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1. はじめに
近年，細胞内の相分離が大きな注目を集めている．液-液相分離（liquid-liquid phase separation：LLPS）とも呼ばれるこの現象が，細胞内で重要な役割を担っていることが次々と明らかとなってきた．ここでいう生物学的相分離とは，散らばった分子が集まり，主に液滴が作られることによって分離する現象である．凝集と似ているが，大きな違いはその柔軟性にある．相分離によって形成されたものは流動的であり，さまざまな因子の微妙な変化によって可逆的に変化する．細胞は，相分離による区画化を巧みに使いこなし，高次機能の発現に役立てていると考えられている1）．これまでに細胞内顆粒として観察されていた核小体やRNA顆粒などは相分離による産物であり，膜のないオルガネラ（membraneless-organelle）と呼ばれ，あらためて脚光を浴びている．本稿では，現在最も研究が進められているRNA顆粒の形成に関与するFused in Sarcoma（FUS）タンパク質の相分離と，その制御因子である核内輸送受容体インポーチンβファミリーについて紹介する．インポーチンβファミリーは，細胞質中のタンパク質を核内へと輸送するタンパク質であるが，相分離性のタンパク質と結合することで相分離を抑制する「相分離シャペロン」としての機能を持つことが新たに明らかとなった．

2. RNA結合タンパク質FUS
近年の相分離ブームの火付け役となった研究対象がRNA結合タンパク質FUSである．FUSは脂肪肉腫関連遺伝子として発見されたが，その後，重篤な神経変性疾患である筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis：ALS）に関わることが明らかとなった2）．FUSは，全長526アミノ酸から構成されるが（図1A），RNA結合モチーフ（RRM）およびZnフィンガーモチーフ（ZnF）を除く，7割以上の領域が単独では特定の構造を持たない天然変性領域からなる．また，その天然変性領域の配列は限られたアミノ酸から構成された低複雑性ドメイン（low-complexity domain：LC）であるという特徴を持つ．N末端領域はセリン，チロシン，グリシン，グルタミン残基が豊富に存在することからSYGQ-rich領域，それ以外の領域にはアルギニン-グリシン-グリシンの繰り返しが多く存在することから，RGG-repeatと呼ばれる．LCは数種類のアミノ酸に富んでることに加え，決まった繰り返しパターンを持つことが多い．SYGQ-rich領域では，チロシン残基の前後にグリシンまたはセリンが並んだ［S/G］Y［S/G］の繰り返しが多くみられる．多くのタンパク質がLCを持つことが認識されていたが，その天然変性領域の機能は謎に包まれてきた．
[image: ]図1 FUSのドメイン構造とKapβ2による相分離抑制

近年の研究により相分離におけるLCの重要性が明らかとなってきた．FUSは細胞内においてRNA顆粒と呼ばれるRNAとタンパク質からなる構造体に含まれること知られていたが，その機能は明らかとされていなかった．2012年，McKnight研究室のグループがFUSの相分離によるヒドロゲル化がRNA顆粒の形成に重要であることを明らかとした3）．特に，N末端領域のSYGQ-rich領域が相分離に重要であることを示し，アミロイド様のクロスβポリマーを形成することが示された．2017年には固体NMR法により立体構造が決定され，SYGQ-rich領域の作るクロスβポリマー構造が原子レベルで明らかとなった4）．通常のアミロイド線維よりも疎水的な相互作用が少ないことから，柔軟性を持つことが示唆された．この他，生体高分子の相分離研究のトップを走るHyman研究室やRosen研究室をはじめとするさまざまなグループによりFUSの相分離に関する研究が行われ，FUSは相分離研究のモデルタンパク質となっている5, 6）．

3. 核内輸送受容体インポーチンβファミリー
FUSはC末端にある核移行シグナル（nuclear localization signal：NLS）によって，主に核に局在する．FUSのNLSはプロリン-チロシン残基を持つPY-NLSに分類されるものであり，Karyopherin β2（Kapβ2）によって認識される．Kapβ2は核内輸送受容体であるインポーチンβファミリーの一つであり，PY-NLSを持つタンパク質を核内へと輸送することが知られている．ヒトではおよそ20種類のインポーチンβファミリーが存在し，それぞれ特有のNLSを認識し，核内へと輸送基質を運搬する働きを持つ7）．
核-細胞質間の生体高分子のやり取りは核膜上に存在する核膜孔複合体（nuclear pore complex：NPC）を通して行われる．円筒状のNPC内部は核膜孔タンパク質（nucleoporin：Nup）のフェニルアラニン-グリシン配列に富んだFG-repeatで満たされており，40 kDa以上の生体高分子は自由に行き来ができない．FG-repeatもLCの一種であり，相分離による分子バリアを作ることで，不要な生体高分子の出入りを防ぐと考えられている8）．インポーチンβファミリーはNPCを通過できる性質を持っており，インポーチンβファミリーと結合した生体高分子が選択的にNPCを通過できる仕組みとなっている．
FUSのALSに関連するアミノ酸変異を伴う遺伝子変異はPY-NLS領域に集中している．病態として，細胞質でのFUSの沈着がみられることから，Kapβ2によるFUSの核輸送の破綻と疾患との関連が示唆される．

4. 相分離シャペロンとなるインポーチンβファミリー
FUSは高い自己会合性を示すことから，その自己会合性による凝集が疾患を招くと考えられ研究されてきた．分散状態と凝集状態の中間ともいえる相分離状態が明らかになったことで，FUSの新たな側面がみえてきた．FUSは細胞質ではストレス顆粒と呼ばれるRNA顆粒の一種の主要なコンポーネントとなることが知られている．ストレス顆粒は，ストレス時に一過的に形成され，mRNAを蓄え翻訳を抑制することで細胞を守ると考えられている．つまり，FUSの自己会合による相分離は細胞の防御応答に役立っており，ストレス顆粒がうまく解消されないことにより，異常な凝集体へと状態変化することが問題である考えられるようになってきた．疾患に関連するFUSのアミノ酸変異が，Kapβ2との相互作用に関わるPY-NLSに集中していることから，我々は，FUSを細胞質から核内へと輸送するKapβ2がFUSの相分離を制御する鍵となると考えた．まず，相分離状態のFUSに対してどのように働くかについて調べた．精製したタンパク質を用い，テストチューブ内でのFUSの液滴解析を行った．FUSの液滴を形成させてから，Kapβ2を加えたところ，速やかにFUSの液滴は消失した（図1B）．Kapβ2以外のインポーチンβであるインポーチンα/β1やKap121では，部分的に抑制するもののKapβ2ほどの抑制能は持たなかった．しかし，FUSのNLSをインポーチンα/β1とKap121がそれぞれ認識する特有のNLS配列に置き換えたところ，高い相分離抑制能を示した．その他の検証実験の結果からも，相分離抑制にはNLSを介した強い相互作用が重要であることが示された9）．

5. Kapβ2とFUSとの相互作用
Kapβ2がFUSの相分離を抑制するためにはPY-NLSとの相互作用が重要であることが明らかとなったが，FUSのPY-NLSはC末端のわずか20アミノ酸程度の領域であり，相分離を促進するSYGQ-rich領域やRGG-repeatは残りの500残基の広域にわたって存在する．Kapβ2がFUSの相分離を抑制するためにPY-NLSとの結合だけで十分であるか，疑問が残った．そこでPY-NLSを持たないFUSに対して，Kapβ2は相分離抑制を行えるか検証を行った．その結果，PY-NLSを介して結合できない状態であったとしても過剰量のKapβ2を加えることでFUSの相分離を抑制する効果がみられた．
Kapβ2とFUSのPY-NLS以外の領域との相互作用について，さらに解析を進めた．Kapβ2とFUSとの複合体でのX線結晶構造解析を試みたところ，複合体での結晶化およびデータ収集には成功した．しかし，Kapβ2については全長を電子密度にあてはめモデリングできたのに対し，FUSにおいて電子密度が確認できたのはPY-NLS領域のみであった．したがって，X線結晶構造解析の結果からは，Kapβ2とFUSのPY-NLS以外の領域との相互作用は，弱いものであるか，過渡的であることが示唆された．そこで，弱い相互作用を検出するため，NMRによる解析を行った．同位体標識したFUSに対して，Kapβ2を加えた結果，複数のシグナルの摂動がみられた．Kapβ2が相互作用するFUSの領域は広域にわたっており，SYGQ-rich領域やRGG-repeatといったLCを含むさまざまな領域と相互作用することが明らかとなった．以上の結果を踏まえ，Kapβ2はPY-NLSを介した強い相互作用によって，その他の相分離に関与する領域との相互作用が可能となり，相分離を抑制するシャペロンとしての機能を果たすモデルを提唱した．

6. まとめと今後の展望
我々の研究グループの他に，3グループが同時に同様の研究成果を発表した10–12）．我々がKapβ2とFUSとの相互作用にフォーカスして，物理化学的な手法による相互作用解析を行ったのに対し，他のグループはFUS以外のRNA結合タンパク質に対する相分離抑制能の検証，酵母やショウジョウバエを用いた細胞内での機能解析や，FUSのRGG-repeatのアルギニンのメチル化といった翻訳後修飾の影響についての結果を報告した．また，興味深いことは，このKapβ2の相分離シャペロンとしての機能がNPCを通過する際にも重要に思える点である．これまで，インポーチンβファミリーが選択的にNPCを通過するメカニズムは謎であったが，インポーチンβの相分離シャペロンとしての機能によりLCであるFG-repeatで満たされた核膜孔内部を通過することができるようになると考えられる13）．インポーチンβファミリーは，これまで輸送タンパク質としての役割のみが知られてきたが，LCをほどく機能が重要な機能であることが明らかとなりつつある（図2）．相分離を起こす研究は盛んに行われているが，それらを制御する因子についてはいまだ明らかにされていない点が多いため，今後の研究が期待される．
[image: ]図2 インポーチンβファミリーの細胞内での機能モデル
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インポーチンβファミリーは相分離状態を解消させることで機能すると考えられる．
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（A）FUSのドメイン構造．SYGQ：SYGQ-rich領域，RGG：RGG-repeat, RRM：RNA結合モチーフ，ZnF：Znフィンガーモチーフ，NLS：核移行シグナル．（B）相分離によるFUSの液滴はKapβ2の添加により消失する．
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