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研究成果の概要（和文）：本研究ではタンデムアフィニティー精製により、アルギニンメチル化酵素であるPRMT5がRAS
SF1Aの新規結合蛋白質である事を見出した。細胞内局在解析により、PRMT5が微小管上でRASSF1Aと共局在している事を
見出した。この事は、（1）中心体・微小管を反応の場として、RASSF1AがPRMT5のアルギニンメチル化によって機能制
御されている可能性、さらに、（2）Hippoがん抑制情報伝達機構が中心体・微小管動態制御にも関与している可能性を
示唆するものである。また、PRMT5がゴルジ蛋白であるGM130と共局在している事を明らかとし、ゴルジ体の安定化にも
関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have identified protein arginine methyltransferase 5 (PRMT5) as a novel interac
ting protein with RASSF1A by peptide mass fingerprinting. Also, we found that co-expression of RASSF1A and
 PRMT5 in COS-7 cells led to partial re-localization of PRMT5 from cytosol to circular microtubule ring wh
ere it became strongly co-localized with RASSF1A. Also we found that the RASSF1A associated serine/threoni
ne kinases; Mst1/2 and LATS, which were involved in the Hippo tumor suppressor pathway, translocated from 
cytosol to microtubule network on co-expression with RASSF1A. The results obtained suggest that RASSF1A li
nks PRMT5 to microtubules and PRMT5-RASSF1A interaction plays a role in microtubule organization and that 
RASSF1A may play a novel role in bridging PRMT5 to arginine-methylation on microtubule, where it may play 
a role in modulating the RASSF1A-mediated tumor suppressive functions.
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１．研究開始当初の背景 
中心体は動物細胞における主要な微小管形
成中心であり、物質輸送、細胞分裂に重要な
役割を担う細胞内小器官である。中心体は細
胞分裂の M期が始まる前に倍加し、有糸分裂
時の紡錘体の２極を形成した後、複製した染
色体を分離して２個の娘細胞に分配される。
多くの癌細胞では過剰中心体が認められ、中
心体機能異常は染色体の不安定性を誘導し、
細胞の癌化と密接に関連していると考えら
れている。例えば、中心体蛋白質である
Aurora A キナーゼは乳癌細胞において発現
が亢進しており、キナーゼ活性の亢進が過剰
中心体を誘導する事により、有糸分裂時の多
紡錘極を形成し、発癌の初期変化を誘導する
可能性が示唆されている（図 1右）。 
近年、変異体ショウジョウバエを用いた研
究より、酵母から哺乳動物に至るまで高度に
保存された、新たな癌抑制系情報伝達機構
（Hippo-Salvador-Warts）が見出され、上皮
細胞の増殖やアポトーシスに深く関与して
いる事が明らかとなっている。Mst1/2、WW45、
Lats1/2 は、それぞれ Hippo、Salvador、Warts
の哺乳動物におけるホモログ蛋白質である。
Mst1/2→Lats1/2→YAP のリン酸化カスケー
ドにより、癌遺伝子である YAP の機能を阻害
する事で、細胞増殖や発癌に抑制的に作用す
ると考えられている（図１左）。また、WW45、
RASSF1A、Mst1/2 は、それぞれ保存されたカ
ルボキシル末端の SARAH（Salvador、RASSF1、
Hippo）ドメインを介して、蛋白質複合体を
形成している事が生化学手法を用いて示さ
れ て い る 。 特 に 、 RASSF1A は
Hippo-Salvador-Warts 情報伝達経路の足場
蛋白質（scaffolding protein）として、複
数の情報伝達分子との蛋白質－蛋白質相互
作用により、迅速な情報伝達に重要な役割を
担っていると考えられている。RASSF1A はア
ミノ末端に DAG ドメイン、カルボキシル末端
に RBD（Ras-binding domain）および、保存
されたSARAHドメインを有したアダプター蛋
白質である。RASSF（RAS-association domain 
family）は、低分子量 GTP 結合蛋白質 Ras の
エフェクターとして、新たに見出された情報
伝達分子群で、RASSF1-8 の 8 つのアイソフォ
ームが存在する。B-Raf や PI3-K などの Ras
エフェクターが、遺伝子変異する事で発癌に
関係するのと異なり、RASSF は癌抑制性の情
報伝達分子であると考えられている。
RASSF1A はプロモーター領域のメチル化によ
り、多くの癌細胞において発現が抑制されて
おり、p53 とならぶ主要な癌抑制遺伝子の一
つである。 
Hippo-Salvador-Warts 情報伝達を構成す
る一連の情報伝達分子（Mst1/2、WW45、
Lats1/2、RASSF1A）は、それぞれ細胞周期の
一時期に中心体に局在する事が報告されて
いる。また、RASSF1A、Lats2 は主要な中心体
キナーゼである Aurora A により、リン酸化
修 飾 さ れ る 事 が 報 告 さ れ て お り 、

Hippo-Salvador-Warts 情報伝達と中心体・微
小管ネットワーク制御との関連が注目され
ている（図１右）。  

 
２．研究の目的 
本研究では、分子生物学的、プロテオミクス
技術を駆使して、RASSF1A-PRMT5 複合体形成
の分子メカニズムならびに、中心体・微小管
ネットワーク制御における意義を明らかと
する事を第一の目的とする。また、RASSF1A
の新規結合中心体蛋白質を同定・機能解析す
る事により、中心体・微小管制御ならびに、
Hippo-Salvador-Warts 情報伝達の新たな活
性制御機構を見出す事を第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） RASSF1A の新規結合蛋白質の同定：
FLAG、HA の二つのタグを融合した RASSF1A
（FLAG-HA-RASSF1A）を用いた二段階免疫沈
降法により、新規 RASSF1A 結合蛋白質を同定
する。まず、FLAG-HA-RASSF1A の過剰発現細
胞を作製し、非変性条件下において可溶化し、
抗 FLAG、抗 HA 抗体を用い段階的に共免疫沈
降する事により、FLAG-HA-RASSF1A を構成成
分とする蛋白質複合体を精製する。次に、電
気泳動、質量分析法により分離蛋白質を解析
する。 
 
（２）RASSF1A の細胞内局在変化の解析：①
可視化蛍光技術による解析：生細胞でリアル
タイムにモニターするため、GFP 融合蛋白質
を発現させた哺乳動物細胞株を作製し、
RASSF1A の細胞内局在動態を解析する。②免
疫組織化学による解析：GFP 融合蛋白質を用
いた実験より見出した知見は、内在性蛋白質
に対する抗体を用いて、実験結果の再現性を
確認する。また、FLAG、HA などの比較的小さ
いタグとの融合蛋白質を発現させた各種細
胞株で、抗タグ抗体を用いて局在変化を解析
する。また、適宜、電子顕微鏡を用いて局在
特性の詳細を観察する。③中心体・微小管動
態変化の解析：抗γチューブリン抗体、抗β
チューブリン抗体を用いた免疫組織化学的
解析により、中心体周期、微小管形成（星状
体形成）を解析する。また、微小管形成阻害
あるいは、安定化の各種薬剤を用いて、微小
管動態変化とRASSF1Aの細胞内局在変化との
関連を解析する。 
 
（３）アルギニンメチル化の解析：PRMT5 に
よる、RASSF1A のアルギニンメチル化は、抗
メチル化アルギニン抗体（SYM10）を用いて、



免疫生化学的に解析する。 
 
４．研究成果 
（１）タンデムアフィニティー精製により、
アルギニンメチル化酵素である PRMT5
（protein arginine methyltransferase 5）
が、RASSF1A の新規結合蛋白質である事を見
出した（図２）。アルギニンメチル化は翻訳
後修飾の一つとして、転写因子、ヒストン蛋
白質など、様々な蛋白質の機能制御における
役割が注目されている。PRMTs（PRMT1-9）は
アルギニン残基にメチル基を転移させる酵
素ファミリーであり、ヒストン蛋白質・mRNA
スプライシング因子・転写因子など核内蛋白
質の機能制御に関与している事が知られて
いる。一方、細胞内局在解析により PRMTs は
細胞質内にも多く分布しており、核内と同様
に細胞質も PRMT の主要な反応の場である可
能性が示唆されている。また、他の PRMT と
異なり PRMT5 はゴルジ蛋白質、クロマチンリ
モデリング因子、がん抑制因子 p53 など、多
くの蛋白質と相互作用し細胞増殖・アポトー
シス誘導に関与している事が報告されてお
り、がん抑制の標的分子としても注目されて
いる。PRMT5 との相互作用は RASSF1A の細胞
内局在変化ならびに、Hippo-Salvador-Warts
情報伝達の新たな活性制御機構である可能
性が示唆された。 
 

 
（２）RASSF1A の細胞内局在解析：PRMT5 は
細胞質ならびに核に局在する蛋白質である
が、RASSF1A と共発現させる事により PRMT5
は微小管上でRASSF1Aと共局在する事を見出
した（図３Ａ）。次に、微小管の安定化が PRMT5
の局在変化（細胞質あるいは核→微小管）を
引き起こした可能性に注目し、微小管安定化
剤（Taxol）を用いて同様の解析を行った（図
３Ｂ）。内在性の RASSF1A を発現していない

哺乳動物細胞をTaxolで前処置し微小管の安
定化を引き起こしたが、PRMT5 の微小管への
局在変化は認められなかった。この事は、
PRMT5 の微小管への局在変化には、RASSF1A
の関与が必須である可能性を示唆するもの
である。また、中心体・微小管を反応の場と
して、RASSF1A あるいは他の Hippo 情報伝達
分子が、PRMT5 のアルギニンメチル化によっ
て機能制御されている可能性、さらに、Hippo
がん抑制情報伝達機構が中心体・微小管動態
制御に関与している可能性を示唆するもの
である。 

 
（３）アルギニンメチル化の解析：抗メチル
化アルギニン抗体（SYM10）を用いて、RASSF1A
のアルギニンメチル化を解析した。スプライ
ソソーム構成蛋白質の一つである SmBB’を
SYM10 の陽性対照として用いた。SmBB’はア
ルギニンメチル化されている事が確認され
たが、RASSF1A は生体内においてアルギニン
メチル化の修飾を受けていない事が明らか
となった。この事は、RASSF1A は PRMT5 と相
互作用をするものの、PRMT5 の直接の基質で
はない可能性を示唆している。 
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