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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の翻訳開始因子eIF3aは、進化の過程でC末端に約400アミノ酸からなる長い
天然変性領域（vIDR）を獲得した。このvIDRは、神経RNA顆粒でのeIF3aの流動性を抑制し、神経活動に依存した
流動性増加を介して、局所翻訳の制御に関与する。本研究では、vIDRの前半のリピート配列領域（vIDR1）と後
半のランダム配列領域(vIDR2)の共通点と相違点を解析した。その結果、vIDRの機能にはアミノ酸組成と長さが
重要であり、配列自体は関係ないという当初の仮説とは異なり、vIDR1とvIDR2のリピートとランダムな配列の違
いが重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：During evolution, the eukaryotic translation initiation factor 3a (eIF3a) in
 vertebrates has acquired a long intrinsically disordered region (vIDR) of approximately 400 amino 
acids at its C-terminus. This vIDR suppresses the mobility of eIF3a within neuronal RNA granules and
 is involved in the regulation of local translation through activity-dependent increases in 
mobility. In this study, we analyzed the similarities and differences between the repeat sequence 
region in the first half of the vIDR (vIDR1) and the random sequence region in the second half of 
the vIDR (vIDR2). Contrary to our initial hypothesis that the function of the vIDR depends solely on
 its amino acid composition and length, and not on its sequence, our findings suggest that the 
differences between the repeat and random sequences in vIDR1 and vIDR2 are crucial.

研究分野： 分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
天然変性領域（IDR）は、弱い相互作用を介して液-液相分離し、非膜オルガネラの形成やダイナミクスを制御す
る。しかし、IDRのアミノ配列は種間で保存性が低く、その配列の重要性については未解明な部分が多い。eIF3a
のvIDR1とvIDR2は、アミノ酸組成は類似しているが、リピートとランダムという配列上の相違点がある。本研究
で得られたこの2つの領域の配列の違いがvIDRの機能において重要であるという知見は、IDRの配列ルールの解明
に向けて重要なものであり、大きな学術的意義を持つ。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 神経 RNA 顆粒の役割と流動制の制御 

RNA 顆粒は、液-液相分離により mRNA、RNA 結合タンパク質、リボソーム等が濃縮したコ
ンデンセートであり、神経細胞では mRNA のシナプス近傍への輸送と神経活動依存的な局所翻
訳活性化を担う。液-液相分離を駆動するのは、タンパク質の天然変性領域（intrinsically disordered 
region, IDR）や mRNA の多価で弱い結合であり、これらの結合が強固になることで、流動性の
低いゲル・固相に転移する（Patel et al, Cell, 2015）。神経活動に伴う局所翻訳活性化の際には、
RNA 顆粒の流動性が上昇することが示唆されている（Buxbaum et al, Science, 2014）。そこで我々
は、様々な RNA 顆粒構成タンパク質の流動性を神経初代培養細胞で計測・定量し、脱分極に伴
って流動性が上昇するタンパク質を探索した。その結果、流動性の上昇が最も顕著なものとして、
真核生物翻訳開始因子 eukaryotic translation initiation factor 3a (eIF3a)を同定した。 

 
(2) eIF3a の特性と vIDR の構造 
 eIF3a は真核生物に高度に保存されているが、C 末端の IDR が生物の複雑化と共に伸長してい
る。脊椎動物で伸長した IDR（vIDR）は約 400 アミノ酸の長さを持ち、前半のリピート配列領
域（vIDR1）と後半のランダム配列領域（vIDR2）に分けられる。vIDR1 と vIDR2 はアミノ酸組
成と長さが類似し、酸性・塩基性アミノ酸を約 3 割ずつ含む。このような陽イオン・陰イオンの
両モノマーから成るポリマーは一般的に「ポリアンフォライト」と呼ばれ、相互作用による複合
体（ゲル）形成が起こることが知られている（Huang et al, Adv Funct Mater, 2017）。vIDR1 と vIDR2
はアミノ酸組成と長さが類似したポリアンフォライトである一方、配列が異なる。vDR1 は 10 ア
ミノ酸が 20 回程度リピートした配列を持ち、10 アミノ酸の中には酸性・塩基性アミノ酸がそれ
ぞれ 3 個ずつ含まれている。一方、vIDR2 の配列はランダムである。 
 
(3) vIDR の機能と流動性の変化 

vIDR を欠損したマウス eIF3a は、神経細胞に発現させると RNA 顆粒を形成するが、神経の脱
分極により流動性は変化しない。一方、vIDR を持った野生型 eIF3a は流動性の低い RNA 顆粒を
形成し、その流動性が脱分極によって顕著に上昇する。このような vIDR による神経活動依存的
な流動性の変換が、神経活動依存的な局所翻訳のスイッチングを行う可能性が考えられる。しか
し、vIDR のどのような性質がこのようなスイッチングを担うかは不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、マウスの神経細胞を用いて、eIF3a の vIDR のリピート配列や長さを人為的に操

作することで、神経活動依存的に eIF3a の流動性を制御する vIDR の特徴を探究する。特に、ア
ミノ酸組成と長さが類似しながら配列が異なる vIDR1 と vIDR2 の共通性と相違性に焦点を当て
る。さらに、vIDR の変異による eIF3a の流動性制御の変化が、RNA 顆粒における局所翻訳に及
ぼす影響を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 神経細胞の培養とトランスフェクション 
胎生 16 日目のマウス胚から分離した大脳皮質ニューロンを初代培養した。ニューロンは、ポ

リ-D-リジンでコーティングされたガラスボトムディッシュに、B-27 サプリメント、0.5 mM グ
ルタミン、25% ニューロン培養用培地（富士フイルム和光純薬）を含む Neurobasal-A 培地を用
いて、1.6 × 106 cells/cm2 の密度で播種した。培養は、37℃、5% CO2 インキュベーターで行っ
た。ニューロンは、リン酸カルシウム法を用いて培養 6-7 日目にプラスミドをトランスフェクシ
ョンし、トランスフェクション後 1 日目に観察した。 
 
(2) プラスミドの構築 

pCAG-GFP ベクター（Addgene）を用いて、ニューロンにトランスフェクションするためのす
べてのプラスミドを構築した。各プライマーセットを使用してマウス eIF3a cDNA から PCR で
得た DNA 断片を、In-Fusion Cloning Kit（タカラバイオ）を使用して pCAG-GFP ベクターにクロ
ーニングした。 

 
(3) 光褪色後蛍光回復（FRAP）解析 

GFP がタグ付けされた eIF3a vIDR 変異体のニューロンにおけるタイムラプス蛍光画像を、A1
共焦点レーザー走査顕微鏡（Nikon）を用いて 5 秒間隔で取得した。光褪色前に 4 枚のコントロ



ール画像を撮影し、その後、樹状突起内の 1 つの RNA 顆粒全体をカバーする楕円形の ROI を、
488 nm レーザーを 8 秒間照射して褪色した。その後、5 分間にわたり画像を取得した。ImageJ を
使用して蛍光画像の定量化を行い、光褪色後の蛍光回復曲線をグラフ化し、その曲線を最小二乗
法で指数関数にフィッティングした（Horio et al, Heliyon, 2023）。指数関数から、褪色後の蛍光最
大回復値を抽出した。 
 
(4) SunTag システムを用いた RNA 顆粒内の局所翻訳解析 

mRFP1 がタグ付けされた eIF3a vIDR 変異体、および翻訳可視化 SunTag システムの scFv-sfGFP-
GB1 と 24xV4-ODC-Arc 3'UTR を、ニューロンにトランスフェクションした。その 1 日後、ニュ
ーロンを PBS 中で 3.7%ホルムアルデヒドを用いて 10 分間固定し、PBS で洗浄した後、Mowiol
で封入した。蛍光画像は、IX83 倒立顕微鏡（Olympus）を使用して取得した。eIF3a-mRFP1 が局
在する樹状突起顆粒内の GFP 蛍光を測定し、各ニューロン内で min-max 正規化を行い、顆粒内
における局所翻訳を定量化した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 野生型 eIF3a と eIF3a-ΔvIDR の流動性の比較 
まず、ニューロン樹状突起の RNA 顆粒における野生型 eIF3a (eIF3a-WT)と vIDR を欠損した

eIF3a (eIF3a-ΔvIDR)の流動性を測定した。具体的には、FRAP 解析を行い、褪色後の蛍光最大回
復値を定量化した。その結果、eIF3a-ΔvIDR は eIF3a-WT よりも高い回復値を示し、これは eIF3a-
ΔvIDR の流動性が eIF3a-WT よりも高いことを示した。また、ニューロンの培地に KCl を添加し
て脱分極を誘導し、FRAP 解析を行った結果、eIF3a-WT の流動性は有意に上昇した。一方で、
eIF3a-ΔvIDR の流動性は上昇しなかった。以上の結果は、野生型 eIF3a はニューロンが静止状態
の時は流動性が低く、活動状態では高くなるという変換が起きることを示した。このような変換
には vIDR が必要であり、vIDR が欠損すると静止状態でも流動性が高くなり、神経活動依存的
な変換が起こらなくなることを示した。 

 
(2) vIDR1 と vIDR2 の流動性への影響 
次に、vIDR1 と vIDR2 のそれぞれを欠損した eIF3a 変異体の流動性を FRAP を用いて解析し

た。vIDR1 または vIDR2 を欠損した場合、どちらも神経静止状態での流動性が eIF3a-ΔvIDR の
場合の約半分まで高くなり、その流動性は神経活動状態でも変化しなかった。したがって、神経
活動依存的な流動性制御には、vIDR1 と vIDR2 の両方が関与し、両領域が相加的に関与するこ
とが示唆された。このことから、特にアミノ酸配列は重要ではなく、これらのアミノ酸組成で構
成される IDR が 400 アミノ酸程度の長さを有することが、eIF3a の神経活動依存的な流動性制御
に必要であるとの仮説を立てた。 

 
(3) リピート配列の影響の検証 
その検証のために、vIDR2 を vIDR1 に置換してリピート配列のみを 2 倍にした eIF3a-(vIDR1)x2

を作成し、ニューロンに発現させて FRAP を行った。仮説が正しければ、eIF3a-WT と似た流動
性に回復すると予想されるが、結果は逆で、eIF3a-ΔvIDR と似た流動性を示した。すなわち、静
止状態でも eIF3a-(vIDR1)x2 の流動性は高く、神経活動により上昇することはなかった。この結
果は、リピート配列領域のみを伸長させてもむしろ逆効果であり、vIDR1 と vIDR2 の配列の違
いの組み合わせが重要であることを示唆した。 

 
(4) 局所翻訳への影響 

eIF3a vIDR 変異体の RNA 顆粒における局所翻訳への影響を、SunTag システムを用いて測定し
た。eIF3a-WT が局在する顆粒での局所翻訳は、神経静止状態では低く、活動状態で上昇傾向が
見られた。一方、eIF3a-ΔvIDR が局在する顆粒では、神経静止状態でも局所翻訳が高く、活動状
態での上昇が認められなかった。このような局所翻訳への影響は、内在性の局所翻訳制御に対し
て eIF3a-ΔvIDR がドミナントな影響を及ぼしたと考えられる。これに対し、vIDR1 と vIDR2 の
それぞれを欠損した eIF3a 変異体は、eIF3a-WT の場合と同様の局所翻訳を示したことから、ド
ミナントな影響を及ぼさないと推測された。eIF3a-(vIDR1)x2 の場合は、やはり eIF3a-WT と似た
局所翻訳を示すわけではなく、むしろ神経活動依存的な局所翻訳の上昇を示さないという点で、
eIF3a-ΔvIDR と似た局所翻訳を示した。以上の局所翻訳に対する eIF3a vIDR 変異体の影響は、
流動性への影響と対応していると考えられた。 

 
(5) 結論 
以上の結果から、マウス eIF3a の vIDR による eIF3a の RNA 顆粒内での神経活動依存的な流動

性制御および局所翻訳には、vIDR1 と vIDR2 の両方が必要であることが示唆された。しかしな
がら、この両者は等価ではなく、リピートおよびランダムなアミノ酸配列の組み合わせが必要で
あることが示唆された。 
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