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相分離液滴へのゲストタンパク質の取り込みと運動性の解析 
̶p53やFUSをモデルとして̶

鎌形 清人

1. はじめに

ストレス顆粒や核小体などの膜のないオルガネラは液‒
液相分離（liquid‒liquid phase separation：LLPS）によって
形成された液体状の会合体（液滴）であると考えられるよ
うになってきた．LLPSとは，分子が低い濃度で均一に溶
けている液相と分子が密に集合した液相（液滴）に分かれ
る現象である．タンパク質，RNA, DNAなどのLLPS関連
分子が集合した液滴は，DNAの修復，転写，ストレス応
答などのさまざまな生物学的な反応場として機能してい
る．この液滴の反応場は，集団を形成することで，希薄な
溶液中では達成できない高効率な反応を可能にしている．
近年，LAF-1, FUS, TDP-43などのLLPS関連タンパク質が
相次いで見つかり，我々も，がん抑制タンパク質p53が単
独で液滴を形成することを報告した 1）．LLPS関連タンパ
ク質は，液滴を単独で形成するホスト（足場）と液滴に局
在するゲスト（クライアント）に分類できる．

LLPS関連タンパク質の継続的な発見にもかかわらず，
ホスト‒ゲスト間の相互作用は複雑であり，タンパク質の
LLPSの物理化学的な理解があまり進んでいない．ホスト
タンパク質として，フォールドしたタンパク質より，特定
の立体構造をとらない天然変性タンパク質が多く同定され
ている．カチオン-πや疎水性などの弱いが多価的な相互作
用が天然変性領域間で起こり，液滴形成の駆動力となって
いる．対照的に，膜のないオルガネラに取り込まれるゲス
トタンパク質の種類はオルガネラごとに異なるが，その取
り込み（局在化）のメカニズムは，ホスト‒ゲスト間の特
異的な相互作用や二つの先行研究 2, 3）を除いてほとんど明

らかにされていなかった．では，どのような因子が液滴へ
のゲスト分子の取り込みを決めているのであろうか？　ま
た，ゲストタンパク質達は液滴に取り込まれた後で，液滴
内でどのように動き回り，集団として機能するのであろう
か？　希薄溶液中では，タンパク質の並進拡散運動の速さ
は分子のサイズと溶液の粘度に依存するが，液滴中ではゲ
ストタンパク質とその隣接するホストタンパク質との間の
相互作用などにより複雑な動きをすると考えられる．
近年，我々は，サイズ，構造，オリゴマー状態の異なる

18種類のゲストタンパク質（蛍光標識）を用意し，斜光
照明蛍光顕微鏡を用いて，ホストタンパク質p53の液滴に
対するゲストタンパク質の取り込みとその並進運動の解析
を行った 4）．さらに，ホストタンパク質FUSの液滴に対し
ても同様の解析を行った 5）．本稿では，これらの解析で明
らかにした液滴集団固有の法則を紹介したい．

2. 液滴へのゲストタンパク質の取り込み

まず，どのような因子が液滴へのゲストタンパク質の
取り込みを決めているかを明らかにするため，蛍光非修
飾のp53の液滴に蛍光修飾のゲストタンパク質を取り込ま
せて，その取り込みの度合いを斜光照明蛍光顕微鏡で計測
した 4）．この実験では，ホストタンパク質を25 µMの濃度
で，蛍光修飾したゲストタンパク質を100 nMの濃度で調
製した．また，細胞内で生体分子が混雑している環境を
模倣し，デキストランを添加することで，ホストタンパク
質の液滴を大きくして，計測しやすくした．通常のエピ照
明では，z軸方向に液滴だけでなくその外側の溶液も照明
してしまうため，選択的に液滴内の蛍光強度を計測する
ことは難しい．一方，斜光照明は，シート状のレーザー光
で液滴の断面を照明することができ，より定量的な計測を
可能にする（図1A）．液滴への取り込みの度合いは，斜光
照明を用いて液滴の中側と外側の溶液からの蛍光強度を求
め，その比としてEnrichment index（EI）を計算した（図
1A）．EIは，液滴内の蛍光強度が液滴外に比べて何倍高い
かを表している．折りたたまれたゲストタンパク質として
HU, Fis, Cas9などを，天然変性のゲストタンパク質として
LAF1のRGGドメイン，Nhp6A, FUS, p53，ポリアルギニン
などを用いた．ホストの相分離タンパク質として天然変性
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タンパク質の方が多く見つかっているため，天然変性タン
パク質の方が折りたたまれたタンパク質よりよく取り込ま
れると予想した．ところが，この予測に反し，p53の液滴
へのゲストタンパク質の取り込み度は，ゲストタンパク質
が天然変性かフォールドかによって大きく変わらないこと
がわかった（図1B）．対照的に，液滴へのゲストタンパク
質の取り込みは，ゲストの電荷のある残基（アルギニン，
リシン，アスパラギン酸，グルタミン酸）の総数と相関す
ることがわかった（図1C）．これは，ホスト-ゲスト間の
静電的相互作用が液滴への取り込みに重要であることを表
している．また，アルギニンとチロシン残基の総数とも相
関していたことから，ホスト‒ゲスト間でのアルギニンの

正電荷とチロシンの芳香環のπ電子との相互作用（カチオ
ン-π相互作用）も重要であることがわかった（図1C）．こ
れは，FUS液滴へのFUSファミリータンパク質の取り込み
を調べた先行研究の結果とも類似していた 2）．
続いて，ホストをp53からFUSに変えたとき，液滴への

ゲストタンパク質の取り込みがどのように変化するかを
調べた 5）．p53の液滴は天然変性領域間での静電的な相互
作用で形成されている 1）が，FUSの液滴は天然変性領域
間でのクロスβ構造やカチオン-π相互作用などで形成され
ている 2, 6‒9）．興味深いことに，p53の液滴の場合とは異な
り，FUSの液滴には，折りたたまれたタンパク質よりも天
然変性タンパク質がよく取り込まれることがわかった（図

図1 蛍光顕微鏡を用いた液滴内へのゲストタンパク質の取り込み解析
（A）斜光照明蛍光顕微鏡を用いた液滴の蛍光画像解析の模式図．左：蛍光修飾していないホストタンパク質の液滴
に蛍光修飾したゲストタンパク質を取り込ませ，斜光照明（HILO，水色）でシート状断面を照明し，そこからの
蛍光を観測した．右：蛍光画像から液滴内外の蛍光強度の比を計算し，取り込み度を評価した．（B）p53の液滴へ
の蛍光修飾したゲストタンパク質の局在の画像．（C）p53の液滴へのゲストタンパク質の取り込み度（Enrichment 
index）とゲストタンパク質の物理パラメータとの関係．（D）FUSの液滴へのゲストタンパク質の取り込み度（Enrich-
ment index）とゲストタンパク質の物理パラメータとの関係．（B～D）の図では天然変性タンパク質（IDP）と折り
たたまれたタンパク質（Fold）に分類した．（A）と（D）の図は文献5を，（B）と（C）の図は文献4を改変し使用した．
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1D）．サイズの大きな折りたたまれたタンパク質は小さい
ものと比較してホストと静電相互作用やカチオン-π相互作
用しやすいため，液滴によく取り込まれると予測された
が，小さいものと同程度の取り込みであることがわかっ
た．このデータを解釈するため，液滴内の空隙の大きさに
着目した．液滴内の空隙の存在は，FUSの液滴に圧力をか
けると溶けることからも支持されている 10）．FUSはp53の
四量体と比較してそのサイズが小さいため，FUSの液滴内
の空隙の大きさはp53の場合と比較して小さくなり，大き
な折りたたまれたタンパク質がこの空隙から排除されやす
いと考えられる（図3A参照）．一方，天然変性タンパク質
は，液滴内の空隙にフィットするように，その立体構造を
柔軟に変えることができるため，空隙から排除されにく
く，周りのホストタンパク質と強く結合すると考えられる
（図3A参照）．以上より，液滴内の空隙がゲストタンパク
質のサイズ依存的な取り込みを決める要因の一つであるこ
とが明らかとなった．

3. 液滴内でのゲストタンパク質の並進運動

液滴に取り込まれたゲストタンパク質がどのように液滴
内を移動しているかを明らかにするため，p53やFUSの液
滴内の単一分子の動きを追跡し，観察した 4, 5）．レーザー
光で照明された液滴のシート状の断面で単一分子が重なら
ないで識別できるように，蛍光修飾したゲストタンパク質
の濃度をnM以下に下げて，計測を行った（図2A）．計測
したすべてのゲストタンパク質は液滴内でランダムに向
きを変えながら，移動することがわかった（図2A）．平均
移動距離の2乗のプロットの解析から，すべてのゲストタ
ンパク質は液滴内で拡散運動をすることがわかった．拡散
運動とは，ブラウン運動とも呼ばれ，熱エネルギーによる
運動である．また，GFPやFisなどの折りたたまれたタン
パク質は，poly-Rやp53などの天然変性タンパク質よりも
はるかに速く拡散運動した（図2B）．一連のゲストタンパ
ク質の結果を比較したところ，液滴内での拡散運動の速さ
はゲストタンパク質がフォールドしているか天然変性領域
を持つかで変わることがわかった（図2B）．ゲストが天然

図2 p53の液滴内でのゲストタンパク質の運動解析
（A）単分子蛍光顕微鏡によって観測されたp53の液滴内でのp53のスナップショット（左）と軌跡（右）．右の図は，
赤がp53の軌跡，白色が液滴を表す．（B）p53の液滴内でのゲストタンパク質の拡散係数とゲストタンパク質の分子
量との関係．天然変性タンパク質（IDP）と折りたたまれたタンパク質（Fold）に分類した．実線はべき乗則でベ
ストフィットしたものである．（C）分子動力学シミュレーションによって再現されたp53の液滴内でのゲストタン
パク質の軌跡（左）とスナップショット（右）．右の図で，ホストのp53は緑色で，他のゲストタンパク質は緑以外の
色で色づけした．（A）と（C）の図は文献4を，（B）の図は文献5を改変し使用した．
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変性タンパク質の場合，その拡散定数は，ホストのp53や
FUSと比べてわずかに速いか，または，同程度であり，分
子量の増加に伴いわずかに減少した．一方，折りたたま
れたゲストタンパク質は，そのサイズが小さいとき，天然
変性タンパク質より1桁程度すばやく拡散運動した．さら
に，折りたたまれたタンパク質のサイズが大きくなると，
その拡散定数は遅くなり，天然変性タンパク質と同程度と
なった．ホストがp53やFUSの場合でも同様の特性がみら
れたことから，一般的な性質を表していると考えられる．
続いて，液滴内のゲストタンパク質の運動特性がどうし

て折りたたまれたタンパク質と天然変性タンパク質とで異
なるかを調べるため，粗視化した分子動力学シミュレー
ションを用いて，p53の液滴内でのゲストタンパク質の拡
散運動を解析した 4）（図2C）．図2Cの左パネルは，シミュ
レーション中に動いたゲストタンパク質の軌跡を表してい
る．FisやGFPなどの折りたたまれたタンパク質のように
広がった軌跡は，液滴内ですばやく移動したことを反映し
ている．折りたたまれたタンパク質は，液滴の空隙内で隣
接するホストタンパク質と弱く相互作用し，空隙の中をす
ばやく拡散運動することがわかった（図2C，右パネル）．
対照的に，p53およびポリアルギニンなどの天然変性タン
パク質はその構造を変えてホストのp53と強く相互作用す
るため，その拡散運動が遅くなった．
以上の結果を踏まえて，液滴内でのゲストタンパク質の

運動モデルを構築した（図3B）．まず，小さい折りたたま
れたタンパク質は，液滴の空隙を通ってすばやく移動でき

るが，大きい折りたたまれたタンパク質は空隙の中でその
移動が制限されるため，遅い拡散運動をすると考えられ
る．この折りたたまれたゲストタンパク質の分子量依存
性は分子量のべき乗則を使って解析でき，p53の液滴の場
合，−1.50乗，FUSの液滴の場合，−1.55乗であった．タ
ンパク質の液滴内でのべき乗の絶対値は，細胞内でのタ
ンパク質の拡散運動の場合 11, 12）（−0.70～−0.75）より，約
2倍大きいことがわかった．これは，タンパク質の液滴で
は，分子ふるい効果（molecular sieving effect）が強く出て
いることを反映している．すなわち，大きなゲストタンパ
ク質ほど液滴の網目（小さな空隙）に引っかかり，移動す
るのが遅くなるため，小さいものと大きいものの差がより
大きくなると考えられる．
ゲストが天然変性タンパク質の場合，その立体構造を柔
軟に変形させ，液滴内で隣接するホストタンパク質と強
く結合している．そのため，ホストタンパク質の動きと
同程度の速さで，または，少し早く動くと考えられる．天
然変性タンパク質の分子量依存性は，p53の液滴の場合，
−0.22乗，FUSの液滴の場合，−0.33乗であり，細胞内で
のタンパク質の拡散運動よりその絶対値が小さくなった．
これは，小さな天然変性タンパク質でもその立体構造を変
えて比較的強くホストタンパク質と結合でき，液滴内での
移動の速さが大きな天然変性タンパク質の速さに近づいた
ためと考えられる．

図3 FUSの液滴におけるゲストタンパク質の取り込み（A）や並進運動（B）のモデル
液滴（灰色の点線）はホストのFUS（可溶性タンパク質MBPとの融合）によって形成される．（A）では，天然変性
タンパク質（赤）と小さい折りたたまれたタンパク質（青）は液滴に取り込まれる．一方，大きい折りたたまれたタン
パク質（青）はホスト‒ゲスト相互作用が強くなり，小さいものより取り込まれると予想されるが，液滴の空隙から
排除されるため，その取り込みは抑えられている．（B）では，小さい折りたたまれたタンパク質（青）は液滴内の空
隙をぬってすばやく移動できるが，大きい折りたたまれたタンパク質（青）は空隙にトラップされてゆっくりと移動
している．天然変性タンパク質はその立体構造を変えて，ホストのFUSと強く相互作用し，ゆっくりと移動してい
る．（A）と（B）の図は文献5を改変し使用した．
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4. まとめと今後の展開

本稿では，生体内で起こる液‒液相分離現象に焦点を当
て，液滴へのゲストタンパク質の取り込み現象，および液
滴内での運動性の解析について解説してきた．まず，液滴
へのゲストタンパク質の取り込みでは，ホスト‒ゲスト間
の静電相互作用やカチオン-π相互作用が駆動力となること
がわかった．一方，FUSのような空隙の小さい液滴では，
大きな折りたたまれたタンパク質が空隙から押し出され，
取り込まれにくいこともわかった．ホストが短い人工相
分離ペプチドの場合，液滴内の空隙が小さくなり，ゲスト
タンパク質のサイズ依存的な排除がより顕著になった 13）．
以上より，液滴を構成するホストが変われば，ホスト‒ゲ
スト間の相互作用や液滴内の空隙の大きさが変わり，液滴
へ取り込まれるゲストの種類も変わると考えられる．した
がって，膜のないオルガネラは，これらの法則のバランス
を変えて，選択的なゲストの取り込みを可能にしている．
しかし，膜のないオルガネラは20種類以上存在し，それ
らに取り込まれるゲストタンパク質の種類はオルガネラご
とに異なる．そのため，今回発見した法則のみを使って，
膜のないオルガネラへの取り込み現象のすべてを説明する
ことは難しい．液滴への選択的なゲストの取り込みにはま
だ未解明の法則があり，近い将来それらが解明されること
を期待している．
液滴内でのゲストタンパク質の運動性は，折りたたまれ

ているか変性しているかで異なることがわかった．この性
質は二つのホストで共通してみられたことから，一般的で
ある可能性が高い．液滴内ではさまざまなゲストタンパク
質が局在し，この運動の性質に従い液滴内で動き，機能し
ている．たとえば，小さな折りたたまれたゲストタンパク
質は液滴内ですばやく移動できるため，液滴内でのリガン
ドの輸送などの役割を担っているかもしれない．今後，液
滴内でのゲストタンパク質の運動性と機能との関連性が明
らかになるであろう．
最後に，我々の最終目標は，天然のタンパク質の相分離

状態を計測し，その背後にある法則を学び，非天然の相分
離タンパク質ツールを一から人工的に設計することであ
る．今回得られた，液滴へのタンパク質の選択的取り込み
やその運動性の法則を考慮することで，相分離タンパク質
をよりスマートに設計できると考えられる．さらに，液‒
液相分離は効率的な反応場として機能するが，疾患に関
連する固体状の凝集体形成を引き起こすリスクがあるた
め，相分離タンパク質は将来的な創薬のターゲットとなる
であろう．創薬では，液滴内で固体状の凝集体に成長しな
いように，相分離状態を制御することが必要である．天然
のタンパク質がFUS液滴の形成を制御できること 14）が報
告されているが，相分離状態を制御できる分子の設計や開

発 15, 16）が今後必要となるであろう．
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