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研究成果の概要（和文）：本研究では、ポリグルタミン（PolyQ）病、筋萎縮性側索硬化症（ALS）などの神経変
性疾患における原因蛋白質の液-液相分離（LLPS）の制御破綻による凝集メカニズムの解明を目的として、１）
Thio-PolyQとTDP-43-MBPの試験管内実験系を樹立し、両蛋白質のLLPS・凝集を阻害する化合物Xを同定した。
２）培養細胞において、DCTN1ノックダウンなどの微小管輸送障害によりTDP-43のストレス顆粒からの解離が遅
延し、さらにALSモデルショウジョウバエにおいて、DCTN1など関連分子のノックダウンによりTDP-43凝集体およ
び神経変性が増悪することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the regulatory mechanisms of LLPS leading to 
pathological protein aggregation in neurodegenerative diseases. We identified compound X that can 
inhibit LLPS and aggregation of both Thio-PolyQ and TDP-43-MBP. We also found that disruption of 
microtubule-dependent transport by DCTN1 deficiency delays the disassembly of TDP-43 stress granules
 in cells, and accelerates TDP-43 aggregation and neurodegeneration in ALS Drosophila models.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 脳神経疾患　蛋白質　液－液相分離　非膜性オルガネラ　アミロイド　凝集体　微小管輸送　ショウジ
ョウバエ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、神経変性疾患における蛋白質ミスフォールディング・凝集を誘発する上流因子としてLLPS制御機構
に着目した点が独創的である。本研究により、LLPS・凝集体を阻害する化合物Xを同定し、また微小管輸送障害
によるLLPS制御の破綻から病的蛋白質凝集メカニズムを解明した点で、学術的意義が高い。

※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 
近年、アルツハイマー病（AD）、パーキンソン病（PD）、筋萎縮性側索硬化症（ALS）、前頭

側頭型認知症（FTD）、ポリグルタミン（PolyQ）病など多くの神経変性疾患において、amyloid-
βや tau、α-synuclein、TDP-43、PolyQ など様々な蛋白質のミスフォールディング・凝集によ
り共通に神経変性が引き起こされるという普遍的な発症分子メカニズムが考えられるようにな
った。 
これらの疾患のうち、ALS においては TDP-43 や FUS、hnRNPA1 などの RNA 結合蛋白質

（RBP）が神経細胞内に凝集・蓄積するが、これらの RBP は、生理的にも自己重合して核小体、
ストレス顆粒などのいわゆる非膜性オルガネラ（Membrane-less organelles）に局在することが
知られている。これらの非膜性オルガネラは、RBP などの構成蛋白質が RNA などと共に液-液
相分離（LLPS: Liquid-liquid phase separation）と呼ばれる物理化学的現象により局所濃縮さ
れて液滴（liquid droplet）と呼ばれるゲル様集合体が形成され、これらが基盤となり形成され
る（Banani et al, Nat Rev Mol Cell Biol 2017）。 
以上のことから、申請者らは生理的な蛋白質 LLPS の不均衡が非膜性オルガネラ形成の制御

破綻を引き起こし、不可逆的な蛋白質凝集の引き金になるという仮説を考え、本研究課題の提案
に至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経変性疾患における病的蛋白質凝集の引き金になると考えられる蛋白質の生

理的 LLPS 制御機構について、シス因子/トランス因子の両方の視点から明らかにし、その破綻
による病的蛋白質凝集メカニズムを解明することを目的として、１）疾患蛋白質の液滴形成から
凝集体形成に至る制御機構を解明し、２）疾患蛋白質の細胞内輸送による非膜性オルガネラ形成
制御機構を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 試験管内液滴・凝集体形成実験 
 Thio-PolyQ 蛋白質を大腸菌にて発現させ、Ni 親和性ラカム、イオン交換クロマトグラフィー
にて精製した。TDP-43-MBP 蛋白質については、大腸菌にて発現させ、マルトース親和性ラカム
にて精製した。微分干渉顕微鏡により LLPS による液滴形成を評価し、吸光度計を用いた濁度測
定により凝集体形成を評価した。 
 
 (2) 培養細胞実験 
 HEK293 細胞を 37℃で通常の培養法により培養し、42℃30 分間の熱ストレスを暴露させた。細
胞内のストレス顆粒の形成はストレス顆粒マーカーである G3BP1 の免疫染色により、ユビキチ
ン陽性 TDP-43 凝集体は TDP-43 あるいはユビキチンの免疫染色により評価した。また、ウェスタ
ンブロットなどにより、様々な遺伝子のノックダウン効率を確認した。 
 
 (3) ショウジョウバエ実験 
ショウジョウバエの系統維持、交配はすべて 25℃で行った。TDP-43 を発現する ALS/FTD モデ

ルショウジョウバエにおける複眼変性を実体顕微鏡にて評価した。また、ショウジョウバエ 3齢
幼虫の複眼原基の免疫染色により TDP-43 凝集体を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 (1) 疾患蛋白質の液滴形成から凝集体形成に至る制御機構の解明 
 PolyQ、TDP-43 などの疾患原因蛋白質について、大腸菌から Thio-PolyQ、TDP-43-MBP 蛋白質
を精製し、試験管内における LLPS による液滴形成の実験条件を検討し、実験系を構築した。Thio-
PolyQ 蛋白質については、PolyQ 鎖の伸長変異により LLPS による液滴を形成し、アミロイド様凝
集体を形成することを明らかにした。一方、TDP-43-MBP 蛋白質について、LLPS による液滴形成
後、TEV プロテアーゼによる MBP 切断によりアミロイド様凝集体を形成することを明らかにし
た。 
さらに、Thio-PolyQ の LLPS による液滴形成、およびアミロイド様凝集体形成を阻害する化合

物 X を同定し、さらに化合物 X が TDP-43-MBP の LLPS による液滴形成も阻害することを明らか
にした。 
 
(2) 疾患蛋白質の細胞内輸送による非膜性オルガネラ形成制御機構の解明 
 まず HEK293 細胞において、熱ストレス暴露によりストレス顆粒が形成され、ストレス解除後



速やかにストレス顆粒が解離・消失することを確認した。続いて、この HEK293 細胞実験系を用
いて、微小管重合阻害剤ノコダゾール処理、あるいは Dynein/Dynactin 系や Kinesin 系関連分子
のノックダウンなどによる微小管輸送障害の影響を検討したところ、ストレス顆粒の形成には
明らかな影響は認められなかったが、ストレス解除後の TDP-43 のストレス顆粒からの解離が有
意に遅延することを明らかにした。さらに、プロテアソーム阻害剤 MG-132 処理による遷延時の
TDP-43 のユビキチン陽性細胞質内凝集体の形成が、Dynactin 1 のノックダウンにより有意に促
進されることを明らかにした。 
続いて、TDP-43 を発現する ALS/FTD モデルショウジョウバエを用いた遺伝学的解析を行い、

Dynein/Dynactin 系や Kinesin 系関連分子のノックダウンにより TDP-43 凝集体および神経変性
が増悪することを明らかにした。 
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FUS suppresses RAN translation and neurodegeneration in C9orf72-linked ALS/FTD through modulating the higher-order
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Sustained therapeutic benefits by transient reduction of TDP-43 using ENA-modified antisense oligonucleotides in ALS/FTD
mice.

AJA030-002：Phase II study of a protein aggregation inhibitor for polyglutamine disease.
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Dysfunction of microtubule transport impedes TDP-43 dynamics and accelerates its aggregation in ALS.
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