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研究成果の概要（和文）：C9ORF72ジペプチドやTDP-43などのALS関連蛋白は相分離異常を起こすことでALS発症
に寄与すると考えられるが、その分子機構は不明な点が多かった。本研究ではC9ORF72由来poly(PR)がなぜ毒性
を発揮するのかを様々な構造変異体、オミクス解析、in silico解析を組み合わせて解析した結果、Argの間にス
ペーサーとなるアミノ酸が挿入されることで結合エネルギー的には不利であるものの、多価結合を促進し、相分
離を促進することで毒性を発揮することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：ALS-related proteins such as C9ORF72 dipeptide repeat proteins and TDP-43 
are thought to contribute to ALS pathogenesis by disturbing phase separation homeostasis, but their 
molecular mechanisms have remained unclear. In this study, we analyzed why C9ORF72-derived poly(PR) 
is toxic by combining various structural variants, multi-omics analyses, and in silico analysis, and
 found that although the insertion of Pro between Arg is disadvantageous in terms of binding energy,
 it promotes multivalent binding and enhanced phase separation, resulting in toxicity.

研究分野：神経内科学、細胞生物学

キーワード： 液液相分離　筋萎縮性側索硬化症　C9ORF72　TDP-43

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、C9ORF72由来ジペプチドの機能構造連関が初めて明らかとなった。本研究を応用すること
で、C9ORF72-poly(PR)の毒性機構を理解し、さらに相分離異常を標的とした新規治療法の開発にもつながる可能
性がある。また、本研究は非膜性オルガネラの形成機構など広く科学分野へ寄与する可能性がある。研究生はは
論文の出版や学会発表を通じて学術界で知見を共有し、さらに一般社会へ還元される。

※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 
 
真核生物は細胞内の特定の部位において生体高分子のやわらかな凝集を作り、生命活動を効率
よく進める。この凝集の形成過程に液液相分離(LLPS)と呼ばれる現象が関与することが明らか
となってきた。LLPSは広汎な生命現象への関与が示されているが、LLPSを制御する因子につ
いては不明な点が極めて多い。例えば、LLPSの液滴の内部環境の密度や流動性がどのように生
命現象に関与するかは不明である。我々はC9orf72ジペプチドをLLPS分子モデルとして捉え、
これを元に様々なペプチドを作成し、RNAや結合蛋白質との LLPSを網羅的に観察し蛋白翻訳
への影響を観察しているが、予想に反して結合力強≠強毒性であり、むしろ結合力弱＝強毒性で
あることを実験的に確認している。また電荷の位置によっても LLPS の状態が変化することな
ど、その制御には複雑な機構が存在すると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は(1)ALS 原因蛋白質の LLPS 液滴の生化学的な理解 (2) ALS 原因蛋白質の
LLPSを制御する因子の原子・分子レベルでの解明 (3)LLPS異常による ALS発症機序の解明 
の 3点である。これらはそれぞれが補完関係にあり、LLPSの制御（形成、維持、解消または固
相への転移など）と異常の機構を解明する。 
 
３. 研究の方法 
(1) ALS原因蛋白質の LLPS液滴の生化学的な理解 
① in vitro における LLPS と蛋白翻訳および RNA 代謝との詳細な解析 
C9orf72 ジペプチドは蛋白翻訳および RNA 代謝を障害し、FUS および TDP-43 は RNA スプライシ
ングやストレス顆粒形成の障害が示されている。我々は in vitro においてこれらの疾患原因蛋
白の野生型および変異型のリコンビナント蛋白を作成し、LLPS の内部環境とこれらの機能異常
の相関について検討を進める。評価系としては無細胞翻訳系および細胞を用いた翻訳系を用い
た。 
② プロキシミティラベリング法を用いた ALS 関連 LLPS に含まれる因子の網羅的解析 
LLPS は非常に柔らかな高分子の一過性集合体であるため、従来の ALS 原因蛋白のプロテオミク
ス解析では真の複合体解析は困難である。そこで一過性の弱い相互作用を網羅的に同定する手
法として近年開発されたプロキシミティラベリング法を導入し、解析を実現した。 
③ 蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)による ALS-LLPS モニタリング法の開発 
②で同定された LLPS に関連する分子が実際に LLPS に取り込まれているかを検討する。ただし
これらの分子との結合は直接的もしくは恒常的はなく、間接的かつ一過性である可能性がある
ため、新規に開発された LLPS 内分子をラベルできる FRET プローブを改変した CRONOS センサー
を開発して LLPS 液滴内混雑を観察した。 
 
(2) ALS 原因蛋白質の LLPS を制御する因子の原子・分子レベルでの解明 
① Gromacs を用いた分子動力学計算 
C9orf72 ジペプチドを用いた LLPS を一つの疾患モデルとして研究を進めているが、このジペプ
チドは Pro-Arg の繰り返し、または Gly-Arg の繰り返しという非常に単純な構造を持つため、分
子動力学的計算でどの原子とどの原子が引き合うかを計算することが可能である。高い計算力
が必要となるため、東京工業大学が所有するスーパーコンピューターTSUBAME を使用した。 
② ALS 原因蛋白と RNA または LLPS 関連蛋白との結合の解明 
LLPS を形成するためには分子同士が何らかの力で引き合う必要がある。これは一般的な生化学
的手法で区別することは困難であるが、ラマン分光法を用いることにより、静電力による結合や
カチオンパイ相互作用といった結合を区別することに挑んだ。現在データを解析し、論文を投稿
準備中である。 
 
(3) LLPS 異常による ALS 発症機序の解明 
C9orf72 ジペプチドによる毒性機構を解明するために、定量的プロテオーム解析を行った。また、
同定された蛋白の情報のデータマイニングを Python を用いて行った。さらに、小化合物により
液液相分離を制御する技術を開発し、人工的に TDP-43 の相分離を誘導する技法を開発した。 
 
４．研究成果 
我々は C9ORF72 由来ジペプチドがなぜ毒性を持つのかについて様々な構造変異体、オミクス解
析、in silico 解析を組み合わせて解析した結果、Arg の間にスペーサーとなるアミノ酸が挿入
されることで結合エネルギー的には不利であるものの、多価結合を促進し、相分離を促進するこ
とで毒性を発揮することを見出し、報告した(Chen et al., J Cell Biol. 2021)。データマイ
ニングによる結合蛋白の解析により、poly(PR)の配列は特に酸性蛋白との結合および相分離を
促すことを同定した。本研究はなぜ C9orf72 ジペプチドが毒性を持つのかを解明し、C9orf72 ジ



ペプチドの機能構造連関を世界で初めて報告したものである。現在さらにスペーサーの役割に
ついて研究を進めている。また、C9ORF72 由来ジペプチドの相分離液滴の固体液体界面での振る
舞いについて、分子間相互作用の多価性が液滴の動きに与える影響について報告した(Chen et 
al., Langmuir 2021; Chen et al., ACS Omega, 2022)。 
研究を進める過程で細胞内非膜性オルガネラ内部の環境測定の必要が出たため、新規マクロ分
子クラウディングセンサーCRONOS を開発し、様々なストレス環境下で細胞内非膜性オルガネラ
の内部の混雑度が変化すること、非膜性オルガネラ内部の混雑度がオルガネラの種類によって
異なることなどを報告した(Miyagi et al., BBRC 2021)。本クラウディングセンサーは in vitro
での相分離液滴内部の環境測定にも有用である。 
また、C9orf72 由来ジペプチドと同じように交互にアルギニンを持つジペプチドの細胞内局在
を決定する中で、酸性アミノ酸と塩基性アミノ酸が交互に存在する配列は核スペックルに集積
すること、さらに正電荷と負電荷を分離させると核スペックルから核小体へと局在が変化した
ことから、核スペックルへの局在には正電荷と負電荷が交互に出現する zwitterion 構造が重要
であることを明らかにした(Miyagi et al., Int J Mol Sci. 2022)。正電荷と負電荷が集積す
ると相分離しやすくなったことから、zwitterion 構造はむしろ核小体内 ribosomal RNA による
引力から抜け出すのに必要と思われるが、その機序の解明については今後の課題である。 
また、LLPS 異常による ALS 発症機構の解明のために、小分子 AP20187 による TDP-43 相分離誘
導技術を開発し、細胞内で強制的に TDP-43 の相分離を誘導すると、細胞質内へ移行して相転移
し、FUS や TIA1 など ALS 組織で見られる凝集体構成蛋白と共に凝集体を形成することを明らか
にした(Yamanaka et al., Lab. Invest. 2021; Kanekura et al., Neur. Reg. Res. 2022)。 
これらの研究計画を遂行したことで、C9orf72 ジペプチドや TDP-43 などの ALS 原因蛋白がどの
ようにして相分離し、さらに相分離の破綻へ繋がっていくのかを明らかにすることに貢献でき
たと考えている(Kanekura et al., Lab. Invest. 2022)。 
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