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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、RNA結合タンパク質TLSが神経細胞において核のみならず樹状突起及びスパ
インに存在し、スパインの形態形成に重要なこと、グルタミン酸シグナル依存的に樹状突起シャフトからスパインに移
行すること、またスパイン形態に関与するmRNAを運搬し、それらの輸送にはアクチンモーターであるmyosin-Vaが関与
することなどを明らかにしてきた。本研究では、TLS変異によってRNAスプライシング異常を受ける標的RNAを網羅的に
同定した。また、そのうちの一つMenaに関して、細胞生物学的、生化学的解析を行うことにより、細胞骨格アクチンと
の関係を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Translocated in liposarcoma/Fused in sarcoma (TLS/FUS) is an RNA-binding protein 
that regulates the splicing pattern of mRNA transcripts and is known to cause a type of familial 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS). In the absence of TLS, Mammalian enabled (Mena), an actin-regulatory 
protein and a target of TLS, undergoes preferential alternative splicing. We showed that the ablation of 
TLS dysregulates the subcellular location and functions of Mena. When TLS knockout mouse embryonic 
fibroblasts (MEFs) were transfected with wild type Mena, it no longer accumulated at focal adhesions and 
peripheral structures, whereas the localization of the alternatively spliced form was maintained. 
Additionally, Mena’s ability to suppress the motility of cells was lost in TLS knockout MEFs. Moreover, 
Mena failed to promote neurite outgrowth in TLS knockout primary neurons. Taken together, TLS is 
intimately involved in the local cytoskeletal dynamics surrounding Mena in both fibroblasts and neurons.

研究分野：脳科学
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは統合失調症の薬理モデルマ
ウスの解析の中でRNA結合タンパク質である
TLS/FUS (Translocated in liposarcoma / 
Fused in sarcoma)を同定し、神経細胞、特
に樹状突起における機能解析を行ってきた。
TLS はアミノ酸 526 残基の DNA/RNA 結合蛋白
質であり、QGSY ドメイン(QGSY)、グリシン領
域(G)、RNA 認識モチーフ(RRM)、二つのアル
ギニン•グリシン領域(RG)に挟まれたZnフィ
ンガー領域(ZF)を持つ。TLS は主に核内に存
在するが、細胞質内とも行き来している。TLS
は mRNA の転写、mRNA のスプライシング、核
外への RNA の輸送などを含め、非常に多彩な
作用を持つことが知られている。 
 研究代表者らは、TLS が神経細胞において
核のみならず樹状突起シャフト及びスパイ
ンに存在し、スパインの形態形成に重要なこ
と、グルタミン酸シグナル依存的に樹状突起
からスパインに移行すること（Fujii et al, 
Curr Biol, 2005）、またスパイン形態に関与
するmRNAを運搬し（Fujii and Takumi, J Cell 
Sci, 2005）、それらの輸送にはアクチンモー
ターである myosin-Va が関与すること
（Yoshimura et al, Curr Biol, 2006）など
を明らかにしてきた。 
 2009 年に TLS/FUS が筋萎縮性側索硬化症
（ALS）の原因遺伝子であることが報告され
た後、世界中でTLSの研究が盛んになったが、
応募者らはそれ以前からTLSの神経系での機
能解析に取り組む世界で唯一の独自グルー
プである。DNA/RNA 結合タンパク質 TDP-43 も
同様にALSの原因遺伝子であることを考える
とRNAプロセシングと神経変性の関係の新し
いパラダイムが考察される。 
 上記の通り、TLS/FUSは ALSの原因遺伝
子の一つであり、その機能として mRNA の
スプライシングを調節することなどが知ら
れているが、ALSの発症メカニズムは明らか
になっていない。 
２．研究の目的 
TLS ノックアウトマウス（KO）脳における
スプライシングの変化を網羅的に探索する
とともに、その変化を受ける標的と TLS 及
び神経変性との関連を解析することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
TLS wild-type (WT)と KO マウス脳及びマウ
ス胎児線維芽細胞 (MEF)における Mena と
Mena insert の発現を定量的 PCR (RT-PCR)と
ウエスタンブロッティング (WB)により解析
した。また、Mena と Mena insert の全長と
Ena/VASP homology 2 (EVH2)ドメインをクロ
ーニングし、MEF にトランスフェクションし
てその局在を検討した。更に、そのトランス
フェクションがMEFの運動能に与える影響に
ついても解析した。次に、局在に関する同様
の検討を初代培養神経細胞を用いて検討し
た。また、神経突起の伸長に与える影響につ

いても解析した。そして、Mena insert にお
いて塩基が挿入されている EVH2 ドメインに
ついて、タンパクを発現精製し、アクチンと
の共沈殿などの実験でその機能を Mena と比
較検討した。最後に、Mena と Mena insert に
対する結合タンパクの違いを調べるため、
EVH2 タンパクとマウス脳の懸濁液から、FLAG
ビーズを使って結合タンパクを回収し、質量
分析と WB を行って Mena insert に優位に結
合するタンパクを同定した。 
 
４．研究成果 
（１）我々は以前に、TLS knockout (KO)マ
ウス脳におけるスプライシングの変化を網
羅的に同定した。 
 
（２）TLS KO マウス脳あるいは TLS KO 
MEFでは、TLS WTと比較して RT-PCRで
Mena insertの発現が有意に増加していた。
また、タンパクレベルでも TLS KO MEFで
はMena insertの発現が増加していた。 
 
（３）MenaとMena insertの細胞内局在に
関して、TLS WT MEFと比較して TLS KO
では、Menaの filopodiaなどへの集積が目立
たなくなるのに対して、Mena insertの集積
は TLS KOでもWTと変わらず同等だった。
EVH2 ドメインのみのトランスフェクショ
ン実験では、TLS WT, KO に因らず、
Mena(EVH2)よりもMena (EVH2) insertで
filopodia などへの集積が目立つ結果を示し
た。これらの結果から、Mena の正常な細胞
内局在には TLS が必要であること、及び
EVH2 ドメインへの spliced insertion が
filopodia などへの集積を促進していること
が示唆された。 
 
（４）MEF の運動能を解析した実験では、
TLS WT ではコントロールに比べて Mena, 
Mena insertいずれのトランスフェクション
でも運動能を低下させる作用が認められた
が、TLS KOではMenaは運動能に影響を与
えず、Mena insertのみが運動能を低下させ
た。この結果から、細胞内局在だけでなく、
Menaの細胞運動抑制作用にもTLSが必要で
あることが示唆された。 
 
（５）神経細胞における細胞内局在に関して、
TLSの有無に関わらず、MenaよりもMena 
insertで突起先端部への集積が目立つ結果を
示した。また、神経突起の伸長に関しては、
MenaはTLS WTにおいて突起伸長を促進さ
せる傾向が見られたが、TLS KOでは有意な
差は認めなかった。この結果からMenaの神
経突起伸長作用にも TLS が関与している可
能性が示唆された。 
 
（６）EVH2ドメインタンパクの機能解析で
は Mena, Mena insert 両者に有意な差を認
めなかったが、質量分析と WB の解析から、



Protein-L-isoaspartate (D-aspartate) 
O-methyltransferase (PCMT1)がMenaより
もMena insertと優位に結合している結果が
得られた。 
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