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緒緒  言言  

 
RNA 結合タンパク質の多くは、単独では特定の構造をとらない天然変成領域を有しており、その相分離性が注目を

集めている。相分離により、関連分子群を液滴として集積させることで、様々な高次機能を発現すると考えられている。

通常、相分離による液滴は流動的かつ可逆的であり、形成と消失を繰り返せる性質を持つが、液滴の状態が適切に制御

されないと、不可逆的な凝集体を形成する場合がある。重篤な神経変成疾患では相分離性タンパク質の凝集沈着物がみ

られることから、相分離異常と疾患との関連が示唆されている。 
高い相分離性を示すRNA 結合タンパク質 FUS は、主に核内で機能するタンパク質であり、転写やスプライシング

などに関与する。FUSの核内への輸送は、その輸送受容体であるトランスポーチン1（カリオフェリンβ2：Kapβ2）
によって行われる。Kapβ2はFUSの核移行シグナルNLSを認識して結合し、複合体となって核内へと入る。核内で

は低分子量GTPaseであるRanがKapβ2結合することにより、FUSが乖離することで輸送が完了する。遺伝性の筋

萎縮性側索硬化症ALSにおいて、NLS領域のミスセンス変異が多く見つかっており、これらの変異体は細胞質で凝集

体を形成する［1～3］。これまでに、Kapβ2は核内へと輸送するだけでなく、FUSの相分離および凝集を抑制する働

きを持つことが明らかとなっている［4～7］。 
遺伝性ALSの原因遺伝子は多数報告されているが、その中でも最大の割合を占めるものがC9orf72遺伝子の繰り返

し配列の増幅である。イントロンの6塩基GGGGCCの繰り返しが少なくとも20回以上に増幅することにより、ATG
非依存的な翻訳が起こり、センス鎖、アンチセンス鎖およびフレームの違いから、合計5種類の2アミノ酸の繰り返し

ペプチドが産出される。なかでも、アルギニン残基を含むプロリン–アルギニンまたはグリシン–アルギニンの繰り返し

配列であるPRnまたはGRnの毒性が特に高いといわれており、相分離に干渉することも示唆されている［8，9］。 
我々は C9orf72 遺伝子由来のポリペプチドが Kapβ2 による FUS の制御機構に与える影響を調べた。その結果、

PRn および GRn が Kapβ2 に繰り返し回数依存的に結合し、相分離抑制能を阻害することを見出した。PRn につい

てさらに解析を進めた結果、PRn はKapβ2 のNLS 結合領域と相互作用することで、FUS との結合を阻害している

ことを明らかとした［10］。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．繰繰りり返返ししペペププチチドドにによよるるKKaappββ22阻阻害害  

FUS の相分離が起こると液滴の形成に伴い溶液の濁度が上昇するため、濁度により相分離の程度を評価した。FUS
の相分離に対して、Kapβ2の有無に加え、C9orf72から産出されるPR、GR、PA、GP、GAが20回繰り返されたも

のの存在下での濁度を評価した。FUS と Kapβ2 は大腸菌により発現、精製を行い試料調製した。繰り返しペプチド

は化学合成したものを用いた。その結果、Kapβ2存在下では濁度が低下したのに対して、PR20またはGR20を加え

た条件では、Kapβ2による濁度の低下がみられなかった（図1a）。PA20、GP20、GA20はKapβ2によるFUSの相

分離抑制に大きな影響を与えなかった。PR20 を加えた条件について、顕微鏡観察を行った。FUS のC 末端にEGFP
を付加したものを用いることで、蛍光観察を行った。その結果、Kapβ2 存在下で消失するFUS の液滴がPR20 の添
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加により観察されたことから、PR20によりFUSの液滴形成が維持されることが明らかとなった（図1b）。 
 

 

図1．C9orf72由来繰り返しペプチドによるKapβ2阻害 
a） 各 20 回の繰り返しペプチド存在下でのFUS に対するKapβ2 の相分離抑制能の濁度法

による評価。全て等モルで加えた。 
b） FUSの相分離液滴の蛍光顕微鏡観察像。Kapβ2、PR20、Kapβ2抑制複合体（Kapβ2-

Μ9Μ）存在下で観察を行った（スケールバー：10μm）。 
 

22．．KKaappββ22ととPPRRnnととのの相相互互作作用用  
異なる繰り返し回数のPRnを用いて、Kapβ2との相互作用をプルダウンバインディングアッセイにより評価した。

MBP に 8 回または 18 回の繰り返しペプチドを融合したものを調製した。GST-Kapβ2 を結合担体に固定し、そこに

MBP 融合繰り返しペプチドを加えインキュベートし、洗浄後の結合画分を SDS-PAGE により評価した。その結果、

Kapβ2はMBP-PR8には結合せず、MBP-PR18にのみ結合した（図2a）。SEC-MALSによる相互作用解析では、溶

出位置の変化から Kapβ2 と MBP-PR18 は 1：1 での相互作用が示唆された（図 2b）。等温滴定カロリメトリーによ

る結合解析を行ったところ、その結合定数Kdは80 nMと見積もられた。 

図2．PRnとKapβ2との相互作用 
a） プルダウンバインディングアッセイによる結合実験。 
b） SEC-MALSによる相互作用解析。 
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33．．NNMMRR法法にによよるる相相互互作作用用部部位位解解析析  
PRn が Kapβ2 のどこに結合するかをより詳細に調べるために NMR 法による解析を行った。Kapβ2 のメチル基

を選択的に標識し、NMR解析を行ったところ、良好に分散したスペクトルを得ることができた。PR20、NLS結合部

位に強力に結合するM9Mペプチド、FUSのNLS欠損体を加え解析を行った。その結果、PR20またはM9Mを加え

た条件で、同様のスペクトルの変化が観察された（図 3）。PR20 存在下に特有のスペクトル変化も見られたことから、

PR20はKapβ2のNLS結合部位と部分的に重複することが示唆された。 
 

 

 

図3．NMR法による相互作用解析 
Kapβ2にPR20、M9M、またはM9MとFUSのNLS欠損体（FUS-ΔNLS）を加えた

際のスペクトル（左）。代表的なスペクトル変化と相互作用のモデル図（右）。 
 

考考  察察  

  

C9orf72 遺伝子の繰り返し増幅の影響については様々な可能性が示唆されており、未だ議論の途上ではあるが、本研

究を通して C9orf72 遺伝子に由来する繰り返しペプチドによる新たな細胞毒性のメカニズムが提案された。C9orf72
遺伝子に由来するアルギニンリッチな繰り返しペプチドは、繰り返し回数依存的にKapβ2に結合し、その相分離抑制

能を阻害することが明らかとなった。PR20 はKapβ2 のNLS 結合部位に入り込み、核内輸送および相分離抑制の両

方に重要な NLS との相互作用を阻害することで、細胞質中での FUS の相分離を促進し、異常な凝集沈着物を誘導す

ると考えられる。Kapβ2 と NLS との相互作用は核内輸送のための選択性の高い認識であるが、単純なアルギニンリ

ッチな繰り返し配列によって、その機能が阻害されてしまう点は興味深い。結合実験により明らかとした繰り返し回数

依存的な結合やNMR解析の結果から、繰り返しペプチドとKapβ2との相互作用はNLS結合部位以外を含む多点相

互作用であることが示唆される。繰り返し配列ペプチドがNLS 結合部位以外の領域にどのように結合し、相分離抑制

に影響を与えているかについては、今後明らかにすべき課題である。 
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