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研究成果の概要（和文）：今回、転写調節因子 Ret Finger Protein (RFP)が核膜の支持タンパ

クである Lamin Aのユビキチン化を触媒することが判明した。当初想定していた Lamin Aのユ

ビキチン化による分解の制御については証明できなかったものの、RFP、Lamin Aがともに癌細

胞の運動能を正に制御するという結果を得たことなどから、当初の想定とは異なる RFP による

Lamin A のユビキチン化修飾を介した制御機構の存在も示唆された。これまでに Lamin A のユ

ビキチン化を介した制御については報告がないことから、今回の研究成果が新たな Lamin A の

制御機構研究の端緒となる可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that Ret Finger Protein (RFP) catalyze the ubiquitination 
of Lamin A. We could not prove the degradation of Lamin A by ubiquitination as initially 
envisioned, however, we found that both RFP and Lamin A can positively regulate cancer 
cell migration. Therefore, our findings indicate another possibility that RFP regulates 
the Lamin A’s function through its ubiquitination. Since there is no report that the 
mechanism regulates Lamin A through ubiquitination, our results preface the novel 
investigation of regulation of Lamin A. 
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１．研究開始当初の背景 核の基盤構造で

ある核ラミナは、核膜を物理的に支持するこ
とで核の構造を保持する機能を果たしてい
ると考えられてきた。しかし、近年の研究か
ら、核ラミナの構成成分である Laminが核構
造の保持以外に、クロマチンのダイナミクス
や遺伝子の転写、複製などの核内 DNA代謝な
どの機能を制御することで細胞機能の発現

に関与していることが明らかになってきて
いた。また、遺伝学的な解析から、Lamin A
遺伝子の変異や発現の変化が筋ジストロフ
ィーや早老症などの遺伝病の発症や腫瘍の
悪性化等、多くの疾患に関わっていることが
報告されており、病態の基礎研究及び治療の
観点から多方面の研究者の注目を集めてい
た。 
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申請者が解析を行ってきた RET finger 
protein（RFP）は抑制的転写調節因子として
知られ、腫瘍の悪性化に関与することが分か
ってきていた。最近の申請者の解析により、
RFPが Lamin Aと相互作用すること、また RFP
の強制発現が proteasome 依存的な Lamin A
のタンパク量の減少を導くことなどが明ら
かとなっていた。これまでの知見とあわせて
考えると、RFP による Lamin A の分解機構が
腫瘍の悪性化に何らかの役割を担っている
ことが予想された。 
 

２．研究の目的 過去の研究から、Lamin

が細胞の増殖、移動、分化、老化制御などの
多彩な細胞機能の発現に寄与しているとい
う報告が多数なされていた。一方で、Lamin

の制御機構については未解明の部分が多か
った。特に、Lamin の発現調節機構について
は転写、翻訳、翻訳後のいずれの段階におい
てもほとんど報告がなされていない状況で
あり、学術的に注目の集まる点であった。そ
こで、本研究の目的は「RFP による Lamin A

の分解機構の解析を通して、核ラミナによる
細胞機能の発現の制御機構とその腫瘍細胞
における意義を解明すること」とした。 

 
３．研究の方法  
(1)開始当初までの予備的な実験で内因性

のRFPとLamin Aが相互作用することを明ら
かにしていた。そこで、①両者がそれぞれの
タンパク質のどの領域を介して相互作用し
ているのかを RFP、Lamin A の欠失変異体を
作成し、免疫沈降実験にて明らかにする。②
また、Lamin A の局在や高次構造が細胞周期
依存的に変化することから、Lamin A-RFP 相
互作用が細胞周期による影響を受けるのか
どうかを、細胞周期同調実験と免疫蛍光染色
を組み合わせた検討を計画し、実施した。 

(2)当初 RFPが Lamin Aの分解を制御するこ
とで細胞機能に影響を与えていることを想
定していたため、①RFP による Lamin A のユ
ビキチン化およびタンパク量制御について
の検討、②RFP および Lamin A の siRNA によ
るノックダウンが細胞に与える影響の検討
を計画し、実施した。 
 
４．研究成果 Lamin A のタンパク量に RFP
が与える影響を検討するため、Lamin A およ

び RFP を強制
発現させ、検
討した。その
結果、RFPを発
現させること
で外因性に発
現 さ せ た
Lamin A のタ
ンパク量が減

少し、そのタンパク量の減少がプロテアソー
ム阻害剤である MG132によって回復すること
が判明した（Fig.1A）。また、RFPと Lamin A
の相互作用を免疫沈降法で検討したところ、
両者が細胞内にて相互作用していることを
示す結果を得た（Fig.1C）。そこで、RFP と
Lamin A の相互作用領域について、欠失変異
体を作製して検討したところ、RFP の Rfp ド
メインおよび Lamin Aの N末端側で相互作用
することが明らかとなった（Fig.2）。 

ここまでの結果から、RFP がユビキチンー
プロテアソーム系によって Lamin Aを分解し
ていることが示唆された。そこで、RFP を
siRNA によってノックダウンした場合、さら
に siRNA 耐性の RFP(RFP sir)および Ring 
finger ド メ イン を 欠 い た RFP （ delta 
Ring:dRing）を戻した場合にそれぞれ Lamin A

のユビキチン
化にどのよう
な影響を与え
るかを検討し
た。その結果、
RFP が自身の
Ring finger
ドメイン依存
的に Lamin A
をポリユビキ
チン化するこ
とが判明した
（Fig.3）。 

 
これらの結果から、RFP が Lamin A のユビ

キチン化を介して分解している可能性が強
まってきた。そこで、RFPが細胞内のどこで、
いつ Lamin Aを分解するのかを調べる必要が
生じたため、細胞周期依存的な Lamin Aの局
在変化に伴って RFPおよび Lamin Aの発現お
よび局在がどのように変化するのかを検討
した。その結果、間期から分裂中期の細胞で
は RFPと Lamin Aが共局在を示し、分裂期の



 

 

終期では両者の共局在が観察されなくなる
こと、また分裂期には Lamin Aのタンパク量
は増加、RFP は減少しており、間期ではその
逆の結果となった（Fig. 4A, B）。この結果
から、RFP が間期に Lamin A と相互作用して
分解することでタンパク量の調節をしてい
る可能性が生じた。次に、内在性の RFPが実
際に Lamin Aのタンパク量の調節を行ってい
るかどうかを、siRNA を用いて RFP をノック
ダウンして検討した。しかしながら、当初の
想定と異なり、RFP をノックダウンした細胞
において Lamin Aのタンパク量の増加はみら
れなかった。このことから、予備実験の強制
発現系でみられた RFP の発現による Lamin A
タンパク質量の減少は①内在性には特定の
条件下においてのみ観察される可能性およ
び、②両者を強制発現したことによる人工的
なものであり、分解には関与しない可能性が
でてきた。この点については今後、細胞周期
の同調をした場合にどう変化するか等、詳細
に検討する必要がある。 

 
RFP および Lamin A が癌細胞に与える影響

について検討するため、HeLa 細胞において
RFP および Lamin A をノックダウンし、細胞
の運動能について Wound Healing Assayで検
討した。その結果 RFP、Lamin A のノックダ
ウンによって HeLa 細胞の運動能が低下する

ということが
分かった。こ
の結果は RFP
および Lamin 
A が癌細胞の
運動能に重要
な役割を果た
していること
を示唆してい
る。 
 
本研究の開始
当初は RFP が
Lamin A の分
解というネガ
ティブな制御

を介して癌細胞の悪性化に寄与しているも
のと想定していた。しかしながら現時点では、
内在性の RFP をノックダウンしても Lamin A
のタンパク量に変化が見られず、また RFP、
Lamin A がともに癌細胞の運動能を正に制御
することが明らかになったことから、RFP と
Lamin A が協調的に機能することで癌細胞の
悪性化に寄与している可能性が考えられた。
さらに、今回 RFPが Lamin Aのポリユビキチ
ン化を触媒しているという結果が得られた。
タンパク質のポリユビキチン化はユビキチ
ン中のリジン残基に次のユビキチンが結合
することで起きる。近年、タンパク質のポリ
ユビキチン化が異なるリジン残基を介して
起こることで、分解だけでなくシグナルの伝
達や DNA修復等の多様な現象に関与すること
が報告されている（Lim et al. 2006）。これ
らのことから、RFP が Lamin A をユビキチン
化することで分解ではなくその機能の制御
を行っていることも考えられる。今後 RFPが
Lamin A のユビキチン化を触媒する際にどの
リジン残基を介しているかを検討すること
で新たな知見を得られると考えられる。 
 今回の研究成果が、Lamin A のユビキチン
化による制御というこれまでに未知であっ
た細胞内機構の知見へとつながるきっかけ
となると考えている。 
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