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研究成果の概要（和文）：本研究は核膜内膜特異的タンパク質ラミンＢ受容体（LBR）による転写制御機構をゲノムワ
イドに解明することを通して、核膜による転写制御機構を明らかにすることを目的とした。HL60細胞をレチノイン酸で
分化させ、分化前後での遺伝子発現量の変動およびLBRの染色体結合量の変動を網羅的に解析したところ、LBRが細胞外
マトリクス関連遺伝子の発現調節を行っていることが示唆された。一方、LBRをノックダウンしたHeLa細胞での遺伝子
発現解析においても細胞外マトリクス関連遺伝子の発現変動が見られたことから、核膜が分化などのシグナルに応じて
細胞外環境を変化させるという新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, I attempted to reveal how the nuclear envelope regulates 
transcription thorough analyzing the gene regulation mechanism by one of the nuclear membrane proteins, 
lamin B receptor (LBR), at genome-wide level. I investigated the relationship between the LBR-binding and 
the transcriptional level of the gene across the whole genome before and after differentiation of HL60 
cells by retinoic acid treatment, and found that LBR regulated extracellular matrix-related genes and its 
pathway. Those genes were also varied in LBR-knocked down HeLa cells. Taken together, those results 
suggested that the nuclear envelope plays a role to create an extracelluar environment in response to a 
biological signal such as differentiation.

研究分野：生化学、分子生物学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞は数万の遺伝子の中から細胞周期や
分化過程に応じて必要な遺伝子のみを正確
に取り出し、厳密にその転写を制御している。
このような厳密な転写制御には、核膜や核小
体、核マトリクス、核スペックルなどの核内
構造体が関与する。特に核膜付近では、核膜
内膜特異的タンパク質がつなぎ止めるクロ
マチン領域（ヘテロクロマチン）は負に、核
膜孔複合体付近のクロマチン領域（ユークロ
マチン）は正に転写が制御されていることが
報告されているが、このような部位特異的転
写制御メカニズムは未だ不明な点が多い。一
方、核膜内膜特異的タンパク質がつなぎ止め
る遺伝子は常に不活性ではなく、核膜から離
れて核内に移動することで再活性化される
ダイナミズムも併せ持つ。したがって、核膜
がクロマチンのどの部位を、いつ・どのよう
に転写制御しているかは、細胞周期や細胞の
初期化、幹細胞からの分化など、細胞の運命
決定メカニズムを理解する上でも重要な問
題となっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、核膜内膜特異的タンパク質で
あるラミン B 受容体（LBR）による転写制御
機構をゲノムワイドに解明することに主眼
を置き、その分子メカニズムを通して核膜に
よる転写制御メカニズムを明らかにするこ
とを目的とした。具体的には以下の点を明ら
かにすることを目的とした。 
 
（１）LBR の下流で転写制御される遺伝子群
の網羅的同定 
（２）LBR の転写制御機構の解明 
（３）細胞周期および分化過程におけるクロ
マチンリモデリング機構の解明 
 
３．研究の方法 
（１）LBR は好中球の分化に必須であること
が報告されており、分化特異的な遺伝子群を
制御していることが推察される。そこで、好
中球分化のモデル細胞である HL60 細胞を用
いて、LBR の下流で転写制御される遺伝子群
を分化前後で比較しながら、網羅的に同定す
る。同定した遺伝子群を系統的に解析し、LBR
の好中球分化における役割を明らかにする。
また血球系細胞以外の細胞とも比較するこ
とにより、LBR による転写制御の細胞種依存
性の有無を明らかにする。 
 
（２）I で同定された遺伝子群において、転
写が LBR によって直接的・間接的に調節され
ているものに分別し、直接的に調節されてい
る遺伝子周辺のヒストン修飾の状態、LBR が
遺伝子の特定の部位に結合するか否か、遺伝
子そのものの核内配置を調べることで、LBR
の転写制御機構の分子メカニズムを明らか
にする。 

（３）核膜直下の遺伝子の転写活性／抑制の
ダイナミクスを明らかにするため、I および
IIで得られたLBRによって直接的に制御され
る遺伝子群をlacI-lacOシステムにより可視
化する。遺伝子の核内配置に注目しながら、
好中球分化の全過程を経時観察することに
より、クロマチンリモデリングの有無と分化
の関係を明らかにする。また、クロマチンリ
モデリングが起こる場合、それが局所的な変
化なのか、巨視的な変化なのかを chromosome 
painting 法により可視化することで、分化過
程におけるクロマチンリモデリングの全容
を観察する。 
 
４．研究成果 
（１）LBR は細胞外マトリクス関連遺伝子の
転写調節に関わる 
 
LBR により転写制御される遺伝子群を調べ
るため、好中球分化のモデル細胞である HL60
細胞をレチノイン酸（ATRA）で処理し、分化
誘導を行った。分化前後の HL60 細胞から LBR
が結合する染色体領域をクロマチン免疫沈
降法により分離し、次世代シーケンサーによ
りその部位を網羅的に同定した（ChIP-seq,
図１）。 
 

 
LBR は数百 kbp～数十 Mbp という非常に広
範な領域で染色体と結合し、分化前後での結
合パターンに大きな差は見られなかった。一
方、LBR の結合タンパク質で、早老症の原因
遺伝子として知られているＡ型・Ｂ型ラミン
の染色体結合領域とオーバーラップする領
域はおよそ半分に止まった。また、LBR の染
色体結合パターンは、構成的ヘテロクロマチ
ンに見られるヒストン修飾であるH3K9me3に
弱い相関が見られたものの、他のヒストン修
飾との相関は見られなかった。これらの結果
は、LBR はこれまで報告されている転写抑制

図１ LBRの染色体結合部位 
HL60 細胞の顆粒球への分化前（上から 2 番目、
MeOH）・分化後（上から 1番目、ATRA）における
LBRの染色体結合部位をChIP-seqにより同定した。
ピークが上に出ている部分が結合部位。下二つはそ

れぞれ B型ラミン (ラミン B1、Sadaie et al., Genes 
& Dev. (2013))と A型ラミン (ラミン A、Lund et al. 
NAR (2014))の染色体結合部位。 



機構とは異なる機構で転写抑制を行ってい
ること、LBR とラミンでは異なる遺伝子群を
制御していることを示唆していた。 
 
次に分化前後における各遺伝子発現の変
化量を mRNA-seq により網羅的に解析し、そ
の遺伝子におけるLBRの結合量の変化との相
関を調べた（図２）。 

 
これにより分化依存的にLBRが解離するこ
とで遺伝子発現が上昇する遺伝子として 956
種、LBR が結合して遺伝子発現が抑制される
遺伝子として 236 種を同定した。これらの遺
伝子群をジーンオントロジー解析したとこ
ろ、前者では細胞外マトリクス関連遺伝子が、
後者では細胞周期の調節を行う遺伝子が変
動していることがわかった。 
 
 LBR の転写調節における直接的役割を明ら
かにするため、LBR の発現を 90%以上抑制し
た HeLa 細胞株を作製した。この HeLa 細胞株
をマイクロアレイを用いて解析したところ、
2 倍以上遺伝子発現量が変化したものが 769
種同定された。上記同様、これらの遺伝子群
をジーンオントロジー解析したところ、細胞
外マトリクス関連遺伝子が変動していた。 
 
（２）染色体部位特異的生細胞イメージング
技術の開発 
LBR に結合する染色体部位が細胞分化に伴
って転写制御される様子を生細胞内で観察
するため、染色体部位を生細胞で観察する技
術の開発を行った。計画当初は CRISPR/Cas9
と lacO/lacIシステムを用いて染色体の特異
的部位を行う予定であったが、目的の細胞株
を得ることができなかった。 
 
そこで、Cas9 の DNA 切断活性を欠失させた
変異体 dCas9 に GFP を融合させたタンパク質
（dCas9-GFP）を染色体部位特異的なラベル
に用いることとした。生細胞観察への最適化
を行うため、テロメアを標的部位とし、

dCas9-GFP の発現量の調節、ガイド RNA の最
適化を行い、高い特異性でテロメアを観察で
きる細胞株を樹立した（図３）。 
 

 
現在、この細胞株を用いて、（１）で決定し
たLBRが結合する染色体部位の転写制御メカ
ニズムを検討している。 
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図２ 分化前後における LBR の結合量と遺伝子発現
変動 
分化前後での各遺伝子の発現量を縦軸、各遺伝子で

の LBRの結合量の変化を横軸としプロットした。 

図３ 染色体部位特異的生細胞イメージング技術の

開発 
dCas9-GFP を用いてテロメアを標識した（矢印）。
最適化前は高いバックグラウンドに埋もれてテロメ

アの観察は困難であったが、最適化後は高い特異性

で観察することが可能となった。図中のバーは 5μm 
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