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緒緒  言言  

 
神経変性疾患の一つである筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、先行研究にて遺伝的あるいは非遺伝的な発症要因が  

多数報告されている。しかしながら、その要因の多様性故に、病態形成メカニズムの包括的な理解が困難であり、   

根本的な治療法の確立は、現在でもなされていない。 
近年の発見として、家族性患者の変異遺伝子に Fused in Sarcoma（FUS）や Tar DNA binding protein 43kDa

（TDP-43）といった RNA 結合タンパク質が発見され、それぞれが疾患細胞の細胞質内で異常凝集していることが 

報告された。そして現在、この細胞内での RNA 結合タンパク質の凝集はALS の病理的所見として認知されている。

興味深いことに、これらのタンパク質凝集は、FUSやTDP-43への直接の遺伝子変異を持たない患者の発症組織でも

認められ、検査されたうちの実に 97％の ALS 患者の発病組織で観察されている［1］。このことは一部の家族性疾患

だけでなく幅広い神経変性疾患患者に共通した疾患発症機序に、これらのタンパク質凝集が関与していることを示唆

している。言い換えれば、このタンパク質凝集の原因から帰結までの、共通したメカニズムを解明することが、ALS
研究の進展において重要な意味を持つのである。 
我々はこれまでに、FUS および TDP-43 凝集体の形成が特定の RNA の細胞内局在を撹乱すること、またそれら 

凝集体では細胞内の翻訳活性部位が変化している（異所的な翻訳活性化）ことを見出している［2，3］。このことは

RNA 局在や局所的翻訳制御機構の変容が神経変性の原因である可能性を示唆しているが、1．細胞内 RNA 局在の  

異常による当該 RNA の翻訳活性への影響、2．翻訳活性に影響を与える分子基盤・機構、3．それらの帰結として    

神経細胞が受ける形態的影響、といった点が未解明である。 
本研究では、上記の問いに答えるべく、RNA 結合タンパク質凝集によってもたらされる RNA の局在・翻訳制御 

異常の分子基盤・機構解明を、細胞生物学的に明らかにすることを目指した。具体的には今回、FUS 凝集体形成に  

際して相互作用が変化する因子の探索を、光反応性 Halo タグ基質を利用した新規実験系を用いて行い、また    

その因子が RNA の局在・翻訳制御に関わるか否かの解析を生化学・細胞生物学的アプローチを用いて行った。    

その結果をここに報告する。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．． AALLSS関関連連FFUUSS凝凝集集体体形形成成にに特特異異的的なな相相互互作作用用因因子子変変化化のの探探索索  

本研究ではまず、ALS 関連 FUS 凝集体によりもたらされる RNA の異所的な翻訳活性化の責任因子を探索する  

ことを試みた。戦略として、ALS 関連遺伝子変異の有無による、凝集体の形成しやすさを利用し、野生型あるいは  

変異型 FUS を過剰発現させた細胞群で、FUS との相互作用が変化する分子からその候補因子を探索した。ここで 

我々は、光刺激により近傍分子と化学架橋を形成する新規のHaloタグリガンド（未発表）を使用した。具体的には、

Halo タグを融合した野生型・変異型それぞれの FUS タンパク質を過剰発現し、リガンドを培養液中に添加・反応  

させ、その後 UV-crosslinker を用いた光照射により化学架橋を行った。この方法により形成される FUS-相互作用  

因子の架橋は不可逆であり、一般的な共免疫沈降による相互作用因子解析と違って試料処理途中での相互作用変化が

非常に低い。したがって、相互作用因子の微妙な変化を捉えることができると考えられる。 
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本方法により準備したタンパク質資料を LC-MS/MS による質量分析にかけた結果、FUS 変異の有無によって  

明らかな相互作用変化を起こしている分子がいくつか明らかとなった。そのうちの一つとして、Valosin-containing 
protein（VCP）を同定した。共免疫沈降により確認した結果、VCPは野生型FUSと変異型FUSで相互作用効率が

変化していることが確認された（図 1a）。また免疫染色にて内在性の VCP 発現分布を確認した結果、FUS 凝集体の

うちVCPを含有するものはわずか15％程度であることが確認できた（図1b）。 
ここで我々は、VCP がその本来の役割として、「FUS 凝集そのものを制御する、あるいはその後の RNA 動態の  

正常な制御に関わる」ものであり、「VCPは変異型FUSと相互作用が減少することでその正常な制御機構が破綻して

いる」のではないかという仮説を立て、以下の実験を遂行した。 
 

 
 

図1．FUS凝集体形成に際して相互作用の変化する因子、VCP 
a） FUSタンパク質と共免疫沈降するVCPをウェスタンブロットにより検出したもの。左が野生型FUS、

右が ALS 関連変異（P525L）を持つ FUS を過剰発現した細胞を用いた結果。沈降には Halo タグ    
抗体を用い、VCP抗体にてVCPを検出した。Inputは細胞抽出液そのもの、FTは沈降後の上清、IP
は沈降したタンパク質試料を流したレーンである。野生型のFUSと沈降したレーンではVCPシグナ

ルが見られるが、変異型FUSと沈降したレーンではそのようなシグナルは見られなかった。 
b） 内在性のVCPを免疫染色により検出した像（共焦点顕微鏡像）。左から、FUS、VCPおよびそれらの

シグナルの重ね合わせ画像。多くの VCP は FUS 凝集体（矢印および矢頭）と共局在しない（上段）

が、約15％ほどの凝集体で、VCPシグナルが共局在するものが見られた（下段）。 スケールバーは

10μm。 
  
22．．  VVCCPP過過剰剰発発現現にによよるるFFUUSS凝凝集集体体ののダダイイナナミミククスス変変化化のの解解析析  
図1cに示したように、FUS凝集体の中には、少数ながらVCPを含有するものが含まれている。このようなVCPの

有無によって FUS 凝集体の性質はどのように変化しうるかの解析を行うべく、GFP 融合 FUS タンパク質と、   

RFP 融合VCPを強制発現した細胞を用いて、それぞれの動態をライブイメージングした。 
まず、それぞれのFUS凝集体を標的として、FRAP測定による内部分子のダイナミクス解析を行った結果、VCPを

含有した凝集体は、より低い拡散係数を示す。すなわち、より「硬い」傾向があることが明らかとなった（図2a、b）。
ダイナミクスは、その凝集体の性質にとって重要な要因であり、これを変化させる VCP の機能を解明することで、  

FUS凝集体の形成機序や機能の理解につながる。 
これらの影響を引き起こす要因を解明すべく、まず VCP のプロテアソーム経路への関与に着目した。VCP の    

プロテアソーム系に関わる機能の阻害剤として知られる Eeyarestatin I にて細胞を処理した結果、FUS 凝集体の   

ダ 
イナミクスは Eeyarestatin I 処理の影響をほとんど受けないことが明らかとなった（図 2b）。これらの結果は、   

少なくとも本実験において観察されたFUS凝集体への影響は、VCPの持つプロテアソーム機能そのものとは別の機構

により引き起こされていることが示された。 
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VCP は ATP 加水分解酵素であり、その機能をもってプロテアソーム経路へ関与することがわかっている［4］。   

そこで次に、この VCP の ATP 加水分解酵素そのものとしての側面に焦点を当てるため、細胞への ATP 枯渇処理を 

行い、その影響を観察した。ATP 枯渇には、2DG とCCCP を細胞に添加し、ATP 生合成系を停止させる手法を採用

した。結果として、ATP枯渇処理でもFUS凝集体を構成するF US分子の拡散係数が減少する傾向にあることが確認

された（図2b）。ただし、統計的な観点から見て、VCPの凝集体への局在ほどは効果が見られなかった。これは、ATP
枯渇処理がATP生合成阻害系であったため、完全な枯渇ができていないことに起因している可能性を考えている。 
上記の結果は、1．VCP のノックダウンによりむしろ FUS 凝集体内部の FUS の拡散係数が増加する傾向にある   

（図 2b）こと、2．ATP 加水分解能が向上することが知られている VCP ドミナントネガティブ変異体の過剰発現で、

凝集体内部のFUSの拡散係数が有意に低下する（図2b）こと、さらに3．VCPのプロテアソーム経路への機能を阻害

するVCPドミナントネガティブ変異体の過剰発現で凝集体ダイナミクスは変化しない（図2b）こと、からもサポート

された。 
 

 

 

図2．FRAP測定を利用したFUS凝集体ダイナミクス計測 
a） FRAP測定を行ったFUS凝集体の例（共焦点顕微鏡像）。GFP融合FUS（左）とRFP融合VCP

（右）を発現させた細胞を顕微観察し、VCP ネガティブな凝集体（上段）と VCP ポジティブな 

凝集体（下段）を弁別した。この例では白い四角で囲った領域内の凝集体について FRAP 測定を

行った。スケールバーは、10μm。 
b） FRAP 測定の結果から、拡散係数を算出したもの。左から、GFP 融合 FUS 変異体を発現させた

細胞、GFP融合FUS変異体とRFP融合VCPを発現させた細胞、GFP融合FUS変異体を発現

させた細胞にEeyarestatin I処理したもの、GFP融合FUS変異体を発現させた細胞にATP枯渇

処理したもの、VCP を siRNA によりノックダウンした細胞にGFP 融合FUS 変異体を発現させ

た細胞、GFP 融合 FUS 変異体を発現させた細胞、GFP 融合 FUS 変異体と RFP 融合 VCP    

変異体（R155H、ATP 加水分解能を促進する変異）を発現させた細胞、そして GFP 融合 FUS  

変異体とRFP融合VCP変異体（K524Q、プロテアソーム経路に関わる機能を阻害する変異）を

発現させた細胞。それぞれの拡散係数について、GFP 融合 FUS 変異体を発現させたのみの   

サンプルに対してDunnettの検定を行い、そのP値をグラフ上部に記載した。 
  
33．．FFUUSS凝凝集集体体形形成成時時ののRRNNAA動動態態変変化化へへののVVCCPPのの関関与与・・影影響響解解析析  
上記実験結果から、VCPはFUS凝集体のダイナミクスに影響を与えるものであり、それにはVCPのATPaseとし

ての側面が深く関与していることが示された。すなわち、VCP が本来、ATP 濃度を介して FUS 凝集体ダイナミクス
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を制御しており、FUS 遺伝子変異による相互作用減少によりその制御が破綻している可能性が示された。      

これが正しい場合、我々がこれまで報告してきた、FUS 凝集体によって変容する RNA 動態も、VCP の過剰発現に   
より回復できる可能性がある。したがって次に、VCP過剰発現の有無でのR N A動態変化を観察した。 
まず、FUS凝集体形成による異所的な翻訳活性化が回復するか否かを、Puromycinを用いた細胞内翻訳活性化部位

の染色技術により明らかにした［3］。その結果、VCP 過剰発現細胞では、その異所的な翻訳活性化が低減し、全体の

翻訳活性についても、FUS凝集体を形成していない細胞と同レベルまで回復することが明らかとなった（図3）。 
次に、RNA局在に対する影響を観察するため、RNAそのものとその翻訳活性を蛍光標識にて観察するS U N-tag法

を用いたライブイメージングを行った［5］。1 分子蛍光顕微鏡を用いたライブイメージング結果から、RNA の動きを

追跡し、平均二乗誤差によりその能動性を判定した結果、FUS凝集体を形成した細胞がそうでない細胞に比べて、RNA
の能動的な動きが減少しているのに対して、FUS 凝集体を形成し、かつ VCP を過剰発現した細胞では、FUS 凝集体

を形成していない細胞と同レベルで、RNA が能動的に動いているという結果が得られた。これはすなわち、VCP の 

過剰発現により、RNAが局在する動きが回復したことを示している。 
以上の結果から、VCP による FUS 凝集体への影響は、単にダイナミクスへの副次的な影響というわけではなく、 

本研究で対象としたRNA動態にも達することが明らかとなった。 
 

 

 

図3．Puromycinを用いた細胞内翻訳活性の可視化 
Puromycinを利用した新規合成ペプチドのラベルおよび染色技術を用いて、FUS凝集体形成していない細胞

（細胞画像上段）と凝集体形成した細胞（細胞画像下段）を染色した像（共焦点顕微鏡像）。左二列は VCP  

過剰発現なし、右三列はVCP過剰発現ありの細胞。矢印で示したFUS顆粒（緑）の部分で、VCP過剰発現

なしの細胞では、翻訳活性が見られる（マゼンタ）のに対して、VCP 過剰発現ありの細胞では、それが    

ほとんど見られない（矢頭で指示）。スケールバーは、10μm。 
右上グラフは、細胞全体の翻訳活性を蛍光強度から算出したもの。VCP 過剰発現により、細胞全体の翻訳  

活性が、凝集体形成のない細胞のレベルまで回復していた。 
右下グラフは、FUS凝集体内部の翻訳活性を周辺細胞質と蛍光強度にて比較し算出したもの。VCP過剰発現

により、FUS凝集体内での異常な翻訳活性化が見られなくなっている。 
統計処理にはMann-Whitney testを用い、P値をグラフ内に記載した。 

 
考考  察察  

 
本研究の主たる成果は、VCP による、ATP 濃度を介した FUS 凝集体形成・消滅制御機構の存在を示唆するデータ

を得たことである。FUS 凝集体を含む膜を持たない細胞内構造体は、現在、メンブレンレスオルガネラと総称され、
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特に生物物理学／タンパク質科学の分野で、その形成機序に関しての in vitro 実験結果が積み上げられている。    

その中で、FUS を含むいくつかのタンパク質で、ATP濃度によって凝集性が変化することが報告されている。本研究

結果は、VCP による ATP 濃度調節が FUS 凝集体形成を制御している可能性を示した。このことは、上記 in vitro   

実験結果と整合性があるとともに、少なくともFUS凝集体に関しては in vivoで示した初の結果である。 
本実験で使用している、RFP 融合 VCP を強制発現した細胞内では、当然 VCP の発現が過剰であり、通常細胞に  

比べて細胞内全体の ATP 濃度が減少している可能性が考えられる。また、その中で VCP を含有した凝集体ではさら

に局所的な ATP 濃度の低下が起こっている可能性がある。VCP が野生型 FUS とは相互作用していることや、ATP 
枯渇実験および変異VCP を用いた実験結果も踏まえると、本来FUS はVCP（を含む制御因子）によってFUS 分子

周囲の局所的なATP濃度を調整され、異常な凝集を抑制されている可能性があると我々は考えている。今後、ATPの

細胞内局所の濃度をセンサータンパク質などで計測し、凝集体のダイナミクスと深く関係する、凝集体の形態    

（サイズや細胞内個数）への影響も含め、VCP とFUS 凝集体ダイナミクスの関係性について明らかにしていきたい。 
FUS 凝集体と類似したメンブレンレスオルガネラとして、ストレス顆粒がある。このストレス顆粒は、      

細胞にストレスを与えることで形成を制御できることから、その形成・消滅の様子がよく観察されている。そこから   
得られた知見として、流動性の少ない「核」ができ、その周りにダイナミックな「殻」が形成されることで形成され、

消滅はその逆方向で起こることが報告されている［6］。VCP 過剰発現や、ATP 枯渇実験は、すでに凝集体を           
形成している細胞群について行っているため、これらの操作による流動性の低下は、消滅前の「核」のみになった状態、

あるいはそれに近づいた状態を示しているのではないかと考えられる。これについても、生細胞への膜透過処理による

細胞内分子の流出を観察し、凝集体が流動性の低い「核」なのか、ダイナミックな「殻」を持つのかを確かめることで、

さらなる検証を行う予定である。 
本研究ではさらに、VCP過剰発現によってRNA動態が回復することも明らかにした。翻訳制御の回復に関しては、

リボソーム複合体の凝集体へのリクルートが鍵となっていると考えられる。我々は、FUS 凝集体が、例えば上記の  

ストレス顆粒と異なり、リボソームのラージサブユニットをリクルートしていることを確認済みである（未発表）。  

ストレス顆粒が翻訳を抑制する構造体なのに対してFUS 凝集体が翻訳の異所的活性化を引き起こす要因がここにある

と仮定すると、VCPによるATP局所濃度の低下がFUS凝集体の「核」化を引き起こしているという仮説とあわせて、

VCP 過剰発現によるダイナミックな「殻」の損失が、ラージサブユニットのリクルート機能を逸失させたのではない

かと考えている。RNA局在の回復についても、同様の機構なのではないかと推測される。我々は過去に、FUS凝集体

による RNA 局在異常のメカニズムについて、Kinesin-1 タンパク質の凝集体へのリクルートと、それによる微小管  

翻訳後修飾の異常が原因であると報告した［2］。すなわちここでも、VCP 過剰発現によるダイナミックな「殻」の   

損失が  Kinesin-1 のリクルートを阻害し、その結果、微小管翻訳後修飾の回復と、それに依存した RNA 局在     

メカニズムの復調があったのではないかと考えている。これらのことについても、リボソームサブユニットや   

Kinesin-1あるいは翻訳後修飾を受けた微小管の染色により、その真偽を確かめる予定である。 
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