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研究成果の概要（和文）：細胞核の内面にはV型中間径フィラメントのラミンからなる核ラミナが存在し、核内膜特異
的に発現する膜タンパク質群と相互作用しながら核の形態維持、遺伝子発現制御、クロマチン局在制御を行っている。
本研究ではラミンAタンパク質の発現精製系を構築し、ラミン一分子解析から重合制御に到る過程を電子顕微鏡解析や
分析超遠心などの手法を用いて物理化学的見地から解析を行った。その結果これまで動きが少ないと思われていたラミ
ンが大きく分子運動をしていることや、実際の疾病変異体がラミン重合過程に障害が見られることなどを明らかにした
。ラミンの変異によって発症するラミン病（ラミノパチー）理解につながるものである。

研究成果の概要（英文）：Nuclear lamin is a type V intermediate filament protein, and in association with t
he inner nuclear membrane proteins, maintains nuclear structure, regulates gene expression, and controls c
hromatin localization. In this research, we established the expression and purification systems of Lamin A
 protein, and analyzed its physiological function by several biophysical techniques such as electron micro
scopy and analytical ultracentrifugation. Research was conducted from the level of single molecule of lami
n A to its polymerization process into the high ordered structure. In contrast to the previous concept of 
lamin A as a static molecule, we showed that the lamin moves frequently inside the molecule. In addition, 
we found several abnormality in its polymerization process of mutant lamins related to the onset of lamino
pathies.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 核膜　ラミノパチー　電子顕微鏡　タンパク質構造解析　中間径フィラメント

内科系臨床医学・神経内科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

高等生物の核内面は中間径フィラメント、

ラミンのメッシュ様構造で裏打ちされてお

り、核構造の保持やクロマチン繋ぎ留めに伴

う遺伝子発現制御が行われている。この構造

体は核内面での骨格として核の形態維持に

機能する一方、細胞分裂に伴い核膜崩壊／再

構築を起こすダイナミックなシステムであ

る。近年の研究からは Lamin A やそれを制御

するタンパク質の遺伝子変異により EDMD 

(Emery-Dreifuss muscular dystrophy)等の

筋疾患、MAD (mandibuloacral dysplasia)等

の骨形成不全、HGPS (Hutchinson-Gilford 

progeria syndrome)等の早老症を引き起こす

ことが明らかになっている。それらは総称し

てラミン病（laminopathy）と呼ばれる。核

膜構造の変化は細胞の癌化、個体の老化でも

現象として認めうる。分子レベルでの詳細に

は未だ不明な点が多いが、様々な細胞活動を

担う根源として今後ますます機能メカニズ

ム解明が期待されている。 

ラミン A は球状の Ig-fold domain と rod

状の coiled-coil 構造を併せ持つ、分子量約

74kDa のタンパクであり、2量体構造が重合・

高分子化して線維状構造を作る。分子重合に

関しては、ラミン分子が head-to-tail にタ

ンデムに結合する様式と、隣の分子の rod 領

域が side-by-side で結合する様式の２つの

結合が組み合わさって巨大分子を形成する。 

様々な核内タンパク質がラミン結合領域を

持っており、特に核内膜タンパク質の介在に

よりクロマチンの核膜へのアンカーに働く。

しかし、どのようにして重合ラミンが認識さ

れ、核内膜ラミナが形成されるのか、またラ

ミンや制御タンパクの変異がどうして上記

のような重篤な疾患を引き起こすのかにつ

いてはほとんど解明されていない。 

また核ラミナはラミンタンパク質と、そ

れを核内膜に繋ぎ止める核膜タンパク質群

（ラミン受容体、Emerin、MANなど）か

ら構築されており、それらの遺伝子変異に

よって、様々なラミノパチー、核膜病が発

症する。プロテオーム解析から核内膜には

67 種類もの核膜特異的に発現する膜タン

パク質の存在が推定されているが

（Schirmer, Science 301, 1380-2, 2003）、

核ラミナ構築や疾病発症への関与について

はほとんど判っていない。これら疾病の発

症原因を理解し、治療法開発に向けた指針

を示すことを目的に構造学的視点からの解

析を行った。 
 
２．研究の目的 

200以上ものラミンAの遺伝子変異が報告

され、臨床的にも 16 もの疾病群に分類され

ている。しかしそれらラミン Aの変異がどの

ような機構で発症と結びついているかに関

してはほとんど明らかになっていない。発症

機構の理解には分子レベルの解析が不可欠

である。そこで本研究ではラミン Aの精製タ

ンパク質を調整し、電子顕微鏡を用いた構造

学的見地から解析を行い、核ラミナ形成とそ

の制御メカニズム解明を目指す。核近傍にお

けるクロマチン制御機構の解明と、核膜病発

症と治療に関する構造学的基盤の構築を目

的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ラミンタンパク質および制御核膜タン

パク質の発現･精製方法の検討： ラミンタ

ンパク質や多くの核内タンパク質はきわめ

て疎水性が高く、通常の可溶性タンパク質の

精製方法を用いることはできない。安定的な

発現系と精製方法の確立を目指す。 

 

（２）電子顕微鏡解析および物理化学的手法

による疾病関連ラミン変異の解析： 

ラミンは細胞周期や細胞機能に応じて一分

子状態から超分子体であるパラクリスタル

状態まで多様な形態を取りうる。それぞれの

状態での機能を解析するための電子顕微鏡

観察技術を検討する。精製したラミン A タン



パク質を用いて線維形成を行わせ、その重合

化に対する核内膜タンパク質の作用を検討

する。ラミノパチー患者に見られる変異タン

パク質を用いることで、疾病発症との関連を

明らかにする。 

タンパク質の構造解析には様々な手法が

用いられるが、本タンパク質のように自己重

合により超分子複合体を形成するものには

電子顕微鏡が適しており、電子顕微鏡解析を

主軸に解析を行う。 

 

４．研究成果 

（１）A 型ラミンは分子の疎水性が高く、通

常の精製方法では沈殿してしまい回収でき

ない。高濃度尿素存在下で変性状態で精製し、

バッファー置換による高次構造の巻き戻し

とタグの酵素切断のタイミングを調節する

ことで野生型および各種疾病変異型の大量

精製が可能となった。また核ラミナを制御す

る候補核内膜蛋白質である emerin, SUN1, 

SUN2, Lap2 タンパクが精製可能となった。 

 

（２）一分子状態のラミンの形態観察のため

に低角ロータリーシャドウ法とAFMによる観

察を行った。低角ロータリーシャドウ法はミ

オシンなどの線維状タンパク質の解析に良

く用いられる方法であるが、ラミンはその半

分程度の長さしかないため検出に苦労した

が、蒸着角度と蒸着量を検討することにより

可視化が可能になった。Ig-fold 領域と rod

領域は明瞭に区別され、また rod 内での屈曲

を観察することができた。さらに制御タンパ

ク質との混合物を作成しロータリーシャド

ウ法で観察したところ、Ig-fold 領域で結合

していることが示された。現在その詳細な結

合様態の解析を進めている。 

 

（３）細胞内で起こっている現象を模するた

めに、ラミンの重合・解離を試験管内で再現

させるための条件検討を行った。ラミン分子

はバッファー中での溶解度が低いため、溶液

の 塩 濃 度 を 低 下 さ せ る こ と に よ り

side-by-side の重合が加速されパラクリス

タル構造が作られる。種々の条件検討を通じ

て定量的評価が可能になった。ラミンの重合

条件を詰めることができたため、ラミン病発

症に関連する変異ラミンとの比較を行った。

疾病ラミンには重合過程に障害が見られる

ものがいくつか見つかった。その中には重合

が抑えられるものだけではなく、野生型より

も重合が促進される変異体も見つかってい

る。細胞機能との関連と併せた解析を行った。 
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