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研究成果の概要（和文）：核内輸送受容体であるインポーチンβファミリーは輸送基質となる核内タンパク質の
液－液相分離を抑制する機能を持つ。この機能の阻害は、液－液相分離の破綻による異常凝集をもたらし、筋萎
縮性側索硬化症（ALS）などの重篤な神経変性疾患に関わるとされている。本研究では、輸送基質の変異に伴う
制御破綻ならびにインポーチンβを阻害する繰り返しペプチドによる制御破綻の解析を行なった。さらに、液－
液相分離により形成される液滴の新規解析法の開発も行なった。

研究成果の概要（英文）：Nuclear import receptors, karyopherin-βs inhibit liquid-liquid phase 
separation (LLPS) of client proteins. Dysregulation of LLPS leads to an aggregation of the client 
proteins, eventually causing fatal neurodegenerative diseases including amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS). We studied dysregulation by mutations of the client protein or repeat peptide 
inhibitor bound to karyopherin-βs. In addition, we developed a new technique to track forming or 
vanishing droplets by LLPS.

研究分野：相分離生物学

キーワード： 液－液相分離　核内輸送受容体　RNA結合タンパク質　筋萎縮性側索硬化症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
液－液相分離を調節するタンパク質の解析は未だ事例が少なく、新たなシャペロンのカテゴリーとして開拓され
つつある領域であり、そのメカニズムに迫った（学術的意義）。また、液－液相分離相分離の状態は解析が困難
であり、新規な解析法を開発した（学術的意義）。タンパク質の凝集は重篤な疾患とも密接に関わり、疾患関連
変異体や関連遺伝子産物を用いた本研究は、病態の発症メカニズムに迫るものである（社会的意義）。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
RNA 結合タンパク質 FUS は主に核内で機能するタンパク質であり、液−液相分離により液滴化
することで、関連分子を集積させ、DNA 修復、転写、スプライシングなどの場の形成に寄与す
ると考えられている。FUS の核内移行は、核内輸送受容体インポーチン β ファミリーの Kapβ2
が行う。Kapβ2 は FUS を核内へと輸送するのみならず、細胞質での液−液相分離を抑制する液−
液相分離抑制シャペロンとしての機能を持つ。Kapβ2 は FUS の核移行シグナル（NLS）を認識
し核内輸送するが、重篤な神経変性疾患である筋萎縮性側索硬化症（ALS）では、FUS遺伝子の
NLS領域のミスセンス変異が複数報告されている。NLSに変異を有する FUSは細胞質で凝集化
することから、Kapβ2による FUSの核内輸送と液−液相分離の抑制は、細胞維持に極めて重要な
メカニズムであると考えられる。また、ALSでみられる遺伝子異常として、C9orf72遺伝子のイ
ントロン領域の 6塩基の繰り返し配列の増幅がある。この繰り返しが産出するプロリン−アルギ
ニンのリピートペプチドは、液−液相分離の異常をもたらすことが示唆されているが、そのメカ
ニズムは明らかとされていない。 
 
２．研究の目的 
上述の背景から、Kapβ2による FUSの液−液相分離の制御機構を、ALSとの関連の観点から明ら
かにするために以下の（1）と（2）を目的とする研究を行なった。また、解析が困難である液−
液相分離の過渡的状態を明らかとするため（3）の研究を行なった。 
（1）FUSの ALS関連変異体の Kapβ2による制御機構の解明 
（2）PRリピートペプチドによる Kapβ2阻害機構の解明 
（3）圧力を用いた液−液相分離の解析法の開発 
 
３．研究の方法 
（1）FUSの ALS関連変異体の Kapβ2による制御機構の解明 
FUSの ALS関連変異のうち 525番目のプロリンがロイシンに置き換わる FUS(P525L)について、
Kapβ2との複合体の X線結晶構造解析を行なった。FUS(P525L)に加え 495番目のアルギニンが
ストップコドンに変わる FUS(R495X)について、Kapβ2 による液−液相分離抑制能を濁度法によ
り解析した。Kapβ2 と相互作用する FUS の領域を決定するため、各種フラグメント用いたプル
ダウン結合実験および等温滴定型カロリメトリーによる解析を行なった。FUS(R495X)の細胞内
局在解析を行い、アルギニンメチル化による影響を検証した。 
（2）PRリピートペプチドによる Kapβ2阻害機構の解明 
リピート回数が 20 回である PR20が Kapβ2の FUSの液−液相分離抑制に与える影響を濁度法お
よび顕微鏡観察により評価した。リピート回数の異なる PRと Kapβ2とのプルダウン結合実験を
行なった。等温滴定型カロリメトリー、ゲル濾過クロマトグラフィー、分析超遠心による相互作
用解析を行なった。同位体標識した Kapβ2を調製し、PR20との相互作用部位を NMR法により
解析した。さらに分子動力学シミュレーションにより評価した。 
（3）圧力を用いた液−液相分離の速度論的解析法の開発 
耐圧セル中の FUS 溶液に対して定温環境下で圧力を変化させながら濁度を測定し、濁度から液
−液相分離の程度を解析した。様々な温度で同様の実験を行い、温度と圧力を軸とする相図を作
成した。圧力を 1 barから 1.2 kbarに瞬時に変化させ、濁度の時間変化を測定した。続けて、1.2 
kbar から 1 bar に瞬間的に変化させ、濁度の時間変化を測定した。同様の実験を 2.0 kbar と 3.0 
kbarの圧力で行なった。 
 
４．研究成果 
（1）FUSの ALS関連変異体の Kapβ2による制御機構の解明（引用文献①） 
FUS(P525L)と Kapβ2との複合体の X線結晶構造解析の結果を図 1に示した。過去に報告されて
いる野生型FUSとKapβ2との複合体構造と比較するとP525Lの変異に伴い、FUSの主鎖がKapβ2
から離れる方向に移動していた。この移動は、FUS
の分子内相互作用にも影響を与えていることが
明らかとなった。濁度法による解析結果からは、
Kapβ2は NLSを欠失した FUSに対しても相分離
抑制能を持つことが明らかとなった。各フラグメ
ントを用いた相互作用解析から、FUSのアルギニ
ン−グリシン−グリシン（RGG）のリピート領域が
NLS の代わりに Kapβ2 に結合することが明らか
となった。細胞内局在解析では、メチル化抑制剤
によって核局在が回復することを見出した。未メ
チル化状態の RGGリピートが NLSの代わりに機
能し、核内移行が行われることを明らかとした。 

 
図 1. FUS(P525L)-Kapβ2の結晶構造 



 
（2）PRリピートペプチドによる Kapβ2阻害機構の解明（引用文献②） 
FUS はバッファー溶液中では液−液相分離による
液滴を形成し、Kapβ2は FUSの液滴形成を阻害し
た。Kapβ2と PR20の存在下では FUSの液滴が観
察された（図 2A）。濁度法でも同様の結果が得ら
れ、PR20の存在下では FUSの液−液相分離に由来
する濁度の上昇がみられた。したがって、PR20は
Kapβ2 の相分離抑制シャペロンとしての機能を阻
害することが示された。PR20 の他に GR20 も
Kapβ2 の機能を阻害することを明らかとした。続
けて、PR リピートペプチドと Kapβ2 との直接的
な相互作用の解析を行なった。プルダウン結合実
験では、PR18は Kapβ2に結合したが PR8は結合
しなかった。したがって、PRリピートペプチドと
Kapβ2 との相互作用はリピート回数依存的である
ことが明らかとなった。また、FUSの NLSフラグ
メントを用いた競合的結合実験を行なった（図
2B）。PR20の存在下で Kapβ2は FUSの NLSと結
合できなくなったことから、PR20はKapβ2とNLS
との相互作用を阻害することが明らかとなった。
NMR による結合部位解析の結果、NLS と部分的
に競合的に結合することで阻害していることが
示唆された。分子動力学シミュレーションによっても PR20は Kapβ2の NLS結合部位に結合す
ることが示唆された。以上のことから、PR20は Kapβ2との結合により輸送基質との結合を阻害
し、液−液相分離を抑制解消できなくし、残された輸送基質が細胞質で凝集化すると考えられる。 
 
 
（3）圧力を用いた液−液相分離の解析法の開発（引用文献③④） 
野生型 FUSは 15℃付近では液−液相分離状態であるが、
800 barの圧力を加えることで、液−液相分離が解消され
た。さらに圧力を上げると 3 kbarで再び液−液相分離相
分離することが明らかとなった（図 3）。どちらの液−液
相分離も圧力や温度変化により可逆的であった。我々は
常圧での液−液相分離を Low pressure liquid-liquid phase 
separation (LP-LLPS)とし、高圧で形成されるものを high 
pressure LLPS (HP-LLPS)と名づけた。FUSの 5 ヶ所のチ
ロシンをアラニンに変異させたものFUS(Y5A)は分子間
カチオン-π 相互作用の減少により FUS の液−液相分離
能を低下させるものであるが、これを用いた同様の解析
では相図全体の境界が下にシフトしたことから、分子間
カチオン-π相互作用は LP-LLPSとHP-LLPSの両方に寄
与していることが示唆された。圧力ジャンプにより LP-
LLPS と HP-LLPS の形成と消失過程を速度論的に解析
した結果、HP-LLPSは LP-LLPSよりも形成過程で 2 倍
遅く、解消過程で 20 倍遅いことが明らかとなった。 
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図 2. PR20による Kapβ2の阻害 

 
図 3. FUSの温度と圧力による相図 
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