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学 位 論 文 内 容 の 要 旨 
 

 

博士の専攻分野の名称 博士（薬科学） 氏 名  河 原 大 貴 

 

 

 

学 位 論 文 題 名 

 

 FUS R495X変異による ALS発症機構の解明 

 

 

 【序論】 

 

筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS）は、運動神経が選択的に変性す

る進行性の神経変性疾患である。家族性患者の遺伝子連鎖解析から、様々な原因因子が同定され

ている。特に RNAの代謝に関与するタンパク質をコードする遺伝子の変異が多数報告されている

ことから、RNAの機能異常が ALS発症に寄与すると考えられている。しかしながら、その発症機

構は明らかではない。ALSの原因因子の一つである FUS（Fused in sarcoma）は DNAや RNAに直

接結合することで、転写やスプライシング等に関与する核内 RNA結合タンパク質である。FUS分

子内の ALS関連遺伝子変異は、C末端に存在する核移行シグナル(Nuclear localization signal, 

NLS)周囲に集中しており、同変異体タンパク質は異常な細胞質局在を呈する。また、FUSに変異

を持つ家族性 ALS患者及び一部の孤発性患者の病理所見において、FUSの異常な凝集体が主に運

動神経細胞の細胞質に認められる。 

これら知見から、FUS変異体による家族性 ALS発症機構として、核内機能喪失による Loss-of-

function及び、細胞質内での凝集体形成による toxic gain-of-functionの寄与が考えられてい

た。しかし、FUS KO ゼブラフィッシュやマウスにおいて ALS 様の症状を示さないこと等から、

FUSの loss of functionは ALS発症機構に対する寄与が低いことが示唆されている。これらの

経緯から FUSの凝集体形成が ALS発症に深く寄与すると考えられている。そのため、FUSの凝集

体形成機構解明を目指しこれまで多くの研究がなされているが、未だ解明には至っていない。 

家族性変異の一つである R495X変異は、495番目のアルギニンがストップコドンに置換してお

り、NLSを完全に欠損している。同変異を持つ家族性患者は急速な疾患進行を示す。所属研究室

では R495X変異体が神経細胞の細胞質において、局所的に集積し細胞内構造体を形成することを

見出している。この発見を基に、本研究では、FUS R495X変異体を用い、FUSの細胞内構造体形

成分子機構及び、構造体形成と疾患発症との関連性を明らかとすることを目的とした。 

 

【結果・考察】 

 

R495X構造体形成分子機構に関して 

 

各 RNA結合ドメインの欠損変異体を用い、細胞内局在を観察することで構造体形成に必須な領

域を同定した。その結果、Gly-rich,RGG１,RGG２ドメインが構造体形成に必須であり、ZnFドメ

インは構造体形成に一部寄与することが分かった。次に、CLIP 法を用い各欠損変異体の RNA 結

合量を検証した。その結果、構造体を形成しない欠損体であるΔGly-rich, ΔRGG1, ΔRGG2の

欠損変異体では R495X変異体と比較して RNAとの結合量が約 9割減少することを示した。以上の

結果から、R495Xの構造体形成には RNAとの結合が重要であることが示唆された。次に精製系を

用い FUSの相転移への RNAの寄与について検証した。その結果、FUSは RNAと共に相転移し、さ

らに FUSの相転移を RNAが促進することを示した。 

以上の結果から、FUSは RNAと相互作用することで相転移する性質をもち、R495X変異体は Gly-

rich, RGG１, RGG２ドメインを介して RNAと相互作用することにより相転移が促進された結果、



構造体を形成すると考えられる。 

 

R495X構造体形成による細胞内変化に関して 

 

R495X構造体内には R495X変異体と RNAが共に集積すると考えられることから、集積した mRNA

の翻訳、分解、局在等に異常が起こる可能性を考えた。そこで本研究では FUS分子内の RNA結合

ドメイン及び R495X結合 RNAに着目し解析を行った。 

まず、各欠損変異体の細胞死への寄与について検証した。その結果、構造体を形成しない Gly-

rich, RGG1, RGG2ドメインの欠損変異体は神経細胞死を誘引しないこと、RRMドメインの欠損変

異体は構造体を形成するにも関わらず、神経細胞死を誘引しないことが分かった。さらに RRMド

メイン内の RNA結合に寄与するアミノ酸を置換した 4FL 変異体を作製し、同様の解析を行った。

その結果、RRMドメインの欠損体同様神経細胞死を引き起こさなかった。以上の結果から、R495X

構造体は RRM ドメインを介した RNA との結合を介して神経細胞死を引き起こすことが示唆され

た。 

次に、R495X変異体が結合する RNAについて CLIP-RNAseq法を用い得られた網羅的データを用

い解析を行った。その結果、R495X変異体は、細胞の形態形成及び軸索形成に関わる遺伝子群の

3’UTR に結合することが分かり、リボソームの構成に関わる遺伝子群の CDS に結合することが

分かった。その後、3’UTRに着目した解析から、神経細胞の軸索や樹状突起内で局所的に翻訳さ

れる遺伝子の 3’UTRを好んで結合することが分かった。特に結合量の多かった Actb, Maptに着

目し、これら mRNAとの結合に RRMドメインが寄与するか RNA-IP法により検証した。その結果、

Actb, Mapt mRNAとの結合に RRMドメインが寄与することを明らかにした。 

以上の結果から、R495X変異体は RRMドメインを介して Actb, Mapt mRNAと結合することで、

軸索における局所的翻訳機構の破綻を引き起こす可能性が考えられる。 

 

【総括】 

 

 本研究により、FUS R495X変異体は、Gly-rich, RGG1, RGG2ドメインを介して RNAと結合する

ことで相転移し構造体を形成することが示唆された。また、R495X構造体は、Actb, Mapt等の局

所的翻訳される RNAの 3’UTR部分を RRMドメインを介して認識し、構造体内に取り込むことで、

局所的翻訳機構の破綻を引き起こす、新規分子機構の存在が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


