
相分離研究を批判的に分析する (Genes Dev., 2019, 33, 1619-1634, open access )

 ⽣命現象と絡めた液-液相分離(LLPS)研究が世間を賑わせているが、
細胞内でLLPSが⽣化学プロセスに関与していることを証明するための条件が明確でなく、
⼗分な根拠が提⽰されていない例が少なくない。

 このPerspectiveは、過去に報告された引⽤数の多い細胞内LLPS論⽂を批判的に検討する
ことで、これらの論⽂がどのような論拠に基づいていたのかを分析するとともに、
今後の細胞内LLPS研究はどのように取り組まれるべきかを議論することを
⽬的としている。
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液-液相分離（LLPS）の特徴

 分⼦がある濃度になったときに、⾼濃度相と低濃度相に分離した⽅が
熱⼒学的に有利になる場合、相分離が起きる（cの状態)

 臨界濃度以上では、主体となる分⼦の濃度が増加しても
各相中の濃度は変化せず、体積が変化するだけ（c→fの状態）。

 ⾼濃度相が空間を完全に満たすと、1相の状態に戻る（f以降の状態）

McSwiggen et al., Genes Dev., 2019, 33, 
1619-1634より転載



 LLPSという現象の物理的な側⾯はよく理解されているが、
細胞内の込み合った複雑な環境でどの程度起きているのかは不明である。

 LLPSを証明するには、様々なパラメータ（濃度やpHなど）を系統的に
変化させたときの影響を調べる必要があるが、細胞中でそれを⾏うのは困難である。

 代わりに、ʻ丸みʼやʻ融合ʼといった記述的特性が論拠とされる傾向がある。
→ 細胞内LLPSを対象とした 50例 がどのようなデータを⽰しているのかを詳しく調査

McSwiggen et al., 
Genes Dev., 2019, 33, 

1619-1634より転載
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間接的な証拠 (in vivo)
直接的な証拠 (in vivo)
（熱⼒学的な視点）

定性的なデータ（記述的）：＋
定量的なデータ ：＋＋＋
いずれも満たさない ：−

標的タンパク質のLLPSを
試験管中で調べているか
*PR = 引⽤のみ

内在性 (Endo)* or 過剰発現(OE)
*例えば、ゲノム編集によって
内在性遺伝⼦座にタグ化したもの

ʻ丸みʼを定量したか
ex. Brangwynne et al., PNAS, 2011, 
108, 4334より転載

ʻ融合 or 分裂ʼを確認したか
＋前後で分⼦数が変化

しないことを確認したか
ex. Brangwynne et al., PNAS, 2011, 
108, 4334より転載

他の実証のための実験を⾏ったか
(1,6-hex溶解, 他成分の共局在,
分割したドメインの利⽤など)

温度等に依存して
⽣じることを確認したか
ex. Nott et al., Mol. Cell, 2015, 57, 
936より転載

臨界濃度を決定したか
ex. Berry et al., PNAS, 2015, 112, 
E5237より転載

(または Cell, 2018, 175, 1467など)

McSwiggen et al., 
Genes Dev., 2019, 33, 

1619-1634より転載



調査結果の分析

50例を分析したところ、ほとんどの論⽂が間接的な現象論的証拠に基づいていた
 過剰発現系が多く、定量的な解析もごくわずか（丸いこと or 融合を⽰す写真のみが多い）(A)

（⾼分⼦はそもそも⾼濃度にしてPEGを加えたりすると、ほとんどが相分離してしまうことに注意が必要）

 回折限界に近い輝点は必ずしも液滴とは限らない (B)
（画像処理プロセスの標準化や画像の処理内容を提⽰するルール作りを進める必要あり）

 間接的なデータだけだと証明しきれないが、直接的な証拠を⽰している例は⾮常に限定 (C)
→ 本当にLLPSが関係しているかを各⾃判断する必要がある

McSwiggen et al., 
Genes Dev., 2019, 33, 

1619-1634より転載



本当にFRAP(光褪⾊後蛍光回復法)は ʻgold standardʼ アッセイなのか？

 蛍光回復は、溶液中で⾃由に拡散している
分⼦に特有の現象ではない

 ⾜場に結合している分⼦でも起こり得る(A)
 拡散係数、分⼦濃度、結合･解離速度などに

依存する
 回復速度が、“結合律速”ではなく“拡散律速”

であることを対照実験で⽰す必要あり (B)
 同じタンパク質でも報告されている

回復速度に幅がありすぎないか...？(C)
（線維化やゲル化による成熟が反映されている可能性はある）

全体の結論
ほかのモデルで説明できる可能性が
残されているので、今までもそうだったように
もっと冷静にフェアにデータを⾒るようにしよう

今後、以下の技術の利⽤に期待したいらしい
• 内在性遺伝⼦座へのタグ化
• 消光⾯積を変化させたFRAP
• 光遺伝学ツール ʻCoreletsʼ
• FCSを利⽤した分⼦の絶対定量
• ⼀分⼦トラッキング
• デグロンタグによる分解アッセイ
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