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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、生物学的相分離の制御機構を明らかにすることを目的とした。相分
離抑制シャペロン（相分離制御因子）や相分離破綻ペプチド（相分離破綻因子）を組合せることで、制御と破綻
の関連性について検討を進めた。「相分離制御破綻」という病態モデル［Nanaura et al. Nat Commun 2021］
や、細胞骨格や機械的なストレス応答に関する異常が生じる病態発症機序［Shiota et al. Front Cell Dev 
Biol 2022］を論文として発表した。さらに、相分離制御破綻のさらなる詳細解析やオートファジー関連因子評
価系構築を進め、成果の一部については論文投稿準備中である。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to understand the regulatory mechanism of 
biological phase separation. By using molecular chaperones to control phase separation (phase 
modifiers) and toxic phase disrupting peptides (phase disruptors) as model molecules, we 
investigated relations between regulation and disruption of biological phase separation. We proposed
 “disruption of phase modifiers model” [Nanaura et al. Nat Commun 2021] and cytoskeletons as 
potential molecular targets of phase disruption in pathogenesis [Shiota et al. Front Cell Dev Biol 
2022]. Further, we analyzed detailed mechanisms of “disruption of phase modifiers” and related 
mechanisms in autophagy in pathogenesis [manuscript in preparation]. 

研究分野： 生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題を通じて、相分離の制御機構の理解を深めることができ、ALSなどの相分離破綻が病因と考えられて
いる疾患群の発症機序の解明につながった。研究課題進行中に明らかになった更なる詳細な機序の可能性や、オ
ートファジーなどとの関連性など、今後さらなる研究の推進が期待される。こうした成果は、治療法の無い神経
難病に対する病態理解を深め、将来的な治療薬開発へとつながることが期待される。

※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 

細胞の中には、生体膜（脂質二重膜）で区画化された構造物がいくつも存在する。核、小胞体、
ゴルジ体、ミトコンドリアなどの細胞小器官である。一方、真核細胞の中には、核小体の様に「仕
切り」の無い構造体が多数存在しており、膜の無いオルガネラ（membrane-less organelle）として
近年注目されている。核小体以外にも、RNA 顆粒（ストレス顆粒、P-body、生殖顆粒、神経顆
粒）やカハール体、核スペックル、パラスペックル等が名称の付いている膜の無い構造体がある。
膜の無いオルガネラは、液-液相分離（liquid-liquid phase separation; LLPS）して形成されるのが特
徴である。液-液相分離とは、溶液が互いに交じり合わず 2 相に分離する現象のことを指し、液-

液相分離して形成された球状の集合体のことを液滴（liquid-like droplet）と呼ぶ。細胞の中には、
蛋白質や核酸が高濃度でひしめき合っており、そういった分子夾雑状態で「仕切り」も無しにど
のようにして膜を持たない構造体が形成・維持され、機能が制御されているのか、長年の生物学
の謎であった。また、生体分子による液滴の形成は、古典的な意味での液-液相分離とは区別さ
れ、生物学的な相分離として、近年注目されるようになってきた。 

相分離生物学という捉え方を通じて見つめ直すことで、多くの生命現象の理解が深まるとい
った再発見がここ数年多く報告されている。生命誕生期のコアセルベートそのものが相分離し
た生体高分子であるということ、酵母からヒトにおけるまでプリオンが保存されてきたという
こと、転写・翻訳がゲノム上のあちこちで同時かつ混線せずに進められていくということ、発生
過程や組織再生・ストレス環境下において RNA 顆粒が形成されること、核膜孔や細胞骨格が非
常に動的かつ選択的に構造と機能を実現しているということ、多くの翻訳後修飾が構造を持た
ない天然変性領域に集中していること、等が挙げられる。これら多くが、従来の分子生物学的・
構造生物学的な検討だけでは説明が困難であった。 

結晶構造を取らない天然変性蛋白質は蛋白質全体の 3 割近くを占め、特に遺伝子発現に関わ
る因子においてその機能が以前から認識されてきたが、天然変性蛋白質の機能と構造・動態につ
いては長らく明らかにされてこなかった。生物学的現象を相分離という「状態」から天然変性蛋
白質の役割を見つめ直すことで、様々な生物学的な謎が解き明かされるのではないかという期
待感が高まっていた。 

 

２．研究の目的 

研究代表者はこれまでに、LCドメインが cross-β ポリマー（β シート構造を介して形成された
ポリマー）を形成・相分離することによって機能していること、また筋萎縮性側索硬化症（ALS）
において発現している PR ポリペプチドが cross-β ポリマーに選択的に結合することで LC ドメ
インの相分離を介した生理的機能を阻害していることを明らかにしてきた［Lin, Mori et al. Cell 

2016; Shi, Mori et al. PNAS 2017］。また、LCドメインによる cross-β ポリマーは、病的アミロイド
と形態学的には類似しているが、化学的に安定な病的アミロイドと異なり、翻訳後修飾などによ
る動的調節が生物学的に機能する際に重要である可能性を示唆する結果を得てきた。これらの
生物学的な相分離の研究成果を基盤とし、以下の三つを明らかにすることを目的とした。 

I：蛋白質の相分離がポリマー化やシャペロン等を通じた制御 

II：細胞の生体制御に重要な役割を果たしている中間径フィラメントの相分離の機序 

III：細胞内の品質管理を行っているオートファジーにおける相分離の役割 

 

３．研究の方法 

研究計画 I：ポリマー化とシャペロンによる相分離の制御（2020-2022 年度） 

 細胞の中では、蛋白質を含む多くの分子が非常に濃度の高い夾雑環境に存在している。このよ
うな条件を試験管内で再現し、その条件での分子の挙動を計測し、相分離制御の機序を明らかに
する。具体的には、LC ドメインによる cross-ポリマーの形成を、ヒドロゲル結合法（図 2）や液
滴形成による濁度計測法に加え、等温滴定型熱量測定法（ITC）、高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）、
分析用超遠心法（AUC）、核磁気共鳴法（NMR：固体・溶液）、X 線小角散乱法（SAXS）、中性
子小角散乱法（SANS）等に、適切な同位体ラベル法やインテイン反応、分子動態計算法（MD）
を組合わせて分子動態の解析に取り組んだ。また、相分離抑制シャペロンや相分離破綻ペプチド
を組合わせることで、制御と破綻の関連性についても検討を進めた。 

 

研究計画 II：細胞の形態制御における相分離の役割（2020-2021 年度） 

中間径フィラメントの Head ドメインのみで cross-β ポリマーを形成することが、必ずしも全
長蛋白質が中間径フィラメントを形成している際に、Head ドメイン領域が cross-β ポリマーを形
成しているということにはならない。真に、中間径フィラメントの中で Head ドメインが cross-β

ポリマーを形成しているかどうかを調べるためには、新たに技術を開発する必要があった。そこ
で、研究代表者は、2 種の蛋白質を結合させるインテイン反応の技術を中間径フィラメントに適
応し、Head ドメインのみを部分標識した上で固体 NMR（solid state nuclear magnetic resonance：



 

 

固体核磁気共鳴）法を用いて Head ドメインの構造解明を行った。 

 

研究計画 III：品質管理における相分離の役割（2021-2022 年度） 

 研究代表者は、相分離を破綻させる毒性ポリペプチドが、細胞骨格の機能異常に関与すること
を明らかにしてきた［Lin, Mori et al. Cell 2016; Shi, Mori et al. PNAS 2017］。その際、細胞がアポ
トーシスとは異なった形態異常を示し、オートファジーに関連した因子が変動することが明ら
かになった（未発表）。また、毒性ポリペプチドによるオートファジーの誘導が非常に速いこと
が明らかになり、既知の経路との比較を行うことで、相分離を介したオートファジー制御の機序
を解明に取り組む。 

 

４．研究成果 

研究計画 I では、生物学的相分離の制御機構を明らかにすることを目的として研究開発を進め
た。相分離抑制シャペロン（相分離制御因子）［例：kyaryopherin β2（Kapβ2）］や相分離破綻ペプ
チド（相分離破綻因子）［例：C9orf72 由来の 5 種類のジペプチドリピート（PRn, GRn, GAn, PAn, 

GPn）］を組合せることで、制御と破綻の関連性について検討を進めた。まず C9orf72 の非翻訳領
域リピートの異常伸長から産生される 5 種類の毒性ペプチドが、Kapβ2 の相分離制御能に与え
る影響を解析した。精製タンパク質を用いた濁度評価により、アルギニンを多く含む毒性ペプチ
ドである GRn および PRn が、Kapβ2 の相分離制御能を阻害することが明らかとなった。液滴形
成の評価および、ヒドロゲルを用いた生化学的評価でも、PRn による相分離制御能の阻害効果を
確認した。次に、PRn と Kapβ2 が細胞内で相互作用することを免疫沈降法により確認した。ま
た、等温滴定カロリメトリー（ITC）およびサイズ排除クロマトグラフィー-多角度光散乱法（SEC-

MALS）などの物理化学的解析により、Kapβ2と PRnは 1:1で強固に結合することが示唆された。
さらに核磁気共鳴（NMR）により、Kapβ2 と PRn の相互作用部位を詳細に解析した。まず、安
定同位体で標識した Kapβ2 の NMR スペクトラムを取得した。Kapβ2 は、FUS などの RNA 結合
タンパク質の核移行シグナル（NLS）を認識して、相分離を制御していることがこれまで報告さ
れている。そこで、Kapβ2 に PRn を加えた際のスペクトルと、Kapβ2 の NLS 結合部位に結合す
る M9M ペプチドを加えた際のスペクトルを比較したところ、共通して変化するピークがみられ
た。これにより PRn の標的部位は、Kapβ2 の NLS 結合部位と部分的にオーバーラップすること
が示唆された。Kapβ2 の NLS 結合部位は負に帯電しており、正の電荷を持つ PRn の標的部位と
なっていることが推察された。分子動力学（MD）シミュレーションでも、Kapβ2 と PRn との相
互作用を検討したところ、NMR の結果と合致した。本研究内容を通じて、生化学的、細胞生物
学的実験や、物理化学的解析、構造解析、シミュレーションなどの幅広い手法を統合的に用いて、
毒性ペプチドが相分離制御因子の機能を阻害するメカニズムを分子レベルで明らかにした。さ
らに、アルギニンを多く含む毒性ペプチド（PRn）が Kapβ2 の NLS 結合部位を標的とすること
で相分離を破綻させる、というモデル「相分離制御破綻］を提唱した［Nanaura et al. Nat Commun 

2021］（図）。C9orf72 遺伝子異常を有する ALS/FTD において、アルギニンを多く含む毒性ペプ
チドが、Kapβ2 などの相
分離制御因子の機能を
阻害する詳細な分子メ
カニズムが明らかとな
った。相分離制御因子と
その破綻に着目した本
研究成果から、ALS や
FTD（前頭側頭型認知
症）をはじめとする神経
変性疾患の病態解明、新
たな治療法開発につな
がることが期待される。 

研究計画 II では、細胞
骨格の 1 つである中間径フィラメントの Head ドメインの構造を固体 NMR 法にインテイン法を
組み合わせて解析したところ、Desmin と Neurofilament-light で Head ドメインが cross-β 構造を取
ることで、中間径フィラメントのフィラメント形成を駆動していることが明らかになった［Zhou 

X, et al. Proc Natl Acad Sci U S A 2021］。また、細胞骨格や機械的なストレス応答に関する異常が
生じる病態発症機序についても明らかにした［Shiota et al. Front Cell Dev Biol 2022］。加えて、研
究計画 III では、相分離制御破綻のさらなる詳細解析やオートファジー関連因子評価系構築を進
め、成果の一部については論文投稿準備中である。さらに、研究課題進行中に明らかになった更
なる詳細な機序の可能性や、オートファジーなどとの関連性など、今後さらなる研究の推進が期
待される。これらの成果は、治療法の無い神経難病に対する病態理解を深め、将来的な治療薬開
発へとつながることが期待される。 

図：相分離制御破綻モデル［Nat Commun 2021］ 
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