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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患の原因遺伝子産物であるTDP-43及びFUSは、神経細胞のRNA顆粒に集積・
凝集化することによって疾患を引き起こすと考えられている。本研究では、TDP-43及びFUSのRNA顆粒への集積に
より、RNA顆粒形成因子RNG105の顆粒における流動性が上昇し、顆粒から細胞質へ離散することを見出した。そ
れに伴い顆粒へのmRNA取り込み量は減少し、顆粒における局所的翻訳も低下することを明らかにした。以上の結
果は、TDP-43及びFUSによるRNA顆粒からのRNG105の離散とそれに伴うmRNAの解離及び顆粒内における局所的翻訳
の低下が、病態の基盤になるという新しいモデルを導き出した。

研究成果の概要（英文）：TDP-43 and FUS, which are the causative gene products of neurodegenerative 
diseases, are thought to cause diseases by accumulating and aggregating in RNA granules in neurons. 
In this study, we found that the accumulation of TDP-43 and FUS in RNA granules increased the 
fluidity of an RNA granule scaffold protein RNG105 in the granules, causing RNG105 to dissociate 
from the granules into the cytoplasm. Simultaneously, the amount of mRNA uptake into the granules 
was reduced, and the local translation in the granules was also reduced. These results provide a new
 model that dissociation of RNG105 from RNA granules by TDP-43 and FUS, and concomitant dissociation
 of mRNA and the reduced local translation within the granules, are the basis of the pathology of 
neurodegenerative diseases.

研究分野： 分子生物学

キーワード： RNA顆粒　液-液相分離　mRNA　局所的翻訳　神経変性疾患　TDP-43　FUS　RNG105

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNA顆粒は、RNA結合タンパク質とmRNAの液-液相分離によって形成され、シナプスへのmRNA輸送と局所的翻訳の
制御を介してシナプス長期増強及び長期記憶に必須の役割を担う。このことから、TDP-43及びFUSの凝集化によ
るRNA顆粒の機能不全が、シナプス形成不全や認知症を伴う神経変性疾患の病態基盤になると考えられており、
そのメカニズム解明は喫緊の課題である。本研究は、RNA顆粒形成因子のほとんどがTDP-43及びFUSの影響を受け
ない反面、RNG105が特異的に顕著な影響を受け、同時にRNA顆粒の機能が低下することを見出した。この成果は
神経変性疾患の新たな病態メカニズムを提案するものである。

※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 
(1) 液-液相分離により形成される神経 RNA 顆粒における RNG105 の役割 
水の中で油は分離し、油滴を形成する。それと同じように、水溶液中で異なる濃度の水溶液が

分離し、液滴を形成することがある。これは液-液相分離という物理化学的現象として知られて
いる。液-液相分離を起こす原動力は、分子間の多価で弱い相互作用により形成される高濃度の
液滴が、低濃度の水溶液から分離することにある。液-液相分離は細胞内でも起こり、この現象
によって細胞質の RNA 顆粒が形成されていることが高い注目を集めた。 
 RNA 顆粒は mRNA、RNA 結合タンパク質（RNA-binding protein: RBP）、リボソーム等が濃縮し
た集合体で、mRNA の細胞内輸送と翻訳制御を担う。RNA 顆粒の形成を担う RBP は約 20 種類程度
が知られているが、我々はそのうちの一つ RNG105（別名 caprin1）を発見し、研究を行ってきた。
これまで、RNG105 をマウスの脳神経でノックアウトすると、長期記憶が著しく低下することを
明らかにした（Nakayama et al, eLife, 2017）。長期記憶の形成にはタンパク質合成が必要であ
ることが 1980 年代から知られていたが、我々の研究成果は、その制御に RNA 顆粒が関与するこ
とを示した。特に、RNG105 ノックアウトマウスの神経細胞では、mRNA の樹状突起への輸送と局
在化が低下したことから、RNG105 による mRNA の RNA 顆粒への取り込み、さらにそれによる mRNA
の樹状突起への輸送と局所的な翻訳が、シナプス長期増強ひいては長期記憶形成に必要だと考
えられた。 
(2) 神経変性疾患における原因遺伝子産物の RNA 顆粒への集積・凝集化 
前頭側頭葉変性性認知症（frontotemporal lobar degeneration: FTLD）や筋萎縮性側索硬化

症（amyotrophic lateral sclerosis: ALS）の神経変性疾患では、神経細胞において通常核に存
在する TDP-43や FUSが細胞質に移行し、細胞質で凝集体を形成することが疾患の原因になると
考えられている。近年、TDP-43 及び FUSは RNA 顆粒構成因子と共に液-液相分離を起こす能力を
持つ RBP であり、疾患における凝集体は RNA 顆粒が凝集化したものであることが明らかにされ
た。TDP-43 及び FUS 自体は RNA 顆粒に集積すると流動性が低下し、液相からゲル・固相に転移
する。これにより RNA 顆粒全体の流動性が低下すれば、顆粒内における翻訳等の生化学反応は抑
制されると一般的に考えられている。しかし、そのような TDP-43や FUSが、本来 RNA 顆粒で機
能する RNA 顆粒形成因子の流動性にどのような影響を及ぼすのかは不明であった。またそれに
より、RNA 顆粒への mRNA の取り込みや RNA 顆粒における局所的翻訳がどのような影響を受ける
かについても未知であった。 
  
２．研究の目的 
 そこで本研究では、以下の点を明らかにすることを目的とした。 
(1) RNA顆粒形成因子の蛍光イメージングによりRNA顆粒内での流動性を定量評価できるアッセ
イ系を確立し、神経初代培養細胞の樹状突起へ輸送された RNA 顆粒における個々の RNA 顆粒形
成因子の流動性を明らかにする。 
(2) (1)の神経細胞に TDP-43 及び FUSを共発現して RNA 顆粒に集積させ、それによる RNA 顆粒
形成因子の顆粒における流動性への影響を明らかにする。 
(3) RNA 顆粒形成因子と共に顆粒に取り込まれた mRNAが TDP-43 及び FUSの集積によりどのよう
な影響を受けるのか、またそれに伴い、顆粒における局所的翻訳がどのような影響を受けるのか
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経細胞の初代培養とトランスフェクション 
ICR マウス胚 16 日目の大脳皮質から神経細胞を分散培養した。神経細胞は 1.6×106/cm2の密

度でポリ-D-リジンコーティングしたガラスボトムディッシュ（MatTek）上に付着させた。神経
細胞のトランスフェクションは培養 6 日目にリン酸カルシウム法を用いて行い、トランスフェ
クションの 1日後に蛍光顕微鏡下で神経細胞の観察を行った。 
(2) プラスミド構築 
pCAGベクター（Addgene）を使用して、ニューロンで発現させるための蛍光タンパク質タグ化

RBP のプラスミドを構築した。クローニングには In-Fusion Cloning Kit (Takara Bio)を使用
した。 
(3) 樹状突起における蛍光イメージング及び RNA 顆粒への RBP 集積の定量分析 
GFP, mRFP1及び Siriusのタグ付き RBP を発現する神経細胞は、A1倒立型共焦点レーザー走
査顕微鏡（Nikon）を使用して観察・画像取得した。 樹状突起 RNA 顆粒への RBP の集積を定量す
るために、単一顆粒の蛍光最大半値での 2 つの隣接するピクセル間の蛍光強度の差を「勾配
（slope）」として計算した。 
(4) 光退色後蛍光回復（FRAP）解析 
A1 倒立型共焦点レーザー走査顕微鏡を使用して、神経細胞のタイムラプス蛍光画像を 5 秒間



 

 

隔で取得した。蛍光退色前にコントロール画像を取得した後、樹状突起内の 1つの RNA 顆粒を対
象領域（ROI）としてレーザーで蛍光退色させた。ROI 内の RNA 顆粒の蛍光強度（F）、同じニュ
ーロン内の他の顆粒の蛍光強度（Fg）、及び樹状突起の細胞質の蛍光強度（Fc）を各時間で測定し
た。各時間での対象 RNA 顆粒の蛍光強度は、式 1に示すように正規化した（F(t)）。t=0 は光退色
の直後を示す。 

𝐹(") = ((𝐹 − 𝐹$)(") − (𝐹 − 𝐹$)("%&))/(𝐹' − 𝐹$)(")   （式 1） 

 
次に、退色前の蛍光強度に対する比を F(t)/Fcontとして計算した。ここで、Fcontは、退色前に取
得したコントロール画像の F(t)である。これらの値（F(t)/Fcont, t≥0）を、式 2でフィッティング
した。式 2中、Fmは可動性画分（蛍光最大回復値）、t1/2は半回復時間を示し、フィッティングに
よりこれらの値を抽出した。フィッティングには、Excel ソルバーの最小二乗法を用いた。 

𝑓(") = 𝐹((1 − 𝑒
) !"#
$% #⁄

"
)  （式 2） 

 
(5) 平衡摂動解析 
神経細胞をジギトニンで膜透過化し、液-液相分離の平衡状態を摂動することによって RNA 顆

粒内の RBP の流動性を測定した（Shiina, J. Biol. Chem., 2019）。IX83 倒立型蛍光顕微鏡（オ
リンパス）を使用して、蛍光タグ付き RBP を発現した神経細胞のタイムラプス蛍光画像を 5秒間
隔で取得した。透過化直前にコントロール画像を取得した後、0.5ml の 0.075％ジギトニンを 2ml
の培地に添加した。その後約 300秒間蛍光画像を取得した。樹状突起における RNA 顆粒の蛍光強
度（Fg）を測定し、各時間での RNA 顆粒の蛍光強度の減少（F(t)）を、式 3 に示すように計算し
た。ここで、t=0 はニューロンが透過化する直前である。 

𝐹(") = 𝐹'(") − 𝐹'("%&)   （式 3） 

 
次に、透過化前の蛍光強度に対する比を F(t)/Fcontとして計算した。Fcontは透過化前のコントロ

ール画像における顆粒の蛍光強度である。これらの値（–F(t)/Fcont, t≥0）を、式 2でフィッティ
ングした。式 2中、Fmは可動性画分（RNA 顆粒からの最大解離）、t1/2は RNA 顆粒からの解離の半
減期であり、フィッティングによりこれらの値を抽出した。 
(6) SunTag システムによる RNA 顆粒内の翻訳の定量 
新規翻訳の時空間イメージングを可能にするツールである SunTag を神経細胞に導入した。使

用したプラスミドは scFv-sfGFP-GB1及び 24xV4-ODC-Arc 3’UTR である（Wang et al, Cell, 
2016）。GFP の蛍光により樹状突起 RNA 顆粒における翻訳活性を測定し、各神経細胞で蛍光強度
の最小-最大正規化を行った。 
 
４．研究成果 

0

0.5

1.0

1.5

2.0
RNG105 FMRP Pum2 Stau2Stau1

Slope

w/ GFP
w/ FUSу1/6-GFP
w/ TDP-43G348C-GFP

B
********

w/ GFP

RNG105

w/ FUSу1/6-GFP w/ TDP-43G348C-GFPA

GFP, FUSу1/6,
TDP-43G348C

Merge

w/o GFP

Stau1

Merge

GFP, FUSу1/6,
TDP-43G348C

N
or

m
al

iz
ed

 s
lo

pe

図 1.RNA顆粒への FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの集積による RNG105 の顆粒からの離散 
（A）培養神経の樹状突起における RNA顆粒への RBP-mRFP1の局在、および RBP の RNA 顆粒局在に対
する FUSΔNLS-GFP 及び TDP-43G348C-GFP の共発現の影響。ここでは代表的な RBP として RNG105 および
Stau1 の結果を示す。矢頭は樹状突起の代表的な RNA顆粒を示す。点線は樹状突起の輪郭を示す。ス
ケールバー, 5μm。 
（B）RNA 顆粒内の RBP 蛍光の「勾配（slope）」によって評価された顆粒への RBP の集積の程度。
****p<0.001, 一元配置分散分析後の Tukey-Kramer 検定。 



 

 

(1) FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの RNA 顆粒への集積による RNG105 の顆粒からの離散 
本研究では、RNA 顆粒形成 RBP として RNG105, FMRP, Pum2, Stau1, Stau2, G3BP1, G3BP2, 

TIA-1, TIAR をテストした。また、FUS 及び TDP-43は、神経変性疾患関連変異を持った FUSΔNLS

及び TDP-43G348C（Swarup et al, Brain, 2011; Shiihashi et al, Brain, 2016）を用いた。こ
れらの RBP を GFP, mRFP1, Siriusで蛍光タグ化して個々に神経細胞に発現させた場合、FUSΔNLS, 
TDP-43G348C, RNG105, FMRP, Pum2, Stau1及び Stau2 が細胞体及び樹状突起に顆粒を形成した（図
1A）。 
FMRP, Pum2, Stau1及び Stau2 は、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cと共発現させると、同一の顆粒に共

集合した（図 1A）。顆粒内へのそれら RBP の集積の程度を蛍光ピークの「勾配」によって評価し
た結果、集積の程度は FUSΔNLSまたは TDP-43G348Cの共集合によって変化しなかった（図 1B）。それ
に対し、顆粒中への RNG105 の集積は、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの顆粒への集積によって著しく減
少し、樹状突起の細胞質へ拡散した（図 1A, B）。顆粒からの RNG105 のそのような離散は、FMRP
の共集合によっては誘発されなかった。このことは、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cによる離散とは対照
的に、RNG105 が特定の RNA 顆粒 RBP と共に顆粒に集積することが可能であることを示した。こ
れらの結果は、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cが RNA 顆粒への RNG105 の集積を制限するが、他の RBP に
は影響を与えないことを示した。 
 
(2) FUSΔNLS及び TDP-43G348Cによる RNA 顆粒での RNG105 の可動性の上昇 
次に、顆粒中の RBP のダイナミクスに対する FUSΔNLSと TDP-43G348Cの効果を、光退色後蛍光回
復（FRAP）によって解析した。各実験の FRAP曲線を指数関数でフィッティングし、そこから可
動性画分（Fm）と蛍光の半回復時間（t1/2）を抽出し、統計的に分析した。結果は、RBP に対する
FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの効果が RBP 間で異なることを示した。すなわち、Stau1/2及び Pum2 の
Fmは変化しないもしくは減少し、この結果は FUSΔNLS及び TDP-43G348Cが RNA 顆粒中の Stau1/2及
び Pum2 の可動度を変化させないもしくは低下させることを示唆した（図 2）。これらの RBP とは
対照的に、RNG105 と FMRP の Fmは、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cによって有意に増加した（図 2）。こ
れは、FUS 及び TDP-43が RNA 顆粒を硬化させるという一般的に信じられているモデルとは対照
的に、顆粒内の RNG105 及び FMRP の可動性を上昇させることを示唆している。野生型の FUS 及
び TDP-43を用いた同様の実験でも、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cと基本的に同じ結果が得られた。こ
れは、疾患に関連する変異がない FUS 及び TDP-43でも凝集化を引き起こす能力があり、そのよ
うな凝集化は ALSや FTLD の病理に関連するという事実と一致している可能性がある。 

 
(3) FUSΔNLS及び TDP-43G348Cによる RNA 顆粒での RNG105 の流動性の上昇 
RBP のダイナミクスに対する FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの効果を、平衡摂動解析によってさらに
評価した。この解析では、ジギトニンによる細胞膜の透過化により、細胞質内の分子を細胞から
漏出させ、RNA 顆粒形成 RBP を含む分子の細胞質濃度を低下させる。細胞質濃度の低下は、細胞
質と顆粒との間の顆粒形成 RBP の平衡を崩し、顆粒が液滴である場合、顆粒の収縮や溶解を誘発
する。対照的に、顆粒が固体である場合、そのような収縮と溶解は制限される（Shiina, J. Biol. 
Chem., 2019）。RNG105 顆粒を形成するニューロンでは、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの共発現により、
RNG105 顆粒の収縮と溶解が促進され、顆粒内の RNG105 の蛍光が急速かつ有意に減少した。それ
に対し、他の RBP である FMRP, Stau1, Stau2 または Pum2 に対して FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの有
意な影響はなかった。これらの結果は、RNA 顆粒における FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの集積が、RNG105
の流動性を特異的に上昇させることを示唆した。 
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図 2.FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの集積により、RNG105 は RNA 顆粒でより動的になる 
FUSΔNLSまたは TDP-43G348Cの共発現あり、なしの場合の神経における RBP の代表的な FRAP解析。上段：

樹状突起 RNA 顆粒中の RBP の代表的な FRAP 曲線、および指数関数によるフィッティング曲線。灰色の
線が実測値を示す。下段：フィッティングした指数関数から抽出した可動性画分（Fm）、および蛍光の半
回復時間（t1/2）。

*p<0.05, ****p<0.001, 一元配置分散分析後の Tukey-Kramer 検定。 



 

 

以上の結果をまとめると、RNA 顆粒において RNG105 の流動性を増加させ、RNA 顆粒から離散さ
せるという FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの効果は顕著であった。 RNG105 は、樹状突起への mRNA 輸送
に関与し、シナプス可塑性と長期記憶形成に不可欠である（Nakayama et al, eLife, 2017）。従
って、RNA 顆粒から RNG105 が失われると、mRNA の顆粒への取り込みと顆粒における局所翻訳に
変化が生じる可能性がある。そこで次に、RNG105 を発現するニューロンの樹状突起 RNA 顆粒に
おける mRNA の局在化と局所翻訳に対する FUSΔNLSと TDP-43G348Cの影響を調べた。 
 

(4) FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの集積により RNG105 局在性樹状突起 RNA 顆粒における mRNA 量と翻
訳量が減少する 
まず、RNA 顆粒中の mRNA の局在を、poly(dT)プローブを使用した蛍光 in situハイブリダイ
ゼーション（FISH）によって調べた。FUSΔNLSまたは TDP-43G348Cを共発現しない場合、mRNA は RNG105
が濃縮した RNA 顆粒に集積した。それに対し、RNG105 と共に FUSΔNLS及び TDP-43G348Cを共発現す
るニューロンでは、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cが濃縮した RNA 顆粒への mRNA 集積は減少した。これ
らの結果は、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの RNA 顆粒への共集合が顆粒中の mRNA の量を減少させたこ
とを示しており、これは顆粒からの RNG105 の離散と一致した。 
次に、細胞内で新規合成された SunTagポリペプチドを GFP蛍光で検出し、翻訳が起こった時
空間を解析できる SunTag システムを使用して、RNA 顆粒における翻訳活性を測定した。SunTag
ポリペプチドをコードする mRNA には Arc 3'UTR を融合して RNA 顆粒に取り込ませることによ
り、顆粒における局所翻訳を可視化した（Wang et al, Cell, 2016）。FUSΔNLSまたは TDP-43G348C

の共発現がない場合、SunTag シグナルは RNG105 局在性顆粒に濃縮し、SunTag mRNA の局所翻訳
が顆粒内で起こったことを示した（図 3）。これに対し、RNG105 と共に FUSΔNLS及び TDP-43G348Cを
共発現した場合、SunTag シグナルは顆粒領域を避けて分布していた（図 3）。これらの結果は、
RNA 顆粒への FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの集積が顆粒内での翻訳を低下させたことを示し、これは
FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの集積による顆粒中の mRNA の量の減少と一致した。 

 
以上の結果をまとめると、FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの RNA 顆粒への集積により、様々な RNA 顆

粒 RBP のうち RNG105 が特異的に顆粒から離散し、それに伴い顆粒内の mRNA 量の低下及び翻訳
の低下が起こることを明らかにした。FUS 及び TDP-43 が神経変性疾患を引き起こすメカニズム
の一つの仮説として、RNA 顆粒の硬化が挙げられるが、本研究はその仮説に加えて、RNA 顆粒に
本来濃縮するべき RBP の離散という新たな仮説を提起した。液-液相分離によって形成された液
滴内における生化学反応の制御様式には、様々なモデルが存在する。液滴の硬化による反応の抑
制はその一つであるが、その他にも液滴内へ反応に必要な分子を濃縮することによる反応の促
進や、逆に必要な分子の液滴からの排除による反応の抑制が考えられている。本研究で我々が提
起したモデルは、その最後のモデルに相当し、今後、RNA 顆粒から排除されない RNG105 を人工
的に作り出すことによって、FUSΔNLS及び TDP-43G348C が引き起こす様々な障害を回復させること
ができるかどうかが重要な課題となる。 
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図 3.FUSΔNLS及び TDP-43G348Cの集積により、RNG105
局在性 RNA 顆粒における局所的翻訳が減少する 
FUSΔNLS-SiriusまたはTDP-43G348C-Siriusの共発

現あり、なしの RNG105-mRFP1 発現神経細胞に、
SunTag を導入した。RNA 顆粒に取り込まれた Arc 
3'UTR 含有 mRNA から翻訳された新生 SunTag ポリ
ペプチドを GFP で検出した。右図は樹状突起 RNA
顆粒を含む四角で囲まれた領域の拡大図。スケー
ルバー, 10μm。 
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