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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症の原因因子FUSによる疾患発症分子機構を明らかにすることを目
的として、家族性変異の1つであるR495Xによる凝集体形成分子機構の解明を行った。FUS分子内の5つの機能領域
をそれぞれ欠失したR495X体を用いて神経細胞における凝集体形成を検証したところ、Gly-rich、RGG1及びRGG2
いずれもが凝集体形成に必要であり、且つ、これら3つの領域のメチル化量の増加依存的に凝集体量が増加する
ことを見出した。これらのことから、FUSによる凝集体形成に上記領域のメチル化が関与することを明らかとし
た。

研究成果の概要（英文）：FUS is one of causative factors of Amyotrophic lateral sclerosis (ALS). To 
gain insight into the molecular mechanism underlying its ability to form aggregates in neuron, an 
ALS associated FUS mutant, R495X, was employed and subject for analyses in this study. Focusing on 
five intramolecular protein domains in FUS, R495X deleted each domain with EGFP tag was prepared and
 expressed in mouse ES cell derived neurons. EGFP-R495X formed intracellular aggregates as expected,
 while deletion of any of Gly-rich, RGG1 or RGG2 showed no aggregates in neurons. Furthermore, 
facilitation of arginine methylation on EGFP-R495X significantly increased the number of cells with 
intracellular aggregates, while reduction of methylation significantly decreased them. These results
 indicate that methylation in the domains regulates the aggregate formation ability of FUS in 
neuron.

研究分野：神経科学

キーワード： ALS　FUS　R495X　メチル化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
筋萎縮性側索硬化症の原因タンパク質の一部は、患者の神経細胞で異常な凝集体を形成することから、凝集体の
形成機構が疾患発症と深く関わると考えられたが、その機構の詳細は不明であった。本研究では、原因因子の一
つFUSにおいて、分子内のメチル化が凝集に必要であることを見出した。このことはFUSが原因となる神経疾患に
おいてメチル化の阻害が治療標的となりうることを示唆する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 筋萎縮性側索硬化症(Amyotrophic lateral sclerosis, ALS) は、運動神経が選択的に障害を

受ける重篤な疾患であり、急速に進行することが知られる。発症分子機構は未解明であり、根治

的治療法は存在しない。発症危険因子の一つが高齢化であることから、高齢化社会において患者

数の増大が懸念されている。 

 家族性 ALS 患者の遺伝子連鎖解析から明らかとされた、原因因子の一つ FUS 遺伝子は 526 ア

ミノ酸からなる核内 RNA 結合タンパク質 FUS をコードする。FUS が原因となる家族性 ALS 患者及

び一部の孤発性 ALS 患者の病理学的所見として、障害を受けた神経細胞内に FUS の凝集体を認

める(Huang, Brain Pathol 2010 20:1069)。これらから、FUS の凝集体形成が疾患発症に寄与す

ると考えられている。実際に、ALS 原因変異を持つ多くの FUS 変異体は細胞質において凝集体を

形成し易いことが明らかとなっている(Bäumer, Neurology 2010 75:611; Verbeeck, Mol 

Neurodegener 2012 7:53)。特に、495 番目のアルギニンが終止コドンに変異した R495X 変異体

は細胞質において強い凝集塊を形成し易く(Bosco, Hum Mol Genet 2010 19:4160)、同変異を持

つ患者は急速な疾患進行を示すことが知られている(Waibel, Neurology 2010 75:815)。近年、

FUS が in vitro で liquid droplet と呼ばれる凝集体を形成する性質を持つことが明らかとな

り、ALS 発症と深く関わると考えられている(Murakami, Neuron 2015 88:678; Patel, Cell 2015 

162:1066)。しかしながら、細胞内での FUS 凝集体形成機構、並びに神経細胞死誘引分子機構は

明らかではなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、FUSR495X による細胞内凝集体形成に関わる分子機構の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)R495X の凝集に関わる分子内領域の同定 

 FUS 分子内に存在する 5つの機能領域をそれぞれ欠損した R495X 変異体を発現させるため、そ

れぞれの欠損体をコードするレンチウイルス用プラスミドを作成した後、HEK293 細胞に形質導

入し、レンチウイルスを含んだ培養上清を遠心により濃縮することで、同変異体発現用ウイルス

溶液を調整した。マウス ES 細胞を常法により神経細胞に分化させた後、上記ウイルス溶液を感

染させた。上記のウイルスはドキシサイクリン(DOX)誘導型の発現様式であったことから、ウイ

ルス感染後に 1 µg/mL DOX を 4 日間作用させ、目的分子を神経細胞内に発現させた。発現タン

パク質は EGFP との融合タンパク質であることから、蛍光顕微鏡下で発現タンパク質の動態を解

析した。 

(2)R495X のメチル化と凝集能の相関解明 

 R495X 及びその欠損変異体を上記のように発現させた神経細胞を用いて、メチル基転移酵素阻

害剤である Adenosine dialdehyde(AdOx)を終濃度 100 nM で作用させ、メチル化を阻害した場合

の凝集体形成を後述の通り検証した。また、タンパク質アルギニン N-メチルトランスフェラー

ゼ 1(PRMT1)及び PRMT8 をクローニングした後、発現用レンチウイルス溶液を上記のように作成

し、細胞に感染させることで同タンパク質を R495X と共に発現させ、メチル化を促進した場合の

凝集体形成を検証した。 

(2)-①メチル化の生化学的解析 

 上記細胞を回収し、溶解後 SDS-PAGE により分離し、ウエスタンブロット法により生化学的解

析を行った。メチル化されたタンパク質は ASYM24 抗体（メルクミリポア）を用いて検出した。 

(2)-②凝集体形成の細胞生物学的解析 

 (1)で記載の通り、目的タンパク質発現細胞を蛍光顕微鏡にて観察した。 

(2)-③凝集体の生化学的解析 

 連続的な遠心によって、可溶性 FUS と凝集性 FUS に分離することが可能であること

（Shelkovnikova, et al. Human Molecular Genetics, 23, 5211–5226.）から、同法によって分



 

 

画した後、得られた各画分をウエスタンブロットにより検出することで凝集体形成を定量した。 

４．研究成果 

(1)R495X の凝集体形成能は

Gly-rich、RGG1 もしくは RGG2

の各領域に依存する。 

 本研究で用いたコンストラ

クトの模式図を図 1 に示す。

これらをマウス ES 細胞由来

神経細胞に発現させ、細胞内

局在を蛍光顕微鏡下で観察し

たところ、R495X では細胞質

に強い輝度を示す顆粒状の局

在が観測され（図 2、1段目）

同様の局在は RRM の欠損体

（DRRM、図 2、3段目）及び ZnF

の欠損体（DZnF、図 2、5 段目）で認めら

れた。しかし、Gly-rich、RGG1、RGG2 それ

ぞれの欠損体（図 2、2 段目及び 4 段目に

DGly 及びDRRG1 の結果を示す。）では顆粒

状の局在が全く検出されなかった。このこ

とから、Gly-rich、RGG1、RGG2 それぞれが

R495X の凝集体形成に必要であることが明

らかとなった。 

 

(2)Gly-rich、RGG1、RGG2 各領域の欠損体

ではメチル化修飾量が減弱する。 

 Gly-rich、RGG1、RGG2 各領域にはメチル

化修飾を受けるアルギニンが豊富に含ま

れることから、これら欠損体ではメチル化

が減弱していることが考えられた。そこ

で、非対称ジメチルアルギニンを特異的に

検出する ASYM24 抗体を用いて各コンスト

ラクトのメチル化量を生化学的に解析し

た。その結果、いずれの欠損体でも R495X

に比較して有意にメチル化量が減弱して

いることが分かった（図 3）。 

 

(3)R495X のメチル化が凝集体形成

能を制御する。 

 上記(2)の結果から、メチル化量

を人為的に増減させることでR495X

の凝集体形成能を制御できること

が示唆された。そこで、まず細胞全

体のメチル化量を減少させるメチ

ル基転移酵素阻害剤（AdOx）を作用

させた場合の凝集体型性能を検証

した。 

(3)-①メチル化の阻害により凝集

体形成能は減弱する。 



 

 

 EGFP-R495X を発現する神経細胞

を AdOx 処理し、その凝集体形成を

蛍光顕微鏡を用いて観測した。その

結果、AdOx処理によって凝集体を形

成する細胞数が減少することが分

かった（図 4）。 

(3)-②メチル化の促進は凝集体形

成を促進する。 

 次に、メチル化を促進するため、

FLAG タグを付加した PRMT1 もしく

は PRMT8 を EGFP-R495X と共発現さ

せ、その局在を観測した。その結果、

凝集体形成を示す細胞数は、R495X

単独発現に比較して、PRMT1、PRMT8

どちらかの共発現により有意に増

加することが分かった（図5）。Gly-

rich領域を欠損したR495Xではこ

のような凝集体形成の増加が認め

られなかったことから、少なくと

も Gly-rich 領域のメチル化の増

加が R495X の凝集体形成能を制御

していることが分かった。 

 

(4)まとめと考察 

 上記の結果から、R495X体が細胞

質において凝集体を形成する為に

は、Gly-rich、RGG1 もしくは RGG2

のアルギニンがメチル化修飾を受

けることが必須であることが明ら

かとなった。これまでの報告にお

いて R495X の細胞毒性は分子内 RRM に依存していることを明らかとしている(Nakaya and 

Maragkakis, Sci Rep, 2018)。RRM 欠損体でも凝集体を形成したこと（図 2）から、凝集体の形

成と細胞毒性は関連しないことが考えられた。 

 Gly-rich、RGG1 及び RGG2 いずれかの領域欠損体が全て凝集体形成能を喪失したことから、凝

集体形成が単一の分子内領域によって担われているのではないことが示唆された。また、その分

子機構として、以下の可能性が示唆された。①3つの領域全てが凝集体形成に関わる可能性：こ

れらの内一つでも欠失すると、例えば凝集体形成に必要な結合因子等が結合できない、といった

可能性。②凝集体形成に必要なアルギニンメチル化量が存在する可能性。3つの領域それぞれの

欠損体では有意に全体のアルギニンメチル化量が減弱していた（図 3）。このことから、アルギ

ニンメチル化の総量が凝集体形成に深く関わる可能性。今後これらの未解明な分子機構を明ら

かにすることによって、疾患発症分子機構の解明、及び疾患治療法の開発に結びつくことが期待

される。 
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