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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）をはじめとする神経変性疾患は、細胞内にタンパク質凝
集体を呈する疾患である。近年、ALSや関連疾患における凝集体形成に、液-液相分離の制御異常が関連している
ことが明らかとなってきた。また相分離を制御するシャペロンについても報告されている。本研究では、生化学
的解析や生物物理学的解析などの分野横断的な手法を用いて、ALSで生じる毒性ペプチドが、相分離制御シャペ
ロンの機能を阻害する詳細なメカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Aggregation and mislocalization of RNA binding proteins (RBPs) are observed 
in amyotrophic lateral sclerosis and other neurodegenerative diseases. Regulating self-association 
of RBPs to suppress the formation of pathogenic fibrils is crucial in the prevention of 
neurodegenerative diseases. Nuclear import receptors (NIRs) karyopherin-β2 (Kapβ2) not only 
controls the nucleocytoplasmic distribution of RBPs but also acts as a phase modifier to regulate 
self-association of FUS by recognizing proline&#8211;tyrosine nuclear localization signal. 
Exploiting multiple biochemical and biophysical techniques, we revealed in this study that 
arginine-rich poly-dipeptides from repeat expansion in C9orf72 impede the ability of NIRs to modify 
phase transitions of RBPs.

研究分野： 脳神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、毒性ペプチドが、相分離制御シャペロン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。相分離の制御とその破綻に着目した本研究成果から、ALS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。

※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(ALS)は、運動神経が変性し、筋萎縮・構音嚥下障害が進行する神経難病

である。ALS 等の神経変性疾患では、神経細胞内にタンパク質の凝集体が形成され、根本的な
治療法はない。近年、遺伝性 ALS や関連疾患などの研究から、これらの疾患では細胞内におけ
る相分離という現象が重要であることが徐々に明らかとなっていた。 

 
生物学的な相分離とは、核酸やタンパク質などの生体高分子が、弱い相互作用によって集まる

現象のことで、液-液相分離することで液滴を形成し、ダイナミックに変化する。核小体や RNA
顆粒などの「膜のないオルガネラ」は、細胞内における相分離により形成されている。FUS や
hnRNPA2 などの RNA 結合タンパク質は、アミノ酸が数種類に偏った低複雑性(LC:low-
complexity)ドメインを持ち、相分離しやすい性質をもつ。これらの RNA 結合タンパク質は膜
のないオルガネラにおいて相分離して機能しているが、遺伝子変異などにより相分離が破綻す
ると不溶性のアミロイド形成につながると推測されている。 

 
また核-細胞質間の RNA 結合タンパク質の輸送は、核内輸送受容体が担っているが、これら

は相分離を制御するシャペロンとしても働いていることが近年報告されていた。 
 

 
２．研究の目的 
上記のような背景から、相分離が破綻する機序、相分離を制御するシャペロンの機能を解析す

ることが、ALS などの神経変性疾患のメカニズム解明につながる可能性があり、本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、LC ドメインを持つ RNA 結合タンパク質や、相分離制御機能をもつシャペロンに関
して、生化学的解析や生物物理学的解析などの分野横断的解析を行うことで、ALS の背景にある
分子メカニズム解明を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 ALS の遺伝子変異で最も多いものとして、C9orf72 遺伝子変異が報告されている。C9orf72 の
非翻訳領域における GGGGCC の 6 塩基リピートの異常伸長がみられるが、ここから開始コドンに
よらない RAN 翻訳によって 5 種類のジペプチドリピートが産生される。この RAN 翻訳産物であ
る毒性ペプチドが、核内輸送受容体に結合して核-細胞質間の物質輸送を阻害することが近年報
告されたが、その詳細な分子メカニズムや相分離への影響は不明である。そこで毒性ペプチドが、
Karyopherinβ2（Kapβ2）などの核内輸送受容体に与える影響に着目して解析を行った。 
 
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種類のジペプチドリピート

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やヒド
ロゲル結合法等により、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（図 1）。 

 
図 1 毒性ペプチドによる相分離シャペロンの機能阻害 

 

次に、等温滴定カロリメトリー、サイズ排除クロマトグラフィー-多角度光散乱法などの物理

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（図 2）。 



 

 
図 2 PRn と Kapβ2との直接的な相互作用 

 
 

 さらに、核磁気共鳴（NMR）により、Kapβ2と PRn の相互作用部位を解析した。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 (図 3A)。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
されていることから、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（図 3B）。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る（図 3C）。 

 
図 3 NMR による PRn と Kapβ2との相互作用部位の解析 

 
 

分子動力学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（図 4）。 
 

 
図 4 シミュレーションによる PRn と Kapβ2 の相互作用解析 

 



以上の結果から、アルギニンを多く含む毒性ペプチドが、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、という分子メカニズムを提唱した（図 5）。 

 

 
図 5 PRn による Kapβ2の相分離制御機能阻害のモデル 

 
本研究から、ALS をはじめとする神経変性疾患の病態解明、治療法開発につながることが期待

される。本研究成果は、Nature Communications 誌 (DOI:10.1038/s41467-021-25560-0)に発表
した。 
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