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研究成果の概要（和文）：RNA 結合タンパク質 TLS は筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因遺伝子と

して報告された。この ALS変異型 TLSには、アルギニン特異的(ARG)メチル化酵素 PRMT5の結合

が消失していた。そこで、変異型 TLSは ARGメチル化消失とそれに伴うタンパク質結合の異常

から、不溶性凝集体を形成して ALSを発症する仮説を立てた。本研究の目的は、この仮説の検

証と変異型 TLS の PRMT5 結合を回復させる RNA リガンド作成である。今回、TLS の ARG メチル

化機構の詳細を明らかにし、RNAリガンド候補を得ることに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：RNA-binding protein TLS has been reported as a causative gene for 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS). At the ALS-mutant TLS lost binding of protein 
arginine N-methyltransferase 5 (PRMT 5). Then, we hypothesize that the mutated TLS should 
cause ALS through formation of the insoluble aggregates induced by abnormality of binding 
of proteins elicited with deletion of arginine-specific methylation. Specific aim of the 
study is to prove the hypothesis and generate an “RNA ligand” to recover the binding 
of PRMT5 to TLS. Then, we have shown novel mechanism of arginine-methylation of TLS and 
attained significant progress in generating the RNA ligand. 
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１．研究開始当初の背景 
学術的背景  

ALS は、運動ニューロンの死滅により、筋
肉の萎縮と筋力低下をきたす神経変性疾患
である。好発年齢は 40～50代で、発症から 3
～5 年で呼吸筋麻痺により死亡する。現在ま
でに根治療法は開発されていない。原因遺伝
子としては、SOD や TDP43 が知られている。
最近、RNA 結合タンパク質 TLS/FUS が原因遺
伝子として同定された。我々は、ncRNAが TLS
に結合するとヒト主要ヒストンアセチル化
酵素 CBP/p300 を阻害して転写を抑制するこ

とを示した(Wang et al.: Nature 454: 126-30, 
2008)。すなわち、RNA分子が TLSにアロステ
リック効果を発揮し RNAリガンドとして機能
する。本研究では RNAリガンド機能を ALS治
療法開発に応用する。 
ALS は運動ニューロン病(MND)であり、RNA

スプライシングに関与する RNA結合タンパク
質 TDP43も原因遺伝子として報告されている。
脊髄性筋萎縮症(SMA)も MNDで、survival of 
motor neuron(SMN)が原因遺伝子として知ら
れている。SMN は、PRMT5 によりメチル化さ
れたタンパク質群と複合体を形成し、スプラ
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イスソーム形成に重要な役割を果たす。MND
にはスプライシング異常が関与し、ARG メチ
ル化が重要な役割を担う。本研究では、ALS
変異型 TLSが PRMT5結合を失い、関連するメ
チル化の消失により、タンパク質結合の異常
を惹起して不溶性凝集体を形成するという
仮説を検証する。さらに、TLS が RNA 結合タ
ンパク質である特性を活かし、RNA リガンド
によるアロステリック効果を活用して、
PRMT5 結合を回復させる分子矯正療法開発に
挑戦する。この成果は、RNA 結合タンパク質
とメチル化酵素が関与し凝集体形成が引き
金となる MNDの発症機構の解明と治療法開発
のモデルとなるものである。 
 
２．研究の目的 

我 々 は 、 非 コ ー ド (nc)RNA が TLS 
(Translocated in liposrcoma)/FUSに結合し
て、TLS 機能を制御する RNA リガンドとして
作用することを示した(Nature:454, 126-30, 
2008)。最近、TLSは筋萎縮性側索硬化症(ALS)
の原因遺伝子として報告された。予備実験で
は、ALS 変異型 TLS には、アルギニン特異的
(ARG)メチル化酵素 PRMT5 の結合が消失して
いた。この結果から、変異型 TLS は、ARG メ
チル化消失とそれに伴うタンパク質結合の
異常から、不溶性凝集体を形成して ALSを発
症する仮説を立てた。本研究の目的は、この
仮説の検証と変異型 TLSの PRMT5結合を回復
させる RNAリガンド作成である。この RNAリ
ガンドは ALS治療法開発に大きな前進をもた
らすと期待される。 
 
３．研究の方法 
TLSメチル化アルギニンに対するモノクロー
ナル抗体の作成 
抗原として用いたメチル化ペプチドは図 1に
示す。  
腸骨リンパ節法を用いてマウスに抗原を注
射して免疫し、通法に従ってモノクローナル
抗体を得た。 

 
GST-TLSを用いたアルギニンメチル化アッセイ 
大腸菌で GST-TLS発現させて、ライセ―トと
して回収する。このライセ―トをグルタチオ
ンアガロースと反応させて、GST-TLSを結合

させる。これに PRMT１および PRMT5と基質の
SAMを 30℃で 30分間反応させる。この実験
から、PRMT5のメチル化には HeLa細胞抽出液
の添加が必要であることが判明した。この結
果をもとに次の方法を考案して、補助因子の
同定を試みた。 
 
GST-TLSアルギニンメチル化トラップ法 
上述の GST-TLSを用いたアルギニンメチル化
アッセイに HeLa細胞から調製した核抽出液
を添加し、4℃で 1時間転倒混和する。その
後、WCE洗浄液で 3回洗浄して SDSサンプル
バッファーで 1分間煮沸してタンパク質を回
収する。 
 
質量分析法 
上述の GST-TLSにアルギニンメチル化特異的
に結合したタンパク質画分を SDS-PAGEで展
開し、銀染色法で検出する。得られたタンパ
ク質バンドを切り出す。このゲル片をトリプ
シン処理して、nanoLC-MS/MS装置を用いて解
析を行った。 
 
pncRNAの調製 
RACE法で決定した pncRNA-Dの 600塩基の配
列を T7プロモーターを持つ pcDNA3に組込む。
このプラスミド DNAを調製する。この DNAを
バクテリオファージの T7RNAポリメラーゼで
転写して、RNAを調製する。 
 
４．研究成果 
我々の質量分析の結果は、ALS 変異型 TLS

にはアルギニン特異的メチル化酵素 PRMT5の
結合が消失していた。この結果から、変異型
TLS はアルギニンメチル化消失とそれに伴う
タンパク質結合の異常から、不溶性凝集体を
形成して ALSを発症する仮説を立てた。本研
究の目的は、この仮説の検証と変異型 TLSの
PRMT5 結合を回復させる RNA リガンド作成で
ある。 

我々は TLSの R216/R218がジメチル化され
ることを報告した(BBRC, 2011)。そこで、こ
れらのジメチル化されたアルギニン残基を
認識するモノクローナル抗体の作成を試み
た。その結果、R216/218のジメチル化を識別
する抗体 F4 を得た。この F4 抗体を用いて、
TLS のメチル化を詳細にしらべると、PRMT5
による TLS の R216/218 のメチル化には補助
因子の結合が必須であった(図 2,3,4)。これ
より、ALS のメチル化異常にこの補助因子の
機能不全が予想された。F4抗体を用いたウエ
スタンブロットから、ALS 変異型 TLS でのメ
チル化の低下が見られた。 
 
 
 

 



 

 

 

 

 
さらに、TLS に特異的に結合する cyclin D1
プ ロ モ ー タ ー 由 来 長 鎖 非 コ ー ド
RNA(pncRNA-D)を同定し(図 5)、この RNAの結
合が ALS型 TLSのメチル化不全を回復させる
か鋭意検討中である。この pncRNA-Dは、ALS
治療に応用可能な核酸医薬の有望なシード
となる可能性がある。以上のように、本研究
は有意な成果を得たと自負している。 
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