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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（A L S）に見られる細胞質でのタンパク質凝集は、その病態形
成との関わりが未だ不明である。本研究はALSに関連した異常凝集を起こすタンパク質の１つであるFUSを対象に
した。FUS凝集は、凝集体内でのRNA翻訳の異常活性化を促す。本研究では主に、翻訳の異常活性化を引き起こす
因子の探索・機能解析を行った。主たる成果としてFUSへのALS関連変異がVCPタンパク質とFUSの相互作用を減少
させ、VCPの本来の役割であるATP濃度調整を介したFUSの凝集傾向の制御が破綻することを見出した。またVCP過
剰発現が翻訳の異常活性化を緩和することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The cytoplasmic protein aggregation found in amyotrophic lateral sclerosis 
(ALS) is still unclear in its relationship to pathogenesis. This study targeted FUS, one of the 
proteins undergoes ALS-associated cytoplasmic aggregation. Previous studies have shown that FUS 
aggregation promotes abnormal activation of RNA translation within the FUS aggregates. In this 
study, we mainly searched for factors that cause ectopic translation and analyzed their functions 
relating to ectopic translation. The main finding is involvement of VCP in FUS aggregation and 
ectopic translation. In brief, ALS-related mutation to FUS reduce the interaction between VCP 
protein and FUS protein. This reduction of VCP-FUS interaction disrupts the regulation of FUS 
aggregation by VCP. VCP regulates FUS phase separation through consuming ATP around FUS. We also 
found that the ectopic translation was alleviated by VCP overexpression.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ALS　FUS　RNA localization　Translation regulation　VCP　MAP7　LLPS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSは進行性の神経変性疾患の１つであり、最終的に呼吸筋麻痺に至る重篤な症状を示す。現在も多くの研究が
病態解明を目指しているが、根本的な治療法は確立されていない。本研究では、ALS発症メカニズム解明を目的
とし、ALSの病理的特徴であるFUSタンパク質凝集がRNAの翻訳制御異常を引き起こす仕組みに着目した。結果、
VCPタンパク質によるFUS相分離制御機構が存在し、ALS関連変異がこれを阻害することを見出した。VCPの過剰発
現が凝集による異常な翻訳活性化を緩和することを示唆するデータも得た。これらの成果は、細胞内でのFUS相
分離制御機構を新たに提唱するとともに、ALS治療法確立にも一石を投じる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患の一つである筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、その発症要因の多様さも相まって

病態形成メカニズムの包括的な理解が困難であり、根本的な治療法の確立は現在でもなされて
いない。 
これまでに家族性 ALS 患者で Fused in Sarcoma（FUS）や Tar DNA binding protein-43kDa

（TDP-43）といった RNA 結合タンパク質の遺伝子変異が発見され、それぞれが疾患細胞の細
胞質内で異常凝集していることが報告された。そして現在、この細胞内での RNA 結合タンパク
質の凝集は ALS の病理的所見として認知されている。興味深いことに、これらのタンパク質凝
集は、FUS や TDP-43 への直接の遺伝子変異を持たない患者の発症組織でも認められ、検査さ
れたうちの実に 97%の ALS 患者の発病組織で観察されている 1。このことは一部の家族性疾患
だけでなく幅広い神経変性疾患患者に共通した疾患発症機序に、これらのタンパク質凝集が関
与していることを示唆している。 
我々はこれまでに、FUS および TDP-43 凝集体の形成が特定の RNA の細胞内局在を撹乱す

ること、またそれら凝集体では細胞内の翻訳活性部位が変化している（異所的な翻訳活性化）こ
とを見出している 2,3。このことは RNA 局在や局所的翻訳制御機構の変容が神経変性の原因であ
る可能性を示唆しているが、１）細胞内 RNA 局在の異常による当該 RNA の翻訳活性への影響、 
２）FUS 凝集が翻訳活性に影響を与える分子基盤・機構といった点が未解明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は ALS 関連 FUS 凝集体が神経変性を引き起こすメカニズムを、RNA の局在およ

び翻訳制御異常の分子基盤・機構解明を通して明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
1)RNA 局在の異常が翻訳活性へもたらす影響の解析 
  RNA そのものとその翻訳活性を蛍光標識にて観察する SUN-tag 法を用いたライブイメージン
グにより、対象とする局在 RNA がその輸送過程や最終目的地で、異なる翻訳制御を受けるかど
うかを解析した。 
2)FUS 凝集が翻訳活性に影響を与える分子基盤・機構の解明 

FUS 凝集体形成に際して相互作用が変化する因子を、光反応性 Halo タグ基質を利用した新規
実験系を用いて探索した。候補因子について、機能解析および RNA の局在・翻訳制御に関わる
か否かの解析を生化学・細胞生物学的アプローチから行った。 
 
４．研究成果 
1) RNA 局在の異常が当該 RNA の翻訳活性へもたらす影響 
 SUN-tag 法は、目的 RNA のコード領域に SUN-tag と呼ばれる短いペプチドのリピート配列を
導入し、これを GFP 標識したナノボディ(scFv-GFP)が認識することで新規合成ペプチドの即時
蛍光標識を可能にし、ライブイメージングする手法である。今回は、これまでに我々が FUS に
影響を受ける局在 RNA として同定している、Rab13 RNA および Pkp4 RNA を対象とした。Rab13 
RNA および Pkp4 RNA の細胞内局在は３’U TR の情報に規定されるため、Sun-tag 配列に Rab13
または Pkp4 の 3’UTR を結合した RNA をデザインした。RNA の非コード領域に PP7 配列リピ
ートを導入することで、PP7 と PP7 コートプロテイン(PPC)の結合を利用し、mCherry 標識した
PPC（mCherry-PPC）を導入することで RNA を蛍光標識した。同一細胞内で標的 RNA と scFv-
GFP、mCherry-PPC を発現し、共焦点走査型レーザー顕微鏡を用いてライブ観察を行った。
mCherry 蛍光を追跡することで、RNA の局在度合い（細胞突起からの距離）を解析し、その追跡
過程での翻訳活性を GFP 蛍光強度で捉えた。 
 局在度合いと翻訳活性の関係をプロットし、相関解析を行った結果、予想に反し、その間に有
意な差は見られなかった。具体的には、局在過程を通して、一定の翻訳活性を示し続けた。この
ことは、今回対象とした RNA は局在の途上にあるか目的地にあるかで大きな翻訳活性の差がな
い、言い換えれば従来の局在 RNA のセオリーである、「RNA はその局在過程で翻訳が抑制され
ている」ことに反する新しい発見である。 
 しかしながら、本実験の主目的である「局在の異常が翻訳活性へもたらす影響」という点では
一旦、影響なしという答えになり、本研究が掲げる「RNA 局在や局所的翻訳制御機構の変容が
神経変性の原因である」という仮説の修正を余儀なくした。従って、本研究ではその後、研究方
法 2)FUS 凝集が翻訳活性に影響を与える分子基盤・機構の解明に注力し、新たな仮説の土台と
なる実験事実の積み重ねを優先した。 



2)FUS 凝集が翻訳活性に影響を与える分子基盤・機構の解明 
2-1)光反応性 Halo タグ基質を利用した新規実験系による FUS 凝集特異的な相互作用因子探索 
ALS 関連遺伝子変異の有無による、凝集体の形成しやすさを利用し、野生型あるいは A L S 関

連変異型 FUS（P525L）を過剰発現させた細胞群で、FUS との相互作用が変化する分子からそ

の候補因子を探索した。ここで我々は、光刺激により近傍分子と化学架橋を形成する新規の Halo

タグリガンドを使用した 4。Halo タグを融合した野生型・変異型それぞれの FUS タンパク質を

過剰発現し、リガンドを添加・反応させ、その後 UV 照射により化学架橋を行った。LC-MS に

よる分析結果を野生型、変異型 FUS とで比較し、変異の有無で相互作用する因子の候補を得た

（図 1）。この中の 2 因子（Valosin containing protein: VCP と Mictotubule associated protein 

7: MAP7）について、さらに詳細に FUS 凝集や RNA 動態との関わりについて解析を進めた。

いかにそれぞれの成果を記述する。 

図 1. 変異の有無による FUS との相互作用変化の一例。数字はスペクトルカウントを用いた相対

量（参考文献 5より）。 

 

2-2)VCP タンパク質は ATP 消費を介して FUS の形成・離散を制御する 

 VCP は AAA+ ATPase に属する多機能なタンパク質として知られる。質量分析結果から、VCP

は野生型 FUS に比べて変異型 FUS との相互作用が減少していることが示唆された。実際に免

疫沈降や蛍光免疫染色で比較した結果、どちらの結果からも、ALS 関連変異が FUS―VCP 相互

作用を減少させることが確認できた。ALS 関連 FUS 凝集体を形成している細胞で VCP を過

剰発現すると FUS 凝集体に局在する VCP の割合が上昇するため、VCP が持つ FUS 凝集

への役割をレスキュー実験様に解析することができる。この実験系を用いて、fluorescence 

recovery after photobleaching (FRAP)計測にて凝集体を構成する FUS タンパク質のダイ

ナミクスを解析した結果、VCP の凝集体への共局在は FUS のダイナミクスを低下させ、凝

集体を rigid なものにすることが明らかとなった。さらに、継続的な培養と FUS 凝集体の

形態および形成率観察から、VCP 過剰発現の継続が FUS 顆粒の消失を促すことを明らか

になった。これらの結果は、細胞の ATP 枯渇処理でも再現されたこと、またプロテアソー

ム関連機能を消失し、ATPase 機能が向上した変異 VCP（A232E）を用いた実験でも再現

できた。このことから、VCP による FUS 凝集は VCP の代表的な機能であるユビキチン依

存的プロテアソーム経路を介さず、VCP の ATPase としての機能によって実現されている

と考えられる。試験管合成した FUS タンパク質を用いた先行研究で、FUS の相分離には至

適 ATP 濃度が存在することが報告されている。このことを踏まえて、VCP が ATP を消費

することで FUS 周辺の ATP 濃度を至適濃度の範囲内外に調整し FUS 相分離を制御すると

いう新たな FUS そう分離制御モデルを提唱した（図２）。これらの成果は FEBS letters に

投稿、掲載済みである 5。 



 さらに、その後の研究から、VCP 過剰発現が FUS 凝集による翻訳の異所的な活性化を緩

和することも明らかにした。このことは、VCP―FUS 相互作用の FUS 変異による減少が、

翻訳の異所的な活性化に関与することを示唆する。 

図 2. VCP による FUS 相分離制御機構のモデル（参考文献 5より）。 

 

2-3)MAP7 タンパク質は FUS 顆粒形成を阻害する 

 もう１つの候補因子として上がった MAP7 は VCP とは逆に、変異により FUS との相互作用

が増加することが質量分析から示唆された。蛍光免疫染色の結果は FUS 顆粒への MAP7 の局在

が見られたが、共免疫沈降では野生型、変異型 FUS と間に大きな差はなく、相互作用強度の変

化についてはさらなる実験を必要とする。 

 MAP7 が変異 FUS 凝集体に局在することから、MAP7 の隔離による機能阻害が FUS 凝集に関

わると仮定し、MAP7 の過剰発現によるレスキュー様実験を行った。結果として MAP7 の過剰

発現は FUS 顆粒の形成率を有意に減少させた。また MAP7 を機能ドメインごとに分断し、その

責任部位特定を行った結果、N 末端側の微小管結合ドメインが不可欠であることが明らかとな

った。 

 MAP7 の微小管結合は、微小管の安定化を引き起こすと言われている。微小管安定化によって

誘導される微小管の脱チロシン化は FUS 凝集により阻害されることを我々はすでに見出してい

るため 2、MAP7 過剰発現と微小管脱チロシン化の関係を免疫染色により確かめた結果、MAP7

の過剰発現による FUS 凝集の緩和と微小管脱チロシン化度合いの間にある程度の相関があるこ

とが示唆された。脱チロシン化の回復が FUS 顆粒形成を抑制する分子機構を解明するため、脱

チロシン化促進によって細胞内遊離チロシンが一過的に増加すると考え、細胞へのチロシンの

直接インジェクションが FUS 顆粒の形態にどのような影響を与えるかをイメージングにより計

測した。結果として、チロシンのインジェクションは時間経過とともに FUS 顆粒の縮小を促す

ことが示唆された。ただし、これらの脱チロシン化に関わる結果を最終的に結論づけるには、追

加の試行を要する。 
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