型で発現させた TDP43
またはTDP43CTFを発現するNeuro2a細胞の破砕液を用意
した．ここへ蛍光標識 RNA を混合し，FCCS 解析を行った．
その結果，負の対照である GFP 単量体と RNA は相互作用
しなかったが，TDP43CTF は配列依存的に RNA (RNA1-3) 
と相互作用した（図３）． 
 
RNA-TDP43CTF 間相互作用の解析（精製タンパク質） 
 
 上述で用いたタンパク質を Ni-NTA および Strep タグによる
タンデムアフィニティー精製した後，同様に FCCS 解析を行
ったところ，細胞抽出液中と同様の相互作用結果が得られた．
ただし，精製タンパク質を SDS-PAGE 後銀染色すると，複数の
結合タンパク質と考えられるタンパク質が得られたことから，こ
れらの結合タンパク質が RNA 結合タンパク質であるかどうかを
確かめることにした． 
 SDS-PAGE 銀染色後，切り出したバンドを質量分析・ペプチ
ドマスフィンガープリンティング法によりマッピングしたところ，
RNA 結合タンパク質は含まれていなかった．そのことから，
TDP43CTF と RNA 間相互作用は，他の RNA 結合タンパク質
を介さず直接的なものであると結論付けた． 
 
RNA発現による TDP43CTF 凝集形成の抑制効果 
 

RNA 発現プラスミドと，TDP43CTF 発現プラスミドを共導入し，凝集体形成率を定量したところ，RNA
発現により凝集体形成率は低下した．さらに，様々な種類の RNA 配列により，凝集抑制効果が異なる
ことが分かった．このことは，RNA によるタンパク質凝集抑制効果を実証する重要な証拠であると考えら
れる． 
 
まとめ 
 
 以上の成果より，TDP43CTFと実際に直接相互作用するRNA を同定・実証することができた．さらに，
これらの RNA が細胞内で実際に凝集抑制効果を持つという実証データを得ることができた． 
 

図 ３  細 胞 破 砕 液 中 で の

TDP43CTF と RNA の相互作

用解析結果 

縦軸RCAは相互作用強度を示

す．バーは平均±SEM (n = 5). 

Student’s t-test: *p < 0.05. 
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