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研究成果の概要（和文）：真核生物の核膜を裏打ちする核ラミナの主要構成成分であるラミンフィラメントを蛍
光偏光顕微鏡で解析できるようにするため、ヒトLamin AおよびLamin B1とEGFPを立体的位置関係を固定した形
で繋ぐことを試み、これに成功した。そのようにして作製したLaminB1-EGFPを、CRISPR/Cas9法によりHEK293細
胞ゲノムの内在性遺伝子座に組み込んだが、測定系との相性が悪く、成果を得るに至らなかった。そこで親株を
HeLa細胞にに変えてゲノムへの組み込みを行い、LaminA-EGFPについては導入に成功した。LaminB1-EGFPについ
ても同様にHeLa細胞ゲノムへ組み込みを行っている。

研究成果の概要（英文）：To analyze the structure of Lamin filaments, which is the main constituent 
of nuclear lamina of eukaryotic cells, human Lamin A and Lamin B1 proteins were constrainedly tagged
 with EGFP. We tried to replace endogenous Lamin genes of HeLa cells with cDNA of these proteins, 
and partially succeeded.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 哺乳類を含む多くの真核生物では、核膜
は核ラミナと呼ばれる構造で裏打ちされて
いる。核ラミナは主にラミンフィラメントに
より構成されているが、その構造についての
知見は極めて少ない。一般的に受け入れられ
ている核ラミナの構造モデルは、1986 年に
アフリカツメガエル卵の核膜成分を界面活
性剤により抽出し、電子顕微鏡観察したもの
であり、本来の構造を正しく反映しているか
不明である。また、生殖細胞は体細胞とは核
内のクロマチンの分布が異なり、クロマチン
に相互作用する核ラミナの構造にも違いが
ある可能性がある。以上のような問題点があ
りながら、従来の核ラミナ構造モデルは、約
30年にわたり検証されてこなかった。 
 
(2) 哺乳類細胞は分裂の際、核膜崩壊をおこ
し、それと共にラミンフィラメントも脱重合
する。脱重合したラミンタンパク質は、分裂
が進行すると、核膜の再形成と共に再重合し、
核膜直下にラミンフィラメントのネットワ
ークを伸長し、核ラミナを形成する。この際
のラミンフィラメントの重合様式・伸長メカ
ニズムも不明なままである。その大きな理由
は、精製ラミンタンパク質を用いた生化学的
実験では、細胞内での重合・伸長を再現する
ことができないことである。生細胞の観察で
も、ラミンフィラメントが重合・伸長する様
子が観察されてこなかった。このような状況
を打開する手段として、より高い空間分解能
を持つ顕微鏡を用いることが考えられる。し
かし、近年開発された超解像顕微鏡は撮像に
時間がかかり、生細胞での観察に不向きであ
る。このような状況から、ラミンフィラメン
トの重合・伸長の現場をリアルタイム観察す
ることは既存の顕微鏡法では技術的に困難
であった。 
 
(3) 以上のような問題を解決する手段として、
蛍光偏光顕微鏡の利用が考えられた。緑色蛍
光タンパク質 GFP のような蛍光タンパク質
を観察対象とするタンパク質に立体的位置
関係が固定された状態で結合することによ 
り、そのタンパク質の向きに応じて蛍光偏光
の傾き（蛍光異方性）が変化する。すなわち、
蛍光異方性を調べることにより、タンパク質
の向きを知ることができる。これをラミンの
ようなフィラメントを形成するタンパク質
に適用すれば、フィラメントはその全長にわ
たって蛍光偏光を持ち、蛍光偏光顕微鏡観察
によりその異方性を調べることによりフィ
ラメントの配向を決定することができる。 
 
(4) ラミン遺伝子の変異は、ラミノパシーと
総称される数多くの先天性疾患の原因とな
ることが知られている。その種類は、早老症、
筋ジストロフィー、拡張型心筋症など、多岐
に渡る。これらの発症メカニズム、ひいては
治療戦略を考える上でも、核ラミナおよびラ

ミンについての基礎的な理解が重要と考え
られる。本研究の進展により、核ラミナの構
造や、ラミンの重合についての理解が深まり、
ラミノパシーの発症機序の解明および将来
的な治療法確立に貢献する可能性が期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
(1) 上記のような背景から、本研究では、よ
り一般的な細胞で、本来の核ラミナ構造を明
らかにするため、新しい顕微鏡法である蛍光
偏光顕微鏡により、生きたままの細胞でのラ
ミンフィラメント構造の観察を目指した。そ
の成果をもとに、従来の核ラミナ構造モデル
が正しいか検証し、必要があれば新たなモデ
ルを構築することを目指した。 
 
(2) 培養細胞の分裂期で起こるラミンフィラ
メントの重合・伸長を、蛍光偏光顕微鏡観察
し、いまだ明らかになっていない、ラミンフ
ィラメントの重合様式・伸長メカニズムにつ
いて、分子レベルでの理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 蛍光偏光顕微鏡システムは、申請者の所
属する研究室内で2軸の直交する蛍光偏光分
岐光学系を組み立て、既存の顕微鏡に取り付
けることで実現した。さらに一分子レベルの
蛍光偏光顕微鏡観察は、研究協力者の谷研究
員が所有する、4 軸の蛍光偏光顕微鏡を使用
し、共同研究として実施した。 
 
(2) 蛍光偏光顕微鏡観察を行うためには、観
察対象を蛍光分子と立体的位置関係が固定
された状態で標識(constrained tagging)す
る必要がある。本研究ではこのために、緑色
蛍光タンパク質 EGFP のアミノ末端αヘリッ
クスをラミン内に存在するαヘリックスと
連続させる形で、EGFP をラミンに挿入するこ
とを試みた。 
 
(3) 実際の蛍光偏光顕微鏡観察では、発現量
が低レベルにコントロールされること、およ
び、全ての細胞が融合タンパク質を発現して
いることが重要となる。この条件を満たすた
め、融合タンパク質を内在性ラミンのプロモ
ーターから発現する安定発現株を、ゲノム編
集技術「CRISPR/Cas9 法」により、ヒト由来
培養細胞ゲノムに組み込むことにより作製
した。このようにして作製した EGFP 融合ラ
ミン発現細胞株を、蛍光偏光顕微鏡で観察し
た。 
 
４．研究成果 
(1) まず、蛍光偏光観察を行うため、蛍光を
偏光ビームスプリッターで2つの偏光成分に
分岐させた後に、角度可変ミラーともう一つ
の偏光ビームスプリッターを組み合わせる
ことで、僅かに位置をずらして合流させ、CCD
カメラのセンサー内に同時に結像するよう



に光学系を組んだ。この結果、一画面で直交
する2方向の蛍光偏光成分を同時にリアルタ
イム観察可能な光学系を構築することがで
きた。 
 
(2) ヒト Lamin A と EGFP、およびヒト Lamin 
B1とEGFPのconstrained taggingについて、
様々な長さのαヘリックスをリンカーとし
て試し、蛍光偏光顕微鏡観察を行った。蛍光
異方性の強さを検討した結果、Lamin A は 5
つ、Lamin B1 は 2 つの成功例を得ることがで
きた。 
 
(3) Constrained tagging により作製した 
Lamin A-EGFP と Lamin B1-EGFP を、トランス
フェクションにより培養細胞に導入して観
察したが、発現量が高くなりすぎ、EGFP 一分
子観察を行うことが出来なかった。そのため、
ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 法により、ヒト
培養細胞の内在性ラミン遺伝子のプロモー
ターから発現させることを試みた。Lamin 
A-EGFP もしくは Lamin B1-EGFP の cDNA の下
流に薬剤耐性遺伝子発現カセットを IRES で
繋いで配置し、それらを Lamin A もしくは
Lamin B1 のゲノム上の相同領域で挟み、
homologous recombination用の構築を作製し
た。この構築を、Cas9 と gRNA を発現するベ
クターと共に細胞に導入し、ゲノム上の
Lamin A 遺伝子もしくは Lamin B1 遺伝子と置
き換えることに成功した。ゲノム切断は特異
性を上げるため、double nickase法を用いた。 
 
(4) HEK293細胞を親株として作製した安定発
現株は、観察系との相性が悪く、満足するデ
ータを得るに至らなかった。そのため、HeLa
細胞を親株として、改めて安定発現株を作製
した。Lamin A-EGFP については、多くの安定
発現株を得ることができ、現在解析に適した
株を選択しているところである。Lamin 
B1-EGFP は、CRISPR/Cas9 法の切断ターゲッ
ト配列を変更したため、現在そのためのコン
ストラクトを作製しているところである。解
析な株が揃い次第、蛍光偏光顕微鏡観察を行
う予定である。 
 
(5) ラミンの重合機構解析のためには、細胞
分裂時に核膜が再形成する際のラミンを一
分子レベルで観察する必要がある。我々の一
分子蛍光観察は、全反射照明蛍光（TIRF）顕
微鏡によるが、TIRF は、カバーガラス面から
百ナノメートル程度の非常に狭い領域を照
明することで高感度・低バックグラウンド観
察を可能にする技術である。しかし、HeLa 細
胞は、有糸分裂に入ると丸くなり、核膜再形
成が起こる場所がカバーガラス面から遠ざ
かってしまうため、TIRF 顕微鏡で観察できな
いことが判明した。この問題を解決するため、
空間的制約を加えて HeLa 細胞を分裂させる
ことを試みた。その結果、適切な厚さ・硬さ
のアガロースゲルを乗せた状態で分裂させ

ることで、核膜再形成の起こる場所がカバー
ガラスに近づき、TIRF で照明できるようにな
った。今後、この方法を用いて、生細胞でラ
ミンが重合する過程を一分子蛍光偏光観察
していく予定である。 
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