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略語表 

・aa   amino acid 

・APS   ammonium persulfate 

・ARF   alternative reading frame protein 

・ATM   ataxia telangiectasia mutated 

・ATP   adenosine triphosphate 

・ATR   ataxia telangiectasia and Rad3 related 

・BCIP   5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate 

・bp   base pair 

・BPB   bromophenol blue 

・CARF  CDKN2A-interacting protein あるいは collaborator of ARF 

・C. elegans  caenorhabditis elegans 

・CHK1  Serine/threonine-protein kinase Chk (Checkpoint kinase) 1 

・CHK2  Serine/threonine-protein kinase Chk (Checkpoint kinase) 2 

・CMV   cytomegalovirus 

・CTP   cytidine triphosphate 

・DAI   double-stranded RNA-activated inhibitor 

・DAPI   4’, 6’-diamidino-2-phenylindole 

・DEPC  diethylpyrocarbonate 

・DMEM  Dulbecco’s modified eagle medium 

・DMSO  dimethyl sulfoxide 

・DNA   deoxyribonucleic acid 

・dsRAD  double-stranded RNA adenosine deaminase 

・dsRNA  double-stranded RNA 

・DTT   dithiothreitol 
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・DW   distilled water 

・EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

・eIF-2   Eukaryotic translation initiation factor 2 

・eIF-4B  Eukaryotic translation initiation factor 4B 

・ERK1  Extracellular signal-regulated kinase 1 またはMitogen-activated protein  

  kinase 3 

・ESI   Electronic Spray Ionization 

・ETS    external transcribed spacer 

・FBS  Fetal bovine serum 

・FRT   FLP Recombination Target 

・GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

・GRP-78  78 kDa glucose-regulated protein 

・GTP   guanosine triphosphate 

・HA   hemagglutinin 

・HBS   HEPES buffered saline 

・HEPES  2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 

・hnRNP A1  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

・hnRNP H  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 

・hnRNP K  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

・hnRNP L  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 

・hnRNP U  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 

・HPLC  high-performance liquid chromatography 

・HSP70-1  Heat shock 70 kDa protein 1 

・HSPA8  Heat shock cognate 71 kDa protein 

・HSPA9  Stress-70 protein, mitochondrial 
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・IB   immunoblot 

・IE62   immediate-early 62 protein 

・IF   immunofluorescence  

・Ig   immunoglobulin 

・IP   immunoprecipitation 

・ITS   internal transcribed spacer 

・LC   liquid chromatography 

・MAPK  mitogen-activated protein kinase 

・Mdm2  transformed mouse 3T3 cell double minute 2/E3 ubiquitin-protein ligase 

Mdm2 (mouse) 

・MDM2  MDM2 proto-oncogene, E3 ubiquitin-protein ligase/ 

E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 (human) 

・mKG   monomeric Kusabira-Green 

・MLH1  mutL homolog 1 

・MOPS  3-morpholinopropanesulfonic acid 

・MS   mass spectrometry 

・MSH2  mutS homolog 2  

・mTOR  mammalian target of rapamycin 

・NBT   nitro blue tetrazolium chloride 

・NPAS2  neuronal PAS domain protein 2 

・NPM   nucleophosmin あるいは B23 

・NTP   nucleoside triphosphate 

・OD   optical density 

・p53   Cellular tumor antigen p53 あるいは TP53 

・PAXT-1  R05D11.6/Partner of Xrn-Two-1 
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・PBS   phosphate buffered saline 

・PBST   0.05 % (w/v) Tween 20, PBS 

・PCR   polymerase chain reaction 

・PEG   polyethylene glycol 

・PIPES  piperazine-1, 4-bis (2-ethanesulfonic acid) 

・PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 

・pol I   RNA polymerase I  

・pol II   RNA polymerase II 

・pre-rRNA  precursor ribosomal RNA 

・PVDF  polyvinylidene difluoride 

・RB   Retinoblastoma protein 

・rDNA  ribosomal DNA 

・RNA   ribonucleic acid  

・RNAi   RNA interference 

・RNase  ribonuclease 

・rRNA   ribosomal RNA 

・RP-A p14  Replication protein A 14 kDa subunit 

・RP-A p32  Replication protein A 32 kDa subunit 

・RPS7   ribosomal protein S7 

・S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae 

・S. pombe  Schizosaccharomyces pombe 

・siRNA  short interfering RNA 

・snoRNA  small nucleolar RNA 

・snoRNP  small nucleolar ribonucleoprotein 

・SRT   serine-rich tract 
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・TAE   Tris-acetic acid-EDTA 

・TBS   Tris Buffered Saline 

・TEMED  tetramethylethylenediamine 

・TOCARF細胞 pcDNA™5⁄FRT⁄TO-FLAG-CARF/Flp-In T-Rex 293 細胞 

・TOF   time-of-flight 

・TRF2   telomeric repeat binding factor 2 

・tRNA   transfer RNA 

・Tris   tris (hydroxymethyl) aminomethane 

・U   unit 

・UTP   uridine triphosphate 

・VZV   Varicella-zoster virus 

・WCL   whole cell lysate 

・XRN2  5’-3’ exoribonuclease 2 
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CARFがどのように細胞増殖に関与し、がん化を抑制しているかの分子機構についてはいくつか仮説

が提唱されているがまだ明らかになっていない。もし、CARFの細胞内における新しい役割を明らかに

できれば、新たながん抑制メカニズムの解明や新規抗がん剤ターゲットの発見につながる可能性があ

る。CARF欠損が p53不活化細胞や p53欠損細胞においてもアポトーシスと異常細胞分裂を誘導するこ

とから、CARFが関与する p53非依存的細胞増殖調節機構が存在すると推論された。この p53非依存的

細胞増殖調節機構において CARF相互作用因子が重要な役割を担うと考えられ、機能既知 CARF相互
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作用因子：p53、MDM2、ARF、CHK2、ERK1 以外の CARF相互作用因子が p53 非依存的細胞増殖調

節機構解明の鍵となる可能性が考えられた。本研究では、CARFによる p53非依存的細胞増殖調節機構

の分子メカニズムを明らかにする手がかりを得ることを目的とし、最新のプロテオーム解析技術を用

いて新規 CARF相互作用因子を探索することから研究を進めることとした。 

FLAG タグタンパク質に対する pull down法により CARF相互作用因子群の単離を試み、その構成タ

ンパク質を nano-LC-MS/MS を用いたプロテオーム解析により同定した。その結果、5’-3’エキソリボヌ

クレアーゼ(XRN2)および他 18種類の新規 CARF相互作用タンパク質を同定した。同定した XRN2と

CARFの相互作用についてさらに調べた。作製した CARF薬剤発現誘導細胞を用いた pull downにおい

て CARFの量依存的に CARF相互作用因子群に含まれる XRN2の量が変化した。また、XRN2 相互作

用因子群に CARFが含まれることを明らかにした。双方向から相互作用を調べることで CARFと

XRN2 が相互作用することを示した。また、CARFも XRN2 も RNA と相互作用することが報告されて

いることから、RNA を介して CARFと XRN2 が相互作用する可能性が考えられた。この可能性につい

て調べ、RNAを介さず CARFと XRN2が相互作用することを明らかにした。さらに、mKG レポータ

ーシステムを用いた解析から CARFと XRN2 が細胞内、特に核質において直接相互作用すると結論づ

けた。両タンパク質について欠失変異体を作成し、各々タンパク質内の相互作用領域を調べた。CARF

では 1-175 aaを介して XRN2と相互作用すること、XRN2 では少なくとも 1-151 aa、501-680 aaが

CARFとの相互作用に必要であることが明らかになった。XRN2 の生理機能の１つである pre-rRNAプ

ロセッシングにおける XRN2の働きに CARFが影響を与えるのか調べた。始めに RNA干渉の技術を用

いて XRN2 をノックダウンし、5’ETS領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2 の働きをノザン

ブロット法により確認した。次に、CARFの一過的過剰発現および薬剤誘導による過剰発現細胞を用い

て pre-rRNA プロセッシングへの影響を調べた。その結果、CARFの過剰発現により 5’ETS 領域の pre-

rRNAプロセッシング過程において生成される pre-rRNA fragments（5’ETS-pre-rRNA fragments）の

XRN2 による分解が阻害されることが示唆された。さらに、CARFの過剰発現により 5’ETS領域の 01 

siteの切断における XRN2 の働きが阻害されることが示唆された。一方で、CARFは 01 siteの切断が起

こらないと次の pre-rRNAプロセッシングへ進ませない監視をしている XRN2 の働きに対しては関与し
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ていないと推論された。明らかになった CARFによる XRN2 の pre-rRNA プロセッシングにおける働き

の阻害がどのような機構によって起こるのか調べた。始めに XRN2の酵素活性に対する CARFによる

影響を調べたが、影響はなかった。次に XRN2の発現量に対する CARFの影響を調べたが、影響はな

かった。最後に、XRN2の細胞内局在に対する影響を細胞免疫染色法および細胞分画法を用いて調べ

た。その結果、CARFは XRN2 を核質へ留め、リボソーム生合成の場である核小体の局在を減少させ

ることで、5’ETS領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2 の働きを阻害することが示唆され

た。CARFは 01 site切断後の監視において働く XRN2には相互作用できず、5’ETS-pre-rRNA fragments

を分解する XRN2および 01 site 切断に働く XRN2には相互作用でき、その局在を変化させると推論さ

れる。 

CARFが XRN2 を核質に留めることから、CARFが pol IIの転写終結点に XRN2 を留める可能性が考

えられる。本研究において CARFが XRN2と相互作用することが明らかになったことから、XRN2と

ARFが CARFを相互作用因子として競合すると推論される。ARFは CARFを介さない経路においても

がん化抑制に働くことから、CARFから遊離した ARFもがん化抑制能を発揮でき、がん化抑制が促進

すると推論される。あわせて、CARFが XRN2の pre-rRNAプロセッシングにおける働きを阻害するこ

とによりリボソーム生合成が低下し、細胞増殖が低下する可能性も考えられ、細胞の増殖がさらに抑

制されると考えられる。今後、本研究で明らかになった CARFと XRN2の相互作用や生理機能に関し

て更なる研究が進み、新規抗がん剤が開発されることを待ち望みたい。
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第 1章 序論 

第 1節 日本におけるがん 

 厚生労働省の平成 22 年人口動態統計によると、日本における死因は第 1位が悪性新生

物、第 2位が心疾患、第 3位が脳血管疾患、第 4位が肺炎、第 5位が老衰である (厚生労

働省 http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/jinkou/geppo/nengai10/kekka03.html)。この順位か

ら見られるように、悪性新生物つまりがんに対する新しい治療法の開発が強く望まれてい

る。実際に、日本政府はがんが死因第 1位になった 1981年の 3年後に「対がん 10ヵ年総

合戦略」を策定し、1994 年にはこの戦略を引き継いだ形で「がん克服新 10か年戦略」を

策定した。そして、これらの戦略が終わった後の 2004年から 2014年までがん罹患率と死

亡率の激減を目指して、がん予防の推進及びがん医療の向上とそれを支える社会環境の整

備を柱とする「第 3次対がん 10ヵ年総合戦略」が進められた。予算額をみると、「対が

ん 10ヵ年総合戦略」が始まった 1984年度は 15.1億円だったのに対して、「第 3次対が

ん 10ヵ年総合戦略」の 2012年度では 357.0億円と当初の約 23倍にも増額されている

(1)。このことからも、日本政府はがんの撲滅を解決すべき重要な課題として位置づけて

いることがわかる。これらの対がん戦略の効果は、5年相対生存率の推移から見ることが

できる。5年相対生存率は、あるがんと診断された人の 5年後の生存率と、性別、生まれ

た年、及び年齢の分布を同じくする日本人の集団の 5年後の生存率との比で表され、その

値は、あるがんと診断された場合に、治療でどのくらい延命させたかを示す指標として用

いられる。1993年から 1996年に行われた調査では 5年相対生存率が 53.2%であったが、

2003年から 2005年に行われた調査では 58.6%であり(2, 3)、約 10 年間で 5.4％の増加がみ

られ、対がん対策に一定の効果があったことを示している。しかし、がん治療のための医

療費は、1995年に 18兆 637億円であったのに対して、2010年には 30兆 312億円までに

なり、全医療費の 1割弱を占めるほど日本経済に大きな負担となっている。2005年の罹

患・死亡データに基づくと、男性、女性ともに、おおよそ 2人に 1人が一生のうちにがん

と診断され、2009年の死亡データに基づくと男性ではおおよそ 4人に 1人、女性ではお
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およそ 6人に 1人ががんで死亡する (4)。がんの撲滅は、日本の健康の維持にとってだけ

でなく、経済への負担軽減という意味でも解決すべき重大な課題である。 

 

第 2節 がんと細胞の生育調節機構について～がん抑制因子 ARF の働きを手がかりとし

て 

人の健康を脅かすがんの原因となるがん細胞は体の中でどのようにして発生するのだろ

うか？がんの発症は、恐らく細胞増殖を制御するがん関連遺伝子が化学物質、紫外線など

なんらかの原因により変異することからはじまる (5, 6)。通常では遺伝子変異が速やかに

修復されるか、あるいは細胞周期停止やアポトーシスが起こり異常な細胞は取り除かれる 

(5)。しかし、これらの機構が働かず、異常な細胞がさらに変化して無限に増殖する能力

を持つとがん細胞になる (7)。 

がん細胞において、高頻度で変異しているがん関連遺伝子産物として、がん抑制因子が

ある。これらには、転写因子 p53、転写抑制因子 RB、MDM2のアンタゴニストであるヒ

ト p14 ARFあるいは マウス p19ARF (以下 ARF と略す)、DNAミスマッチ修復因子 MSH2及

びMLH1、DNAダメージセンサーATM などが良く知られている (6)。がん抑制因子の主

な働きは、異常を感知し細胞が増殖し続けるのを抑制することである (6)。ヒトのがんに

おいては、これらがん抑制因子の中でも p53は 50%以上、ARFは約 40%と非常に高い割

合で変異している (8, 9, 10)。これらの事実は、p53と ARFは細胞のがん化抑制において

極めて重要な働きを担うことを意味している。 

ここでは、p53と関わりもあることから ARFに着目し、ARFの働きと細胞のがん化と

の関係についてさらに述べたい。まず、ARF が関わるがん化抑制の分子機構について考

えたい。ARFは核質で p53の分解に関わるユビキチンリガーゼ MDM2 の局在を核質から

核小体に変化させる働きがある。これによって、MDM2による p53 の分解を抑制し、p53

による細胞の増殖抑制作用を維持することができる (11, 12, 13, 14)。この場合、ARFは

p53シグナル経路の上流に位置して、細胞の異常増殖をくい止めていると考えられる。 
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一方で、ARFは p53-MDM2 欠損細胞の成長を抑制する (15)。このことは、ARFが p53

非依存的な細胞増殖抑制能をもつことも示している。ARFはリボソーム生合成を担う

NPM の分解を促進することから、p53 非依存的にリボソーム生合成を抑制して細胞増殖

を抑えると考えることもできる (16, 17, 18, 19, 20, 21, 22)。増殖期にある細胞では、その

細胞が消費する 70〜80％のエネルギーと物質をリボソーム産生に費やす (23)。がん細胞

が無限に増殖する為には、タンパク質合成を担う大量のリボソームを恒常的に生産し続け

なければならない (23)。つまり、がん細胞の細胞増殖においては、リボソーム生合成の

制御が重要な役割を担っているとも考えられる (24)。よって、ARFによる p53非依存的

な細胞増殖の抑制に関しては、ARFのリボソーム生合成抑制能に起因する可能性も考慮

しなければならない。この可能性は、p53/Mdm2/ARFノックアウト細胞に ARFを発現さ

せるとリボソーム RNAプロセッシング (25) 及びリボソーム生産量 (16) が抑制されるこ

とからも支持される。 

 

第 3節 がん抑制因子 ARFと相互作用するタンパク質 CARFについて 

第 2節において述べた ARFの生理機能との関わりは不明であるが、非常に多くの ARF

の細胞内相互作用因子が同定されている。今までに報告された ARF相互作用因子とし

て、Cyclin-dependent kinase 4 (28, 29, 30, 31, 45, 46), Cyclin-dependent kinase 6 (28, 29, 30, 31, 

47), MDM2 (13, 35, 36, 37), Myc proto-oncogene protein (38), CARF (43, 117), Cyclin-G1 (44), 

Transcription factor E2F1 (49, 50), G1/S-specific cyclin-D1 (54, 65), G1/S-specific cyclin-D2 (53, 

66), NPM (18, 27, 78, 88, 89, 90, 91), 26S protease regulatory subunit 6A (40, 94), p53 (12, 13, 14, 

51, 97, 104), E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 (78, 87, 91, 106), Polyubiquitin-C (78, 87, 91, 100, 

104, 106, 109, 110, 111), などがある。合計 146 種のタンパク質が ARF相互作用因子として

報告されており、その働きも多岐に渡る。全ての ARF相互作用因子については Table1-1

に示す。本博士論文ではこれらの中の一つで、yeast two hybrid 法により見いだされた

CARFについて着目し研究を行ったので、以下に CARFについて詳細に説明する。 
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CARFは、別名として collaborator of ARFあるいは CDKN2A-interacting protein とも呼ば

れる。CARFの Gene IDは 55602で、公式なシンボルは CDKN2AIP であるが、本論文で

は簡略化のために CARFの名称をそのまま用いることとする。 

ヒト CARFをコードする遺伝子は、第 4q35 染色体上の NC_000004.12 (183444635-

183449064) 領域に存在する (117)。この遺伝子から転写された pre-mRNAは 2種類のスプ

ライシングバリアントを生じる。このうち ARFと相互作用が報告されているのは

NM_017632.2 である。183,444,636-183,447,896 に 3,261 bps の領域でコードされており、

イントロン: 183,445,070-183,445,534, Length: 465 と 183,445,666-183,446,087, Length: 422 が

スプライシングされ 2,374 bps の mRNAになる。翻訳される領域は遺伝子上 183,444,798

から始まり 183,447,427 までコードされている領域であり、上述のようにスプライシング

されるので最終的に翻訳される mRNA配列の長さは 1,743 bps である。もう一つのスプラ

イシングバリアントは、XM_005263118.1である。183,444,635-183,449,064に 4,430 bps の

領域でコードされており、イントロン: 183,445,070-183,445,534, Length: 465 と 183,445,635-

183,446,087, Length: 453 がスプライシングされ 3,512 bps の mRNAになる。翻訳される領

域は遺伝子上 183,446,450 から始まり 183,447,427 までコードされている領域であり、最終

的に翻訳される mRNA配列の長さは 978 bps である。 

NM_017632.2から翻訳されるタンパク質は 580 aaと予測されるが (Fig. 1-1) (118)、質量

分析法を用いた実験結果からは、アミノ末端のメチオニンは切断され細胞内では予測より

1残基少ない 579aaの分子種として存在すると考えられる (119)。CARFタンパク質の模

式図を Fig. 1-2に示す。CARFの 462番目から 537番目までのアミノ酸配列は ds RNA-

binding domainと呼ばれ、RNAが結合するドメインであると考えられている (Fig. 1-3)。

また、175番目から 425 番目までにセリンリッチ領域を持ち、この領域の 251アミノ酸配

列中に 98個のセリンが存在する (Fig. 1-4)。一方、タンパク質翻訳後修飾の大規模解析か

らは、2番目のアラニンがアセチル化され(120)、131番目のセリンと 346番目のスレオニ

ンがリン酸化されることが示されている (122, 123)。 
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CARFは他の種においてどのぐらい保存されているのだろうか？ヒト CARFは InParanoid

データベース (124) を用いて検索を行うと 38 の生物種においてオーソログが存在する

(Table 1-2)。OrthoDB データベース (http://cegg.unige.ch/orthodb/results?searchtext=Q9NXV6) 

を用いて検索を行うと 62種においてオーソログが存在するが、その中で Uniprot に登録が

あるタンパク質に限定すると 38種においてオーソログが存在する (Table 1-3)。これらの

内 InParanoid データベースでのみ検出された種が 6種、OrthoDBデータベースでのみ検出

された種が 4種あった。どちらのデータベースサーチ結果でも多くの種にオーソログの存

在が示され、CARFは生物の生存にとって重要な機能を持つと推測される。その詳細につ

いて、以下に InParanoid データベースの結果を基に論じていきたいと思う。 

InParanoid データベースによりヒト CARFのオーソログと示されたタンパク質について

clustalw及び Jalviewを用いて近隣結合法により系統樹を作成した (Fig. 1-5)。CARFは哺

乳類から昆虫綱に属する Solenopsis invicta までオーソログが存在するが、この系統樹から

Loxodonta Africana を除くと哺乳類とそれ以外の種で進化的に大きく枝分かれしているこ

とがわかる。また Solenopsis invicta は枝の長さが長く進化的形質が大きく異なることか

ら、その機能も共通部分は少ないと推測される。ヒト CARFのオーソログタンパク質の

multiple alignment を Fig. 1-6に示す。ヒト CARFには 19番目から 127 番目に機能未知の

DUF3469と呼ばれるドメインが存在する。Table1-2の模式図において緑色で示されている

ドメインである。DUF3469 ドメインを持たないものも 9種存在する。Fig. 1-7にピンク色

で囲んで示した。その中には Cricetulus griseus や Spermophilus tridecemlineatus のように比

較的分子系統上ヒトに近いものも含まれており、DUF3469ドメインの有無にどのような

進化上の意義があるのかはわからない。CARFはヒト、マウス及びラット以外の種におい

ては機能が調べられていない。 

CARFはヒト組織において脳、腎臓、肝臓、肺、膵臓、胎盤、大腸、卵巣で発現してい

る (117)。その半減期は 60分以下と短く、ストレスを受けない環境下ではプロテアソー

ム系を介して分解される (125)。細胞内局在としては主に核質とリボソーム生合成が行わ

http://cegg.unige.ch/orthodb/results?searchtext=Q9NXV6
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れる核小体の縁に存在する (43)。それ故、CARFは ARFと相互作用し、リボソーム生合

成における ARFの働きを阻害もしくは促進し、細胞増殖を制御する可能性が考えられる

が、この可能性については調べられていない。一方で、CARFは ARFとの相互作用に依

存した p53-p21WAF経路 (ARF依存的 p53-p21WAF経路) を介して細胞増殖を制御する (43, 

126)。さらに CARFは ARFとは無関係に p53-p21WAF経路 (ARF非依存的 p53-p21WAF経路) 

を介してがん細胞の増殖を調節することもできる (43, 126)。ARF 依存的 p53-p21WAF経路

において、CARFは ARFと他のタンパク質を含む複合体を形成し、その中で直接MDM2

と結合し (127, 128)、ARFと一緒に働いて p53 を活性化する (127)。これに対し、ARF非

依存的 p53-p21WAF経路において、CARFは p53 に直接結合することにより p53を安定化

し、活性化する(126)。しかし、CARFと p53の結合量がある範囲を超えて増加すると、

MDM2の働きにより共に分解され、CARFと p53が減少する (126)。即ち、ARFを含まな

い CARF-p53-p21WAF経路では CARFと p53の結合量による負のフィードバックループで

お互いの発現量を調節していると考えられる (43, 116, 126, 127, 128)。実際に、MDM2阻

害剤はこのフィードバックループを阻害する (129)。 加えて、CARFはMDM2の遺伝子

MDM2の転写抑制因子として働くことから (128)、このフィードバックループはより複雑

な機構で制御されていると思われる。  

CARFは過剰発現によって p53-p21WAF経路を活性化しがん化の抑制と早期老化の誘導を

引き起こすが、逆に早期老化及び老化によってもその発現量が増加する (130)。また、そ

の欠損によっても様々な細胞死及び生存経路を介してがん化抑制に関わっていると考えら

れる (131)。CARFが細胞増殖に与える影響を表にまとめた (Table 1-4)。しかし、CARF

がどのように細胞増殖に関与しがん化を抑制しているかの分子機構については今までに述

べた経路を介したものも含めいくつかの仮説が提唱されているが (125, 130, 131)、まだ不

明な点が多い。 

もし、CARFの新規生理機能を明らかにできれば、新たながん化抑制メカニズムの解明

や新しい薬剤のターゲットの発見につながる可能性がある。CARF欠損が p53不活化細胞
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や p53欠損細胞においてもアポトーシスと異常細胞分裂を誘導する (130) ことから、

CARFが関与する p53非依存的細胞増殖調節機構が存在すると考えられた。本研究では、

CARFによる p53非依存的細胞増殖調節機構の分子メカニズムを明らかにする手がかりを

得ることを目的とし、最新のプロテオーム解析技術を用いて新規 CARF相互作用因子を探

索することから研究を進めることとした。新規 CARF相互作用因子と CARFの生理的役

割を調べることで、CARFが関与する p53非依存的細胞増殖調節機構解明を試みた。 

 

以下本論文の第 2章以降の概要を述べる。 

 

第 2章 CARF相互作用因子群構成タンパク質の同定 

第 2章では CARF欠損が p53非依存的にアポトーシスと異常細胞分裂を誘導すること

から、CARFが関与する p53非依存的細胞増殖調節機構が存在すると考えた。p53非依存

的細胞増殖調節機構において CARF相互作用因子が重要な役割を果たすと考えられた。新

規 CARF相互作用因子の探索を行った。作製した CARF薬剤誘導発現細胞を用いて CARF

相互作用因子群の単離を試み、その構成タンパク質を nano-LC-MS/MS を用いたプロテオ

ーム解析により同定した。その結果、5’-3’エキソリボヌクレアーゼ XRN2及び 18種類の

新規 CARF相互作用タンパク質: アポトーシスに関連するタンパク質 Protein KIAA1967、

pre-mRNA プロセッシング＆スプライシング関連タンパク質 RNA-binding protein 10 及び

Putative pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15、hnRNP タンパク質 4

種類、翻訳に関連するタンパク質 Eukaryotic translation initiation factor 4B、リボソームタン

パク質 60S acidic ribosomal protein P0-like、シャペロンタンパク質 5種類、rRNA 生合成関

連タンパク質 Nucleolin、NPM、その他タンパク質 2種類であった。 

 

第 3章 CARFと XRN2 の相互作用 

 第 3章では第 2章で同定した XRN2と CARFの新規相互作用について詳細に解析し
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た。はじめに第 2章で作製した CARF薬剤誘導細胞を用いた pull down において CARFの

量依存的に CARF相互作用因子群に含まれる XRN2の量が変化した。また、XRN2相互作

用因子群に CARFが含まれることを明らかにした。双方向から相互作用を調べることで

CARFと XRN2が相互作用することを示した。また、CARFも XRN2 も RNAと相互作用

することが報告されていることから、RNAを介して CARFと XRN2 が相互作用したもの

であるか検討し、これらの相互作用には RNAが関与しないことを明らかにした。さら

に、mKGレポーターシステムを用いた解析から CARFと XRN2が細胞内、特に核質にお

いて直接相互作用すると結論づけた。両タンパク質について欠失変異体を作成し、各々タ

ンパク質内の相互作用領域を調べた。CARFは 1-175 aaを介して XRN2 と相互作用するこ

と、XRN2は少なくとも 1-151 aa、501-680 aaが CARFとの相互作用に必要であることが

明らかになった。 

 

第 4章 リボソーム生合成過程における CARFの働き 

 第 4章では XRN2が生体内で担う役割の１つである pre-rRNAのプロセッシングに

CARFが影響を及ぼす可能性について検討した。始めに RNA干渉の技術を用いて XRN2

をノックダウンし、pre-rRNAプロセッシングにおける既知の XRN2 の働きをノザンブロ

ッティンッグにより確認した。次に、CARFの過剰発現による pre-rRNA プロセッシング

への影響を調べた。その結果、CARFの過剰発現により XRN2が担う 5’ETS pre-rRNAの

プロセッシングの働きが阻害されることが明らかになった。 

 

第 5章 XRN2を介した CARFによるリボソーム生合成調節機構 

第 5章では第 4章で明らかになった CARFが pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2

の働きを阻害するメカニズムについて調べた。はじめに XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレ

アーゼ活性に対する CARFによる影響を調べたが、影響はなかった。次に XRN2の発現

量が CARFの発現により増減するのか調べたが、影響はなかった。また、XRN2の細胞内
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局在に対する影響を調べた。その結果、CARFは XRN2を核質へ留め、さらに XRN2をリ

ボソーム生合成の場である核小体の局在を減少させることを明らかにした。このように細

胞内分布に影響を与えることで、XRN2の 5’ETS 領域における pre-rRNA プロセッシング

における働きを阻害することが示された。 

 

第 6章 総括 

 第 6章では第 2章から第 5章において得られた結果を総括した。本研究で明らかになっ

た CARFの新規生理機能の意義と今後の展望について述べた。 
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図表  
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Fig. 1-6 CARF の multiple alignment 

 

Homo: Homo sapiens 

Equus: Equus caballus  

Heteroceph: Heterocephalus glaber  

Cavia: Cavia porcellus  

Mus: Mus musculus 

Rattus: Rattus norvegicus  

Spermophil: Spermophilus tridecemlineatus  

Cricetulus: Cricetulus griseus  

Otolemur: Otolemur garnettii  

Pongo: Pongo abelii  

Pteropus: Pteropus alecto 

Ailuropoda: Ailuropoda melanoleuca 

Oryctolagu: Oryctolagus cuniculus 

Nomascus: Nomascus leucogenys 

Sus: Sus scrofa 

Callithrix: Callithrix jacchus 

Macaca: Macaca mulatta 

Gorilla: Gorilla gorilla gorilla 

Mustela: Mustela putorius furo 

Felis: Felis catus 

Canis: Canis familiaris 

Pan: Pan troglodytes 

Loxodonta: Loxodonta africana 

Myotis: Myotis lucifugus 

Sarcophilu: Sarcophilus harrisii 

Monodelphi: Monodelphis domestica 

Taeniopygi: Taeniopygia guttata 

Meleagris: Meleagris gallopavo 

Anolis: Anolis carolinensis 

Xenopus: Xenopus tropicalis 

Xiphophoru: Xiphophorus maculatus 

Oreochromi: Oreochromis niloticus 

Gasteroste: Gasterosteus aculeatus 

Takifugu: Takifugu rubripes 

Tetraodon: Tetraodon nigroviridis 

Oryzias: Oryzias latipes  

Latimeria: Latimeria chalumnae 

Oikopleura: Oikopleura dioica 

Solenopsis: Solenopsis invicta 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                 5          15         25         35         45         55                      

Homo         --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRRDFLLR- -----NAGDL  

Equus        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Heteroceph   --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCEGETDKHW RHRQEFLLR- -----NAGDL  

Cavia        --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCEGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Mus          --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVETL RCEGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Rattus       --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVETL RCEGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Spermophil   --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCEGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Cricetulus   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Otolemur     --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCEGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Pongo        --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRRDFLLR- -----NAGDL  

Pteropus     --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Ailuropoda   --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Oryctolagu   --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCEGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Nomascus     --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRRDFLLR- -----NAGDL  

Sus          --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Callithrix   --------MA QDVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRRDFLLR- -----NAGDL  

Macaca       --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRRDFLLR- -----NAGDL  

Gorilla      --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRRDFLLR- -----NAGDL  

Mustela      --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Felis        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Canis        --------MA QEVSEYLSQN PRAAAWVEAL RCDGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGGL  

Pan          --------MA QEVSEYLSQN PRVAAWVEAL RCDGETDKHW RHRRDFLLR- -----NAGDL  

Loxodonta    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Myotis       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sarcophilu   --------AI SEVSEYLSQN PRVAAWVETL RSDGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Monodelphi   ----MARAAI SEVSEYLSQN PRVAAWVETL RSDGETDKHW RHRREFLLR- -----NAGDL  

Taeniopygi   ---------- ---------- ---AAWAETL RGACEPEHHW RYRREFLLRN VGELPAAG--  

Meleagris    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Anolis       ---------- ---SEEMGEA GDGEAWVERL RAECEPEHHW KYRREFLLR- ----------  

Xenopus      ------MGSE CEVSEFLGQN PETAAWLERV RGECESDKWW QHRREFILRN ----------  

Xiphophoru   ---MAGVRCG DDVSEYLSQN PQLAQWIESF RGYCESNKQW SARREFILRN ----------  

Oreochromi   ------SGGE DVVAEYLGQN PQLAQWVETF RSYCESNKQW VARREFILRN ----------  

Gasteroste   --MACETSEG DVVSEYLDQN PRLAQWVDTF RTYCESNKQW AARREFLLRN ----------  

Takifugu     -------SDK DIVSEYLAQN PQLAQWVDTF RGYCETSKQW SARREFILRN ----------  

Tetraodon    --MAREGSDK DTVSEYLDQN PNLAQWVDAF RGYCETSKQW GARREFILRN ----------  

Oryzias      --MAAQRGGD DPVSEYLQQN PHLAGWVDSL RGFCETSKQW SARREFILRN ----------  

Latimeria    MAGAGATEQR DEVSEFLKQN RQLAEWVEAL RGECESEKHW AARRHFILRN ----------  

Oikopleura   --------MT SAIDALISNA KSKDDQVDQM RGCNEAERHW LARKQFLLKN ----------  

Solenopsis   ---------- ---------- MDEDWDVEQH KVEYESDEHW ELRRKFLLAH ----------  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                 65         75         85         95        105        115                    

Homo         APAGGAASAS TDEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Equus        ---------- ---------- ---SRQLQQL IFSMAWANHV FLGCR-YSQK VMDKILSMAE  

Heteroceph   APAGGVASAN TDEAADAESG TRSRQLQQLI SFSMAWTNHV FLGCR-YSQK VMDKILSMAE  

Cavia        APAGGVDSSN LDGAADAKS- ---RQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YSQK VMDKILSMAE  

Mus          VPA------- TDETADAESG ARTRQLQQLV SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Rattus       VPA------- TEETADAESG ARSRQLQQLV SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Spermophil   AP-------- --AAADAESG TRSRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Cricetulus   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Otolemur     APAGGAALAN TDEVADAESG SRSRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Pongo        APAGGAASAS TDEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Pteropus     APTGGAASAN TEEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Ailuropoda   APTG---GAS TEEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Oryctolagu   APAG---GAH TVEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Nomascus     APAGGAASAS TDEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Sus          APAGGAASAR PEEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCRRYPQK VMDKILSMAE  

Callithrix   APAG------ TDEAADAESG TRSRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Macaca       APAGGAASAS TDEAADTESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Gorilla      APAGGAASAS TDEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Mustela      APTGGAAAAN AEEAADAESG SRNRQLQQLV SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Felis        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Canis        APTG----PD AEAAADAESG SRHRQLQQLV SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Pan          APAGGAASAS TDEAADAESG TRNRQLQQLI SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Loxodonta    -----VASSH TDEAADAESG SRSRQLQQLV SFSMAWANHV FLGCR-YPQK VMDKILSMAE  

Myotis       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sarcophilu   AP------TA TTEAASVECG DRRRQLQQLV SSSMAWANHI FLGCR-YPPK VMDKILSMAE  

Monodelphi   AP------TA TTEAASVECG DRRRQLQQLV SSSMAWANHI FLGCR-YPPK VMDKILSMAE  

Taeniopygi   ---------- ---------- --SAQLQRLV SLSMVWANHV FLGCR-YPPQ VMERALEMAE  

Meleagris    ---------- ---------- ---------- -------NHV FLGCR-YPPQ VTEKALEMAE  

Anolis       ---------- --NGGEESRE EEGAELRRLI SFSMVWANHV FLGCR-YPPE VMEKVMDMAA  

Xenopus      -----LRDVC GEGEIPPLPE TNHKELDRLL AYSMAWANHV FTGCR-YPLP VMEKVLKMAE  

Xiphophoru   --------ME A--FPTVKPG TCSSSLDRLL SLSMVWANHV FLGCS-YPQA VMDKIKDMGE  

Oreochromi   --------ME A--FPTVKPG VSSSSLDRLL SLSMVWANHV FLGCS-YPQA VMDKIKEMGE  

Gasteroste   --------ME A--FPAMEPG VPSSSLDKLL SLSMVWANHV FLGCS-YPQA VMDKISEMGE  

Takifugu     --------ME N--FPTVKPG APSNSLDRLL SLSMVWTNHV FLGCS-YPPA VMAKIKEMGE  

Tetraodon    --------ME Q--FPAVKPG APSAAAERLL SLSMVWANHV FLGCS-YPPA VMAKIKQMGE  

Oryzias      --------ME GQGVPAAQPG AHSPSLDSLL SLSMVWANHV FLGCS-YPPS VMDKIKEMGE  

Latimeria    --------LE G--FDIKPPG GPFPNLNRLL SLSMVWANHV FLGCR-YPQA VMEKVLELAE  

Oikopleura   ---------- -------WDD FTEDNREKLE CLSQCWSGLH FLGVG-YPPQ TVEKVREMSF  

Solenopsis   ---------- ---------- KDKFPEDMLV CLAQVFVNVE LLGCR-YPQE TMDMVKELSQ  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                125        135        145        155        165        175                

Homo         GIKVTDAPTY TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRVIEGKNSS AVEQDHAKTS  

Equus        GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRIIEGKNNS AVEQDHAKSS  

Heteroceph   GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRIVEGKNNS AVERDLAKIS  

Cavia        GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRIIEGKSNS AVERDLAKTS  

Mus          GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRAVEGKNNS SVERDHGKKS  

Rattus       GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRSIEGKNNS SVERDHGKKS  

Spermophil   GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEELSK KRIIEGKNNS AVERDLAKIS  

Cricetulus   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Otolemur     GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRAIEGKNNS AVEQDHAKIS  

Pongo        GIKVTDAPTY TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRVIEGKNSS AVEQDHAKTS  

Pteropus     GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPTK KRVTEEKNNS TVEQDHAQNS  

Ailuropoda   GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPAK KRILEGKNNS AVEQDHGKIS  

Oryctolagu   GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPPK KRVLEGKNNS AVEQDHAKVS  

Nomascus     GIKVTDAPTY TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRVIEGKNSS AVQQDHAKTS  

Sus          GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPMK KRAIEGKSNS AVEQDHAKIL  

Callithrix   GIKVTDAPTY TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRVLEGKNSS AVEQDHTKTP  

Macaca       GIKVTDAPTY TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRVIEGKNSS AVEQDHAKTS  

Gorilla      GIKVTDAPTY TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVE-PSK KRVIEGKNSS AVEQDHAKTS  

Mustela      GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPAK KRIIEGKNSS AVEQDHAKIS  

Felis        ---------- ---------- ---------- ---------- ---MEGKNNS TVEQDHAKIS  

Canis        GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPAK KRLLEGRNNS AVEQEHAKLS  

Pan          GIKVTDAPTY TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRVIEGKNSS AVEQDHAKTS  

Loxodonta    GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK KRGIEGKNNS AVEQDRAKTS  

Myotis       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sarcophilu   GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --DGVEEPCK KRAVEGKSSS TSIQDALKTC  

Monodelphi   GIKVTDAPIH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --DGVEEPCK KRAVEGKNSS AGGQDALKTS  

Taeniopygi   GIQVTNAPVH TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGVEEPSK RQAVEKSRDS KDVGKNVKTT  

Meleagris    GIQVTGAPVR TTRDELVAKV KKRGISSSN- --EGIEEPAK KRAVEKCKDS KDTGQDVKTT  

Anolis       GITVTNAPTH TLRDDLVSKV KRRISSSNGS CTQILINNCN RRQTTPKNSS SHYFSCNIKT  

Xenopus      NIKVTDAPTH TTRDELVAKV KKRGISSSNG FIRTAYTVCN NRVPSTHTRA EIINMHIYTN  

Xiphophoru   GIVVQDPPVH KTTKDGITAR GKR------- ---------- ---------- ----------  

Oreochromi   GIKVQDPPVH KTTKDEFTAR GKRSASAVTS HSEFSTGTSP QVRFPTQKVG AARPSLTQQS  

Gasteroste   GIVVKDGPMH KTTKDGILSR GKRG------ ---------- ---------- ----------  

Takifugu     GIVVKDAPDH RTTIDGVMGK GKRTATNGTP LFGLYKTVAF FLL-----NS WFGDSHYRYI  

Tetraodon    GIVVKDAPEH RTTIDGVMAK GKRAAASEG- ---------- ---------- ----------  

Oryzias      GIAVQDAPTH KTTKAKGKRS AGTGEVQVFV EMHDSAETIQ RRK------- ---QKMNFSI  

Latimeria    GIDVLDAPSR TTRDDLVVKM KKRGLSSSNV ILEKQCINCV ITTDQNKTPL RDSNDTRKKT  

Oikopleura   GLPNMSDMLK DADQEIHCKE VKRRRDEQAN ---------- ---------- ----------  

Solenopsis   EVAAEYREKQ KKKLKRTFVE ASEAASSKVK GCTAKMSTVT EESIPNMPNH LPHTANLSES  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                185        195        205        215        225        235                

Homo         AKTERASAQQ ENSSTCIGSA IKSESG-NSA RSSGISSQNS STSDGDRSVS SQSSSS----  

Equus        AKTERASAQQ EVSSTCMGLS TKSESGGNSA RGSGTSSQNS SASDGDRSVS RQSSSS----  

Heteroceph   AKTERTSAQQ ENSSTSSGPS NKSESSGNST RSSGISTQNN STSEDRSVSS QSSSSSS---  

Cavia        AKAERTPAQQ ENSSRSSGSS TKSDSGNSAR SSGSSIQNNS ASEGDRSVPS QSSSS-----  

Mus          AKTDRSAAQQ ENSSPSRGSS TKSESGGTSA RSSSSGSHQD SATSEGDRSV CSQSSS----  

Rattus       AKTDR-SAQQ ENSSGSKGSS TKSESSGTSA RSNSGVSHQN SSTSEGDRSV CSQSSS----  

Spermophil   AKTECTSAQP ENSSTCSGSC TKSESSGNST RSSGISGQNS SMSEGDRSVS SQSSSS----  

Cricetulus   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Otolemur     AKTDRVSAQQ ENSSACPGVT TKSESSGNST RSSGISSQNS STSDGNPSVS SQSSGS----  

Pongo        AKTERASAQQ ENSSTCTGSA IKSES-GNSA RSSGISSQNS STSDGDRSVS SQSSSS----  

Pteropus     VKTDX----- ---------- ------GNST RSTGTSSQNS STSDGDRSVS SQSSSS----  

Ailuropoda   AKTERASAPQ ENSSACTGAS SKSESSGNST RSSGTSSQNS PTGDGDRSLS SQSRSS----  

Oryctolagu   ARTERAAAQQ ENRSACMGSS GKSESSGNSA RSSGVSSQNS SSSDGDRSAS SHSGSS----  

Nomascus     AKTERASAQQ ENSSTCTALA IKSES-GNSA RSSGISSQNS STSDGDRSVS SQSISS----  

Sus          AKTERASAQQ ENSSTCSGSA AISESSGNST RSSGTPSQNS STSDGDRSVS SQSSSS----  

Callithrix   AKTERASAQQ ENSSACTGSA AKSES-GNSA RSSGISSGNS STGDGDRSVS SQSSSSSSSS  

Macaca       AKTERASAQQ ENSSAGTGAA IKSES-GNSA WSAGISSQNS STSDGDRSVS SQSSSS----  

Gorilla      AKTARASAQQ ENSSTCTGSA IKSES-GNSA RSSGISSQNS STSDGDRSVS SQSSSS----  

Mustela      AKTERALAQP ENSSACAGAS AKSESGGNSR RSSGTSSQNS STGDGDRSLS SQSSSS----  

Felis        AKTERASAQQ ENSSTCTGSS TKSESSGNST RSSATSSQNS STSDGDRSLS SQSSSS----  

Canis        AKTERASAQQ ENSSTCTGSS VKPES-GNAT RSSGTSSQNS STGDGDRSLS SQNSSS----  

Pan          AKTERASAQQ ENSSTCIGSA IKSES-GNSA RSSGISSQNS STSDGDRSVS SQSSSS----  

Loxodonta    AKTEYASAKQ ENSSTCTGSS TKSENSGNSS LSSGISLSET ISTSDGDRPS SSQSSSS---  

Myotis       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sarcophilu   GKTEQASPKQ EVKVGAVPSI RPVGENINRS SSSTLERGST LSQEGLGQNT TSNTST----  

Monodelphi   GRTEQPSPKQ EVKVGPMLST RSVGSGENLC RSSSSILERG SALSQEVAGM KSQNKSTIEL  

Taeniopygi   KAEGAKETES TLPKKQEKDT ETEGKPANAE STAEQKPPSS EKEPGKKPCS SPPKESK---  

Meleagris    KAEVPMETES PLPKKQEKDT KDSESSLSTC SSNQE----- ---------- ----------  

Anolis       FKTNYNCCRD SSTQSSVINM SQSENGNSHL RSSCCAVCFV TSFVATTKGS EEFCKKR---  

Xenopus      LHHFSSPKHD LKSECFYISH VKLRTFRLDG TLFVISHISV GHPPRVTNST CILSES----  

Xiphophoru   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oreochromi   MIAAVNANSS KSCTNLVKLA KKQKRSCHSD VSTRTYMNTQ IN-------- ----------  

Gasteroste   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Takifugu     IITAALNDSE ILQSRSIQKI CDSALPGITF TCESPYPSSD VS-------- ----------  

Tetraodon    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oryzias      SDASRRKGGL CWGGGGVGCS AFTFLLSNVY LSPHVLTCLL MF-------- ----------  

Latimeria    SIKALERERK IIAGTIKKTS KITKLKRSCR EALHINSNLS IVNRAENCAG SYHSSSS---  

Oikopleura   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Solenopsis   QPTIAQQSRK KRISKKKRLD ANKLFPADTK EPISNIVSYN HQLCENPNTE ENPANR----  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                245        255        265        275        285        295                

Homo         ---------- -VSSQVTTAG SGKASEAEAP DKHGSASFVS -LLKSSVNSH MTQSTDSRQQ  

Equus        ---------- -LSAQVTTAG SGKASESQAP DKHGSASLVS SLLKSSVNSH VTQSTESRQR  

Heteroceph   ---------- -SISSQVTAG SGKASESEAP DKHGSTTFVS SLLKCNVNSH MTQTTDCRQQ  

Cavia        ---------- -SISSQVTPG SGKASESEAP DKHGSATFVS SLLKSSVNSH VTQPTDSRQQ  

Mus          ---------- -NSSQVTAG- SGKALESEAP HKRGSASFVS SLLKSSMNSH MTQSTDNRQQ  

Rattus       ---------- -NSSQVTSAG SGKASEPEAP DKHGSASFVS SLLKSSLNSH VTKSTDSRQH  

Spermophil   ---------- -ISSQVTTAG SGKASESEAP DKHGSASFVS SLLKSSVNSH VTQSTDSRQQ  

Cricetulus   ---------- ---------- ---------- ---------- ------MNSH VTQSTDSRQQ  

Otolemur     ---------- -ISSQVTTAG SGKASELEAP DKHGSASFVS SLLKSSVNSH MTQSTDSRQQ  

Pongo        ---------- -VSSQVTTAG SGKASEAEAP DKHGSASFVS -LLKSSVNSH MTQSTDSRQQ  

Pteropus     ---------- -ISSQVTTAG SGKASESEAP DKHGSASFVS SLLKSSVNSH VNQSTDTRQQ  

Ailuropoda   ---------- -ISSQVTAAG SGKAPESEAL EKHGSASIVS SLLKSSVNSH VTQSTDSRQH  

Oryctolagu   ---------- -VSSQVTVGS G--KAESEAA DKQGSASFVS S--------- ----------  

Nomascus     ---------- -VSSQVTTAG SGKASEAEAP DKQGSASFVS LLKSSVN-SH MTQSTDSRQQ  

Sus          ---------- -ISSQVTVVG SGKASESEAP DKHGSASLVS SLLKSSVNSH VTQSTDSRQQ  

Callithrix   S--------- -VSSQVTTAG SGKASEAEAP DKHSSASFVS -LLKSSVNSH MIQSTDSRQQ  

Macaca       ---------- -VSSQVTTAG SGKASEAEAP DKHGSASFVS -LLKSSVNSH MTQSTDSRQQ  

Gorilla      ---------- -VSSQVTTAG SGKASEAEAP DKHGSASFVS -LLKSSVNSH MTQSTDSRQQ  

Mustela      ---------- -ISSQVTAAG SGKASESEAP EKHSSASIVS SLLKSSVNSH VTPSADSRQQ  

Felis        ---------- -VSSQVTVAG SGKASESEAP DKHGSASFVS SLLKSSVNSH VTQSADSRQQ  

Canis        ---------- -ISSQVTVAG SGKALESEAP DKHGSASIVS SLLKSSVNSH MTQSTDSRQQ  

Pan          ---------- -VSSQVTTAG SGKASEAEAP DKHGSASFVS -LLKSSVNSH MTQSTDSRQQ  

Loxodonta    ---------- -ISSQVTTAG SGKVSESEAS DKHGSALFVS SLLKSSVNSH VTQSTDSRQQ  

Myotis       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- VTQSSDSSQQ  

Sarcophilu   ---------- ---SQVIASA PEKLSDIETS DK--PATILI SSVTTSNMNS VGIQLIDPKQ  

Monodelphi   TTENLGSKQS TSTSQAVAAG PEKVSDVETS EKHGTTLISS VAKSNSLGTQ LTDS---KQQ  

Taeniopygi   ---------- ------LVVA AQPPASKSTP QAAAAAAAVP STSKSTPQAA AAAAAVPSTS  

Meleagris    ---------- ---------- ---------- ---------A STASTTKAEE KSADAEHSVE  

Anolis       ---------- ---------A MGTDKPSEVG GNDIKTTKVD VPMEVDAVKS PGKETSKTPE  

Xenopus      ---------- ------VKAV LLKIVQKHQA TFEGHLKEKE RLXYTLACTG HQKMRLKNTA  

Xiphophoru   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oreochromi   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Gasteroste   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Takifugu     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Tetraodon    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oryzias      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Latimeria    ---------- ---FLSCIGA KCTEKQVDSN HFAPTMAVLA PMVKHSLNLC PNQKTEEAKE  

Oikopleura   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Solenopsis   ---------- ---------- ---------- -----LKTEE NVSFKNLQDH PYKDFVLWER  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                305        315        325        335        345        355                

Homo         SGSPKKSALE GSSASASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Equus        SGSPKKSALE GSSISASQ-- ---------- -SISEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Heteroceph   SGSPKKSALE SSSVSASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGTSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Cavia        SGSPKKSALE SSSVSASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGTSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Mus          SGSPKKGALE GSSGSASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSAEVE LPLLSCKSSS  

Rattus       SGSPRKNALE GSSVSVSQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSCKSSS  

Spermophil   SGSPKKSALE GSSVSTSQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGTSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Cricetulus   SGSPKKSALE GSSVSASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKSSP  

Otolemur     SGSPKKSALE GSSVSASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSLGSSEVE LPLLSSKPSS  

Pongo        SGSPKKSALE GSSASASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSLGSSEVE LPLLSSKPSS  

Pteropus     SGSPKKSALE GTSVSASP-- ---------- -SISEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Ailuropoda   SGSPNKSALE GSSVSASQ-- ---------- -SLSEIEVPL LGSSGSSEGE LPLLSSKPSS  

Oryctolagu   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Nomascus     SGSPKKSALE GSSVSASQ-- ---------- -SSSEIAVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Sus          SGSPKKSGLE GSSVSASQ-- ---------- -SISEIEVPL LGASGSSEVE LPLLSSKPSS  

Callithrix   SGSPKKSALE SSSAPASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSV  

Macaca       GGSPKKSALE SSSASASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Gorilla      SGSPKKSALE GSSASASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Mustela      SGSPKKSALE GSSVSSSQ-- ---------- -SISEIEVPL LGSSGSSEGE LPLLSSKPSS  

Felis        SGSPKKSALE GSSVSASQ-- ---------- -SISEIEVPL LGSSGSPEGE LPLLSSKPSS  

Canis        SGSPKKSALE GSSVSASQ-- ---------- -SISEIEVPL LGSSGSSEGE LPLLSSKPSS  

Pan          SGSPKKSALE GSSASASQ-- ---------- -SSSEIEVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Loxodonta    SGSPKKSALE GSSVSASQ-- ---------- -SSSEIQVPL LGSSGSSEVE LPLLSSKPSS  

Myotis       SGSPKKSALE GSSVSASP-- ---------- -SISEVEVPL LGSSGSAEVE LPLLSSKPSS  

Sarcophilu   NASPKKTISE STSSLCSQ-- ---------- -SASETELPL LGSPTSSEVE LPLLSSKPSS  

Monodelphi   NASPKKSVLE STSSLSSQNN SETEVPLLNS QSRSETSVPL LGSPSSSEVE LPLLSSKPGS  

Taeniopygi   KSTPQAATVA AAVPSTSK-- ---------- ----STPQAV VLAAAAAAAA TAVPPTTKST  

Meleagris    QGPAPSSSEK EAGENPPK-- ---------- ----EGKCEN VPSPEKTMLS SGSPTTAPQX  

Anolis       KPLPLVVAQK ASSSSAAS-- ---------- --TTQTAVPA TSTSVSQKTA PTVSTVVAQT  

Xenopus      VLHVVSSNLI SEGVEEEP-- ---------- -CKKQKSTED HGARKTSNVN DRVENRNQPS  

Xiphophoru   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oreochromi   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Gasteroste   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Takifugu     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Tetraodon    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oryzias      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Latimeria    TCRKKKSAFK EDNGCSKN-- ---------- -----VRNEI CGEARANHTN LQWQNPLPST  

Oikopleura   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Solenopsis   PGDNAQSILE TSAAVSGMT- ---------- ----LTCNYT VIPEEGWECS LNLVNSQVLS  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                365        375        385        395        405        415                

Homo         ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS SSVAKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Equus        ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS SSVSKNSSSS GTSSVTPKSS TSANTS----  

Heteroceph   ETA------- -SETPSSGLT SKTSSEAVVS SSVSK-NSSS SGTSLLTSKS SSTNTS----  

Cavia        ---------- --ETTSSGLT SKTSSEAGVS SSVSK-NSSS -GTSLLTSKS SSTSTS----  

Mus          ---------- --ETASSGLT SKSSSEANIS SSVSK-NSSS SGSSLLTPQS SSTNPS----  

Rattus       ---------- --ETASSGLT TKASSEANIS SSVSK-NSSS SGTSLLMPKS SSTNTS----  

Spermophil   ---------- --ETASSGLT SKTSSEASIS SSVSK-NSSS SGTSLLTPKS SSTNTS----  

Cricetulus   ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS SSVPKNTSST SGTSLLTPKG SSTNAS----  

Otolemur     ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS PSVSKNSSSP GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Pongo        ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS SSVAKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Pteropus     ---------- --ETASGVLT SKTSSEASLS -SLSKNSPSS GTSLLTPKSS TSANTT----  

Ailuropoda   ---------- --ETAAGGLT SKTSSEASVS ASVSKNSSSP GTSLLTPRSS TSTSTS----  

Oryctolagu   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Nomascus     ---------- --ETVSSGLT SKTSSEASVS SSVAKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Sus          ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVA SVVSKNSSSS GTSLLTPKSS TSTNTS----  

Callithrix   ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS SSVSKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Macaca       ---------- --ETVSSGLT SKTSSEASVS SSVAKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Gorilla      ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS SSVAKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Mustela      ---------- --ETASGGLT SKTSSEASVS ASLSKNSSSS GTSLLVPKSS TSTSTS----  

Felis        ---------- --ETASGGLT SKTSSEASVS SSASKNSSSS GISLLTPKSS TSTPAS----  

Canis        ---------- --ETASGGLT SKTSSEASVS SSVSKNTSSS GTSLLTPKSS TSTSTS----  

Pan          ---------- --ETASSGLT SKTSSEASVS SSVAKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Loxodonta    ---------- --ETASSGLA SKTSSEASVS SSISKNSSSS GTSLLTPKSS SSTNTS----  

Myotis       ---------- --ETASGGLT SKTSSEANVS SSVPKNSSSS GTSLLTPKSS TSVTTS----  

Sarcophilu   ELLPLL---G SKTTSDGSPS QSTSKTNLDS SISSKNNSST SVQILTPKST SSASTL----  

Monodelphi   ELLPLLGSKT TSDASTSQST SKTNSESSIS SSVSKNSSST SVQMLTSKST SSSSTSSSST  

Taeniopygi   ---------- --PQTSAALL SSKTQVGAPA SVSKNGAQVS SSLLLAPKSG TQVSSP----  

Meleagris    ---------- --PHCCWPLG AAKRSS---- LLASKSSAEV AASLLAARSG TQQGAS----  

Anolis       ---------- --TAATTSAA VAQKPLPTAS TAVTQNTTPT TSTTGRSEAK VSNIES----  

Xenopus      ---------- ---DTMESSS GKICDGNVPS TSLNKREVHS NAAQRTDTNT EFYEKSGNRR  

Xiphophoru   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oreochromi   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Gasteroste   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Takifugu     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Tetraodon    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Oryzias      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Latimeria    ---------- ---SSNQTVA KLVATLSGQR TIMTSNEKAI NSHLMPPFAG HELQKQ----  

Oikopleura   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Solenopsis   ---------- --------FS INSNKKVARK EAAIKALKKL QKCCYTVKVK QELGTN----  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                425        435        445        455        465        475                

Homo         -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Equus        -VLTSKSTSQ VATSLLA--- ---------- SKGSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Heteroceph   -LLTSKSTSQ VAASLFA--- ---------- SKSSSQASGS LVSKSTSLAS VSQLASKISS  

Cavia        -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQASGS LVSKSTSLAS VSQLASKISS  

Mus          -LLTSKSTAQ VAASLLA--- ---------- TKSG------ -----ASLGS VSQLAAKSGS  

Rattus       -LLTSQVAAS LLASKSS--- ---------- SQSSGSVA-- --SKSTSLGS MSQLASKSSS  

Spermophil   -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSS------ -----SQTTS VSQLASKSSS  

Cricetulus   -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQSSGS VASKSTSLAG MSQLASKSSS  

Otolemur     -LLSSKSSSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Pongo        -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Pteropus     -MLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAN VSQLASKSSS  

Ailuropoda   -MLTSQSTSQ VAASLLA--- ---------- SKGSSQTSGS LVPKSTSLAG VSQLASKSSS  

Oryctolagu   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Nomascus     -LLTSKSTSQ VASSLLA--- ---------- SKSSSQTSAS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Sus          -MLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTGGS LISKSTSIAG VSQLASKSSS  

Callithrix   -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Macaca       -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Gorilla      -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Mustela      -MLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSPQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Felis        -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSPSLAG VSQLASKISS  

Canis        -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Pan          -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSSQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Loxodonta    -LLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSPQTSGS LVSKSTSLAS VSQLASKSSS  

Myotis       -MLTSKSTSQ VAASLLA--- ---------- SKSSPQTSGS LVSKSTSLAG VSQLASKSSS  

Sarcophilu   -LLPSKSSSQ VAATLLAPKG NS-PATSLLS SKSSSQTSVA LLATKSSLTS VNPLASKSSS  

Monodelphi   LLLTSKSSSQ VAATLLASKS SSQTAASILS SKSSSQTSGS LLAPKSSLTS VSQLASKSSS  

Taeniopygi   -LLASKSSAE VAASLLAAR- ---------- ---------- ----SGAQPG SSVLASKSSA  

Meleagris    -LLASKSSAQ AAASLLAAR- ---------- ---------- ----SGAQQG P---SRSGAQ  

Anolis       -LASTKHKST LASSLPG--- ---------- ----SESKMN YSLTKPPESK SVNALSSEKK  

Xenopus      PLPVTKAKSS LNLPKEAG-- ---------- ---------- ---------- -----YKHDA  

Xiphophoru   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------S APDDGNPEGC  

Oreochromi   ---------- ---------- ---------- ---------- VFLPAVSSFA ELEDDSCVKR  

Gasteroste   ---------- ---------- ---------- ---------- --------AA AGEAVHTFMK  

Takifugu     ---------- ---------- ---------- ---------- LAAHRCSTIC CPFQTGNVKK  

Tetraodon    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----HADVKR  

Oryzias      ---------- ---------- ---------- ---------- SLVSLHAHFS EGESDSYVKR  

Latimeria    ---------- ---------- ---------- --------NL IPAPLESRLC TNFFHHVKNG  

Oikopleura   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- VITVDNQNSR  

Solenopsis   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------S DVTVTTEEIK  
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                485        495        505        515        525        535                

Homo         QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFS-CKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Equus        QTSTSQLPSK STSQLSESSV RFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSSSV  

Heteroceph   QSSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCCCKFNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPSV  

Cavia        QSSTSQLPLK STSQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Mus          QSSTSQLPSK STSQASESSV KFACRKLTNE DIKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPTV  

Rattus       QSSTSQLPSK STSQSSESSV KFTCRKLTNE DIKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Spermophil   QSSTSQLPSK STSQSSESSI KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Cricetulus   QSSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCRKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPTV  

Otolemur     QTSTSQLPSK SASQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPSV  

Pongo        QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFS-CKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Pteropus     QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPSV  

Ailuropoda   QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Oryctolagu   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Nomascus     QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCKLTN-E DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Sus          QSSMSQLPSK STSQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Callithrix   QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFS-CKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Macaca       QTSTSQLPSK STSQSSESAV KFS-CKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Gorilla      QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFS-CKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Mustela      QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Felis        QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Canis        QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Pan          QTSTSQLPSK STSQSSESSV KFS-CKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Loxodonta    QTSTSQLPSK STSQSSESSV RVSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Myotis       QTSTSQLPSK STSQSSESSF RFSCCKLTNE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Sarcophilu   QTSTSQLPSK SSLQSCESSV RFS-CKLTTE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPSV  

Monodelphi   QTSTSQLPSK STSQSNESSV RFS-CKLTTE DVKQKQPFFN RLYKTVAWKL VAVGGFSPNV  

Taeniopygi   QAGASQLASK SGLQAGESPA KALCKPLTSE DAKERQPFFN RLYKAVAWKL VAVGGFSPNV  

Meleagris    AAKSSQLASK SGSQASEGPA KALCKPLTSE DAKERQPFFN RLYKAVAWKL VAVGGFSPNV  

Anolis       LSSESTAALK SSLHTSAVPV KIPCRLLTSE DAKERQPFFN RLYKAVAWKL VSVGGFSPTV  

Xenopus      AQERKSHSVK GPSQSSDNAF KPT-RRFTSE DTKERQPFFN RLYKTVAWKL VSAGGFNANL  

Xiphophoru   VKRSRTEADS RPSGRAAARS AIQKSGPPPQ APAEQQPFFN RLYKAVAWKL VSAGGFGPNL  

Oreochromi   AKAGPNELDS RPALRTAARP ASQKLGPPPQ APAEHQPFFN RLYKAVAWKL VSAGGFGPNL  

Gasteroste   NNAHNYGDGA VKRSRCGANE RGQKSGPRPQ APAEHQPFFN RLYKAVAWKL VSAGGFGPNL  

Takifugu     ARSDPNEAEG RPAGKVTPRP TAQKWGPPPQ APAEHQPFFN RLYKAVAWKL VSAGGFGPNL  

Tetraodon    ARGESTEAEG RPAGKGASRA SAQKSGPPPQ APAQHQPFFN RLYKAVAWKL VSAGGFGPNL  

Oryzias      NKGGTNDLEA RSSGRTAVRP SSQKSAPPPQ APAEHQPFFN RLYKAVAWKL VSAGGFGPNL  

Latimeria    SLQNSQPSPQ ECASKGGETS IIPSYKLTPE TVKDRQTFYN RLYKAVAWKL VSAGGFSPNL  

Oikopleura   KRPAQGPPSA FSVAENKKQN TGNADLPAPL KPNAKQIGLF LNLSSYCRKQ GAEADLVHCV  

Solenopsis   SQDSLSDDTD WKGSNCIGNK LMKMMGWAGG GLGKSEQGIV EPMSAIVKTQ INREGLGLKT  
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                545        555        565        575        585        595                

Homo         NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Equus        NHGELLNAAV EALKATLDVF FVPLKELADL PESKSSQENI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Heteroceph   NHGELLNAAI KALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Cavia        NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Mus          NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Rattus       NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Spermophil   NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Cricetulus   NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Otolemur     NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Pongo        NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Pteropus     NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Ailuropoda   NHGELLNAAV EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Oryctolagu   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Nomascus     NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Sus          NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Callithrix   NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Macaca       NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Gorilla      NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Mustela      NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Felis        NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNK------ ---------- ----------  

Canis        NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Pan          NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Loxodonta    NHGELLNAAV EALKATLDVF FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Myotis       NHGELLNAAI EALKATLDVF FVPLKELADL PQSKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Sarcophilu   NHGELLNASV EALKATLDVS FVPLKELADL PQNKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Monodelphi   NHGELLNASV EALKATLDVS FVPLKELADL PQSKSSQESI VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Taeniopygi   NHAELLNSSI QSVKATLDVA FVPLKELADL PQNKSSLENI VCELRCKSVY LGTGCGKNME  

Meleagris    NHAELLNSSI QSVKATLDVA FVPLKELADL PQNKSSLENI VCELRCKSVY LGTGCGKNME  

Anolis       NHAELLDSSI QSVKATLDVE FVPLKELADL PQNKSSQENV VCELRCKSVY LGTGCGKSKE  

Xenopus      NHEELLNSCI ESLKATLDIA FVPLKDLADL PQNKTSQENI VCELRCKSVY LGMGCGKTKE  

Xiphophoru   DHFEILRSCV ESCKQTVTCV FVPLKDIEGL PAGRTQKDGH VCEIRCQTVY MGTGYGRDEA  

Oreochromi   DHFEILRSCV ESCKQTLTCV FVPLKDITGL PAGRTQKEGH VCEIRCQTVF MGTGYGRDEA  

Gasteroste   DHFEILRSCV ESCKETLTSV FVPLKDIAGL PAARTQKEGH VCEIRCRTVY MGTGYGRDEA  

Takifugu     DHFEILRSCV ESCKQTLTCV FVPLKDIAGL PTGKTQRDGH VCEIRCQTVY MGTGYGWDES  

Tetraodon    DHFEILRSCV ESCKQTLTCV FVPLKDIAGL PTGRTQRDGH VCEIRCQAVY LGTGYGRDES  

Oryzias      DHFEVLRSCV ESCKQTLTCV FVPLKDITGL PAVRAQKEGH VCELRCLTVY MGTGYGRDES  

Latimeria    NHLGILNSCI ESIKATLDSY FLPLKDISDL PYNKASSENI VCELRCKSVY LGTGCGKSEE  

Oikopleura   TMQKQR---- -VSFLSEEVC PEQIQDMEKF YDRSISACDE VVEISIINIF IAQAVAPTRE  

Solenopsis   NSKNSPKAQI NEIKAKCKKL FKDLLQTDNY LRN----EIM FLDFPKEDRM IIHQLARSMG  
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                605        615        625        635        645        655                

Homo         NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Equus        NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Heteroceph   NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GNEIEDLVLL DEEARPVN-- LPPALKHPQE  

Cavia        NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Mus          NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEEARPVN-- LPPALKHPQE  

Rattus       NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GNEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Spermophil   NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Cricetulus   NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEVEDLVLL DEESRPLN-- LPPALKHPQE  

Otolemur     NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Pongo        NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Pteropus     NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Ailuropoda   NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Oryctolagu   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Nomascus     NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Sus          NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Callithrix   NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Macaca       NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Gorilla      NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Mustela      NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Felis        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Canis        NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Pan          NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Loxodonta    NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GGEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Myotis       NAKAVASREA LKVFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPVN-- LPPALKHPQE  

Sarcophilu   NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GSEIEDLVLL DEESRPTN-- LPPALKHPQE  

Monodelphi   NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKICKRKYR- GTEIEDLVLL DEESRPTN-- LPPALKHPQE  

Taeniopygi   NAKAVASREA LKLFLKKKVI VKICKRKYK- GSEIEDLVLL DEESKPSN-- LPPALRNPRE  

Meleagris    NAKAVASREA LKLFLKKKVI VKICKRKYK- GSEIEDLVLL DEESKPSN-- LPPALLNPRE  

Anolis       NAKAVASREA LKLFLKKKVV VKLCKRKYK- GREMEDLVLL DEESKPLN-- LPPALRNPQE  

Xenopus      TAKAVASREA VKLFLKKKVV VRICRRKYN- GRDVEDLVLY DEESRPVN-- LPPAIRNPQE  

Xiphophoru   AAKAMASKEA LKVFQGRKVT VKICRRRYR- GREVEDLVLL DELPRTQG-- FPPALSYPFQ  

Oreochromi   AARAMASKEA LKVFQGRKVT VKICRRRYK- GKDVDDLMLL DEQPRSQG-- FPPALSYPFQ  

Gasteroste   AARAMASKEA LKVFQGRKVT VKICRRRYK- GKDVEDLMLL DEQPRNQG-- FPPALSFPFE  

Takifugu     AAKAMASKEA LKVFQGRKVT VKICRRRYR- GRDVEDLMLL DEQPRSQG-- FPPAISYPFQ  

Tetraodon    AAKAMASKEA LKVFQGRKVT VKICRRRYR- GRDVEDLMLL DEQPRSQG-- FPPAISYPFQ  

Oryzias      AARAMASKEA LKVFQGRKVT VKICRRRFR- GRDVDDLMLL DEQPRSQG-- FPPALSYPFQ  

Latimeria    NAKVVASREA LKLFLKKKVI VKIMKRKYK- GRDIEDLVLL DEESKPLN-- LPPALRNPQE  

Oikopleura   EAKKLALEQA IKILQNMPVV VVSCHRKKAN GKIVSELCLV NSRGAKVLGI IPPKLKTPEI  

Solenopsis   LKSRSYGKDQ RKLIVSRKVN IWNLVRELN- --SLGGVTDK YELVKPID-- -KKFISLPSI  
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                665      

Homo         LL--------  

Equus        LL--------  

Heteroceph   LL--------  

Cavia        LL--------  

Mus          LL--------  

Rattus       LL--------  

Spermophil   LL--------  

Cricetulus   LL--------  

Otolemur     LL--------  

Pongo        LL--------  

Pteropus     LL--------  

Ailuropoda   LL--------  

Oryctolagu   ----------  

Nomascus     LL--------  

Sus          LL--------  

Callithrix   LL--------  

Macaca       LL--------  

Gorilla      LL--------  

Mustela      LL--------  

Felis        ----------  

Canis        LL--------  

Pan          LL--------  

Loxodonta    L---------  

Myotis       LL--------  

Sarcophilu   LP--------  

Monodelphi   LP--------  

Taeniopygi   IL--------  

Meleagris    II--------  

Anolis       LL--------  

Xenopus      LV--------  

Xiphophoru   DEPQDEGPDC  

Oreochromi   DE--------  

Gasteroste   AER-------  

Takifugu     DE--------  

Tetraodon    GEQ-------  

Oryzias      EE--------  

Latimeria    IY--------  

Oikopleura   MVEPR-----  

Solenopsis   DI--------  
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Table 1-1 報告のあるARF相互作用タンパク質

Uniprot KB accession, protein name, Gene symbol: Swiss Protデータベースに登録されているaccession、protein name、Gene symbolを記載

protein name Gene Symbol species 参考文献

P53396 ATP-citrate synthase ACLY Homo Sapiens 59

P68133 Actin, alpha skeletal muscle ACTA1 Homo Sapiens 60

P60709 Actin, cytoplasmic 1 ACTB Homo Sapiens 59

Q562R1 Beta-actin-like protein 2 ACTBL2 Homo Sapiens 60

P63261 Actin, cytoplasmic 2 ACTG1 Homo Sapiens 59, 60

O43707 Alpha-actinin-4 ACTN4 Homo Sapiens 59

Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK AHNAK Homo Sapiens 42

Q6UB98 Ankyrin repeat domain-containing protein 12 ANKRD12 Homo Sapiens 42

Q13535 Serine/threonine-protein kinase ATR ATR Homo Sapiens 61

O14965 Aurora kinase A AURKA Homo Sapiens 62

P41183 B-cell lymphoma 6 protein homolog Bcl6 Mus musculus 64

P38398 Breast cancer type 1 susceptibility protein BRCA1 Homo Sapiens 63

Q8WUW1 Protein BRICK1 BRK1 Homo Sapiens 60

Q5T5S1 Coiled-coil domain-containing protein 183 CCDC183 Homo Sapiens 42

P24385 G1/S-specific cyclin-D1 CCND1 Homo Sapiens 54, 65

P30279 G1/S-specific cyclin-D2 CCND2 Homo Sapiens 53, 66

P51959 Cyclin-G1 CCNG1 Homo Sapiens 44

O75419 Cell division control protein 45 homolog CDC45 Homo Sapiens 45

Q99459 Cell division cycle 5-like protein CDC5L Homo Sapiens 45

Q99741 Cell division control protein 6 homolog CDC6 Homo Sapiens 45

O00311 Cell division cycle 7-related protein kinase CDC7 Homo Sapiens 45

Q9UQ88 Cyclin-dependent kinase 11A CDK11A Homo Sapiens 67

P11802 Cyclin-dependent kinase 4 CDK4 Homo Sapiens 28, 29, 30, 31, 45, 46

Q96JB5 CDK5 regulatory subunit-associated protein 3 CDK5RAP3 Homo Sapiens 68, 69

Q00534 Cyclin-dependent kinase 6 CDK6 Homo Sapiens 28, 29, 30, 31, 47

Q9NXV6 CDKN2A-interacting protein (CARF) CDKN2AIP Homo Sapiens 43, 117

P42773 Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor C CDKN2C Homo Sapiens 48

P49760 Dual specificity protein kinase CLK2 CLK2 Homo Sapiens 67

Q8N668 COMM domain-containing protein 1 COMMD1 Homo Sapiens 70

Q92905 COP9 signalosome complex subunit 5 COPS5 Homo Sapiens 71

Q6UXH1 Cysteine-rich with EGF-like domain protein 2 CRELD2 Homo Sapiens 72

P33240 Cleavage stimulation factor subunit 2 CSTF2 Homo Sapiens 60

P56545 C-terminal-binding protein 2 CTBP2 Homo Sapiens 73

Q13617 Cullin-2 CUL2 Homo Sapiens 71

Q9UER7 Death domain-associated protein 6 DAXX Homo Sapiens 74

O75398 Deformed epidermal autoregulatory factor 1 homolog DEAF1 Homo Sapiens 72

Q8WYQ5 Microprocessor complex subunit DGCR8 DGCR8 Homo Sapiens 75

Q9Y463 Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1B DYRK1B Homo Sapiens 67

Q01094 Transcription factor E2F1 E2F1 Homo Sapiens 49, 50

Q66K89 Transcription factor E4F1 E4F1 Homo Sapiens 51

P0C732 Epstein-Barr nuclear antigen leader protein EBNA-LP 76

Q8AZK7 Epstein-Barr nuclear antigen leader protein EBNA-LP 76

P13639 Elongation factor 2 EEF2 Homo Sapiens 59

P18146 Early growth response protein 1 EGR1 Homo Sapiens 52

Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A EIF3A Homo Sapiens 42

P29320 Ephrin type-A receptor 3 EPHA3 Homo Sapiens 59

P26885 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2 FKBP2 Homo Sapiens 77

P02751 Fibronectin FN1 Homo Sapiens 72

P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH Homo Sapiens 59

O75496 Geminin GMNN Homo Sapiens 45

Q9BVP2 Guanine nucleotide-binding protein-like 3 GNL3 Homo Sapiens 78

Uniprot KB

accession

Epstein-Barr virus

(strain GD1)

Epstein-Barr virus

(strain B95-8)
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Table 1-1 報告のあるARF相互作用タンパク質の続き

protein name Gene Symbol species 参考文献

P15170 Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF3A GSPT1 Homo Sapiens 42

Q13547 Histone deacetylase 1 HDAC1 Homo Sapiens 79

Q16665 Hypoxia-inducible factor 1-alpha HIF1A Homo Sapiens 34

Q8NE63 Homeodomain-interacting protein kinase 4 HIPK4 Homo Sapiens 67

Q8N257 Histone H2B type 3-B HIST3H2BB Homo Sapiens 79

P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 HNRNPA2B1 Homo Sapiens 59

P07910 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 HNRNPC Homo Sapiens 59

Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRNPU Homo Sapiens 72

P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 Homo Sapiens 59

P08238 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1 Homo Sapiens 42

P34932 Heat shock 70 kDa protein 4 HSPA4 Homo Sapiens 59

P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA8 Homo Sapiens 59

P38646 Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9 Homo Sapiens 59

Q7Z6Z7 E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 HUWE1 Homo Sapiens 27

O14920 Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta IKBKB Homo Sapiens 80

Q9UK53 Inhibitor of growth protein 1 ING1 Homo Sapiens 81

Q9UNL4 Inhibitor of growth protein 4 ING4 Homo Sapiens 82

Q92993 Histone acetyltransferase KAT5 KAT5 Homo Sapiens 83

Q9UHA4 Ragulator complex protein LAMTOR3 LAMTOR3 Homo Sapiens 84

O95777 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm8 LSM8 Homo Sapiens 60

P53779 Mitogen-activated protein kinase 10 MAPK10 Homo Sapiens 33

P45983 Mitogen-activated protein kinase 8 MAPK8 Homo Sapiens 33

Q7L590 Protein MCM10 homolog MCM10 Homo Sapiens 45

P49736 DNA replication licensing factor MCM2 MCM2 Homo Sapiens 45

P33992 DNA replication licensing factor MCM5 MCM5 Homo Sapiens 45

Q14566 DNA replication licensing factor MCM6 MCM6 Homo Sapiens 59

Q00987 E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 (HDM2) MDM2 Homo Sapiens 13, 35, 36, 37

O15151 Protein Mdm4 MDM4 Homo Sapiens 85

Q13201 Multimerin-1 MMRN1 Homo Sapiens 59

Q99707 Methionine synthase MTR Homo Sapiens 59

P01106 Myc proto-oncogene protein MYC Homo Sapiens 38

P04198 N-myc proto-oncogene protein MYCN Homo Sapiens 86

P19105 Myosin regulatory light chain 12A MYL12A Homo Sapiens 59

Q9Y2A7 Nck-associated protein 1 NCKAP1 Homo Sapiens 60

P19338 Nucleolin NCL Homo Sapiens 42

O75376 Nuclear receptor corepressor 1 NCOR1 Homo Sapiens 32

Q9Y618 Nuclear receptor corepressor 2 NCOR2 Homo Sapiens 32

Q13287 N-myc-interactor NMI Homo Sapiens 87

P06748 Nucleophosmin NPM1 Homo Sapiens

O43929 Origin recognition complex subunit 4 ORC4 Homo Sapiens 45

P12004 Proliferating cell nuclear antigen PCNA Homo Sapiens 59

O75340 Programmed cell death protein 6 PDCD6 Homo Sapiens 59

P40855 Peroxisomal biogenesis factor 19 PEX19 Homo Sapiens 42

O75928 E3 SUMO-protein ligase PIAS2 PIAS2 Homo Sapiens 90, 92

P62140 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit PPP1CB Homo Sapiens 93

P36873 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit PPP1CC Homo Sapiens 93

Q96SB3 Neurabin-2 PPP1R9B Homo Sapiens 39

P17252 Protein kinase C alpha type PRKCA Homo Sapiens 72

P17980 26S protease regulatory subunit 6A PSMC3 Homo Sapiens 40, 94

P61289 Proteasome activator complex subunit 3 PSME3 Homo Sapiens 95

Q8WYP3 Ras and Rab interactor 2 RIN2 Homo Sapiens 59

Q99496 E3 ubiquitin-protein ligase RING2 RNF2 Homo Sapiens 96

P62913 60S ribosomal protein L11 RPL11 Homo Sapiens 97

18, 27, 78, 88, 89, 90,

91

Uniprot KB

accession
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Table 1-1 報告のあるARF相互作用タンパク質の続き

protein name Gene Symbol species 参考文献

P78345 Ribonuclease P protein subunit p38 RPP38 Homo Sapiens 60

P62081 40S ribosomal protein S7 RPS7 Homo Sapiens 42

Q9Y230 RuvB-like 2 RUVBL2 Homo Sapiens 59

Q8TEE9 Histone deacetylase complex subunit SAP25 SAP25 Homo Sapiens 98

Q9H4L4 Sentrin-specific protease 3 SENP3 Homo Sapiens 99

Q9UHV2 SERTA domain-containing protein 1 SERTAD1 Homo Sapiens 53, 54

O15304 Apoptosis regulatory protein Siva SIVA1 Homo Sapiens 100

P02730 Band 3 anion transport protein SLC4A1 Homo Sapiens 55

P51532 Transcription activator BRG1 SMARCA4 Homo Sapiens 101

P09012 U1 small nuclear ribonucleoprotein A SNRPA Homo Sapiens 59

P14678 Small nuclear ribonucleoprotein-associated proteins B and B SNRPB Homo Sapiens 59

P08047 Transcription factor Sp1 SP1 Homo Sapiens 102

Q3YBR2 Transforming growth factor beta regulator 1 TBRG1 Homo Sapiens 42

Q8NHU6 Tudor domain-containing protein 7 TDRD7 Homo Sapiens 72

P11387 DNA topoisomerase 1 TOP1 Homo Sapiens 103

P04637 Cellular tumor antigen p53 TP53 Homo Sapiens 12, 13, 14, 51, 97, 104

Q9H3D4 Tumor protein 63 TP63 Homo Sapiens 105

P60174 Triosephosphate isomerase TPI1 Homo Sapiens 42

Q15628 TRADD Homo Sapiens 91

Q14669 E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 TRIP12 Homo Sapiens 78, 87, 91, 106

Q15361 Transcription termination factor 1 TTF1 Homo Sapiens 107

Q71U36 Tubulin alpha-1A chain TUBA1A Homo Sapiens 59

Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain TUBA1C Homo Sapiens 59

P07437 Tubulin beta chain TUBB Homo Sapiens 59

P68371 Tubulin beta-4B chain TUBB4B Homo Sapiens 59

P99024 Tubulin beta-5 chain Tubb5 Mus musculus 108

P0CG48 Polyubiquitin-C UBC Homo Sapiens

P49459 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 A UBE2A Homo Sapiens 56

P63279 SUMO-conjugating enzyme UBC9 UBE2I Homo Sapiens 112

O95155 Ubiquitin conjugation factor E4B UBE4B Homo Sapiens 59

P09936 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 UCHL1 Homo Sapiens 104

Q9BXU7 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 26 USP26 Homo Sapiens 59

P40337 Von Hippel-Lindau disease tumor suppressor VHL Homo Sapiens 113, 114

Q64259 Von Hippel-Lindau disease tumor suppressor Vhl Rattus norvegicus 113, 114

Q14191 Werner syndrome ATP-dependent helicase WRN Homo Sapiens 36

P25490 Transcriptional repressor protein YY1 YY1 Homo Sapiens 41

Q96JP5 E3 ubiquitin-protein ligase ZFP91 ZFP91 Homo Sapiens 42

Q86WZ6 Zinc finger protein 227 ZNF227 Homo Sapiens 42

Q86VK4 Zinc finger protein 410 ZNF410 Homo Sapiens 57

Q8TAQ5 Zinc finger protein 420 ZNF420 Homo Sapiens 58

P04578 Envelope glycoprotein gp160 env 26

P04601 Protein Nef nef 115

P04608 Protein Tat tat 116

78, 87, 91, 100, 104,

106, 109, 110, 111

Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein

Human

immunodeficiency

virus type 1 group M

subtype B (isolate

Human

immunodeficiency

virus type 1 group M

subtype B (isolate

Human

immunodeficiency

virus type 1 group M

subtype B (isolate

Uniprot KB

accession
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Table 1-2 InPalanoidデータベースサーチによるヒトCARFのオーソログ

Species Common Name Protein ID (UniProt) Gene name Gene ID (UniProt) AA Length

Cricetulus griseus Chinese hamster G3GST5 I79_000706 G3GST5_CRIGR 330

Heterocephalus glaber naked mole-rat G5B768 GW7_10675 G5B768_HETGA 587

Solenopsis invicta red fire ant E9J4R2 SINV_00901 E9J4R2_SOLIN 476

Oikopleura dioica - E4XEV6 GSOID_T00008638001 E4XEV6_OIKDI 304

Xiphophorus maculatus Southern platyfish M4AUX8 CDKN2AIP M4AUX8_XIPMA 317

Pteropus alecto black flying fox L5KDF9 PAL_GLEAN10021644 L5KDF9_PTEAL 561

Mustela putorius furo Ferret M3YHZ5 CDKN2AIP M3YHZ5_MUSPF 583

Felis catus Cat M3WU69 CDKN2AIP M3WU69_FELCA 353

Mus musculus Mouse Q8BI72 Cdkn2aip CARF_MOUSE 563

Rattus norvegicus Rat Q5U2X0 Cdkn2aip CARF_RAT 570

Cavia porcellus Guinea pig H0VKP4 CDKN2AIP H0VKP4_CAVPO 576

Monodelphis domestica Gray short-tailed opossum K7E4U6 CDKN2AIP K7E4U6_MONDO 635

Anolis carolinensis Green anole lizard G1KFY8 CDKN2AIP G1KFY8_ANOCA 552

Otolemur garnettii Small-eared galago H0XKQ5 CDKN2AIP H0XKQ5_OTOGA 583
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Table 1-2 InPalanoidデータベースサーチによるヒトCARFのオーソログの続き

Takifugu rubripes Japanese pufferfish H2UD53 CDKN2AIP H2UD53_TAKRU 388

Spermophilus tridecemlineatus thirteen-lined ground squirrel I3NBD9 CDKN2AIP I3NBD9_SPETR 561

Myotis lucifugus Little brown bat G1PEW4 uncharacterized_G1PEW4 G1PEW4_MYOLU 326

Taeniopygia guttata Zebra finch H0Z846 CDKN2AIP H0Z846_TAEGU 531

Nomascus leucogenys Northern white-cheeked gibbon G1RIG6 CDKN2AIP G1RIG6_NOMLE 580

Gasterosteus aculeatus Three-spined stickleback G3PZL1 CDKN2AIP G3PZL1_GASAC 313

Latimeria chalumnae West Indian ocean coelacanth H3AYU3 CDKN2AIP H3AYU3_LATCH 550

Oryzias latipes Medaka fish H2L348 CDKN2AIP H2L348_ORYLA 390

Oreochromis niloticus Nile tilapia I3JIZ4 LOC100711153 I3JIZ4_ORENI 394

Xenopus tropicalis Western clawed frog F6UJR2 cdkn2aip F6UJR2_XENTR 553

Meleagris gallopavo Common turkey G1N411 LOC100547567 G1N411_MELGA 429

Sarcophilus harrisii Tasmanian devil G3WJ04 CDKN2AIP G3WJ04_SARHA 593

Callithrix jacchus White-tufted-ear marmoset F6VA21 CDKN2AIP F6VA21_CALJA 579

Macaca mulatta Rhesus macaque F6V1G3 CDKN2AIP F6V1G3_MACMU 580
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Table 1-2 InPalanoidデータベースサーチによるヒトCARFのオーソログの続き

Gorilla gorilla gorilla Lowland gorilla G3S5R6 CDKN2AIP G3S5R6_GORGO 579

Pan troglodytes Chimpanzee H2QQH5 ENSG00000168564 H2QQH5_PANTR 580

Pongo abelii Sumatran orangutan H2PEU0 CDKN2AIP H2PEU0_PONAB 580

Canis familiaris Dog F1PWX8 CDKN2AIP F1PWX8_CANFA 578

Ailuropoda melanoleuca Giant panda G1LNP1 LOC100467544 G1LNP1_AILME 580

Loxodonta africana African elephant G3T3C8 LOC100671110 G3T3C8_LOXAF 532

Equus caballus Horse F6VR43 CDKN2AIP F6VR43_HORSE 514

Sus scrofa Pig F1RT10 CDKN2AIP F1RT10_PIG 584

Oryctolagus cuniculus Rabbit G1SP12 LOC100340987 G1SP12_RABIT 243

Tetraodon nigroviridis Spotted green pufferfish H3CE86 CDKN2AIP H3CE86_TETNG 312

*水色: InPalanoidデータベースサーチのみ検出
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Table 1-3 OrthoDBデータベースサーチによるヒトCARFのオーソログ

Species Common Name Protein ID (UniProt) AA Length

Danio rerio Zebrafish F1QZX8 312

Oreochromis niloticus Nile tilapia I3JIZ3 320

Oryzias latipes Medaka fish H2L348 390

Xiphophorus maculatus Southern platyfish M4AUX8 317

Gasterosteus aculeatus Three-spined stickleback G3PZL1 313

Tetraodon nigroviridis Spotted green pufferfish H3CE86 312

Takifugu rubripes Japanese pufferfish H2UD52 314

Latimeria chalumnae West Indian ocean coelacanth H3AYU3 550

Xenopus tropicalis Western clawed frog F6UJR2 553

Pelodiscus sinensis Chinese softshell turtle K7FTX3 501

Anolis carolinensis Green anole lizard G1KFY8 552

Taeniopygia guttata Zebra finch H0Z846 531

Meleagris gallopavo Common turkey G1N411 429

Gallus gallus Chicken E1C4G6 585

Monodelphis domestica Gray short-tailed opossum K7E4U6 635

Sarcophilus harrisii Tasmanian devil G3WJ04 593

Loxodonta africana African elephant G3T3C8 532

Myotis lucifugus Little brown bat G1PEW4 326

Equus caballus Horse F6VR43 514

Felis catus Cat M3WU69 353

Felis catus Cat M3WSE4 123

Canis familiaris Dog F1PWX8 578

Ailuropoda melanoleuca Giant panda G1LNP1 580

Mustela putorius furo Ferret M3YHZ5 583

Sus scrofa Pig F1RT10 584

Bos taurus Bovine F1MTI2 126

Oryctolagus cuniculus Rabbit G1U8Q6 561

Ictidomys tridecemlineatus Thirteen-lined ground squirrel I3NBD9 561

Cavia porcellus Guinea pig H0VKP4 576

Rattus norvegicus Rat Q5U2X0 570

Mus musculus Mouse Q8BI72 563

Otolemur garnettii Small-eared galago H0XKQ5 583

Callithrix jacchus White-tufted-ear marmoset F6V9Z9 570

Macaca mulatta Rhesus macaque F6V1G3 580

Nomascus leucogenys Northern white-cheeked gibbon G1RIG6 580

Pongo abelii Sumatran orangutan H2PEU0 580

Gorilla gorilla Lowland gorilla G3S5R6 579

Pan troglodytes Chimpanzee H2QQH5 580

*UniProtに登録があるタンパク質のみ抽出

**OrthoDBデータベースサーチのみに検出



 

36 

 

Table 1-4 CARFが細胞増殖に与える影響

原因 影響 細胞、組織、動物 機構 文献

colony forming efficiencyの低下 ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) p53-p21
WAF

経路 126

colony forming efficiencyの低下 ヒト結腸腺がん細胞(HCT116細胞) p53-p21
WAF

経路 126

影響なし ヒト骨肉腫細胞 (Saos-2細胞) - 126

早期老化の誘導 ヒト正常線維芽細胞 (MRC細胞) p53-p21
WAF

経路 130

早期老化の誘導 ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) p53-p21
WAF

経路 130

colony forming efficiencyの低下 ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) p53-p21
WAF

経路、ATM/CHK1経路 132

細胞増殖の低下 ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) p53-p21
WAF

経路、ATM/CHK1経路 132

細胞運動性の低下 ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) p53-p21
WAF

経路、ATM/CHK1経路 132

colony forming efficiencyの亢進 ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) ERK1/2経路 132

細胞増殖の亢進 ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) ERK1/2経路 132

細胞運動性の亢進 ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) ERK1/2経路 132

CARFの増加 ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) p53-p21
WAF経路 130

CARFの増加 ヒト皮膚線維芽細胞(Fre 102s-3細胞) p53-p21
WAF

経路 125

CARFの増加 ヒト皮膚線維芽細胞(Fre 92s-2細胞) p53-p21
WAF経路 125

CARFの増加 ヒト正常肺線維芽細胞 (MRC5細胞) p53-p21
WAF経路 125

CARFの増加、ストレス誘導早期老化 ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) p53-p21
WAF経路 130

CARFの増加、ストレス誘導早期老化 ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) p53-p21
WAF経路 130

RASの過剰発現 CARFの増加 ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) - 125

アポトーシス ヒト正常肺線維芽細胞 (MRC5細胞) カスパーゼを介したアポトーシス 130

アポトーシス ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) カスパーゼを介したアポトーシス 130

アポトーシス ヒト乳がん細胞 (MCF7細胞) - 130

アポトーシス ヒト結腸腺がん細胞(HCT116細胞) - 130

アポトーシス、細胞分裂異常 ヒト悪性黒色腫由来細胞 (MDA-MB435細胞) - 130

腫瘍成長の抑制 ヒト腫瘍異種移植モデルマウス - 131

staurosporine CARFの減少、アポトーシス ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) カスパーゼを介したアポトーシス 130

CARFの増加、早期老化 ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) p53-p21
WAF経路 130

CARFの増加、早期老化 ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) p53-p21
WAF経路 130

CARFの減少、アポトーシス ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞) カスパーゼを介したアポトーシス 130

CARFの減少、アポトーシス ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) カスパーゼを介したアポトーシス 130

CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

CARFの増加、G1 arrest ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

- 125

細胞周期停止後CARF

のノックダウン
colony forming efficiencyの低下 - CARFによる細胞周期進行の制御 125

カスパーゼを介したアポトーシス、
ATR/CHK1経路

カスパーゼを介したアポトーシス、
ATR/CHK1経路

カスパーゼを介したアポトーシス、
ATR/CHK1経路

130, 131

130, 131

131

ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞)アポトーシス、細胞分裂異常

EGC

EGCG

camptothecin

TRF2のノックダウンによ
るテロメアの脱保護

CARFの増加

アポトーシス、細胞分裂異常

アポトーシス

CARFのノックダウン

doxorubicine

(低濃度0.25-0.5 μg/ml)

doxorubicine

(高濃度1-3 μg/ml)

adriamycine

taxol

ヒト子宮頸部がん細胞 (HeLa細胞)

ヒト骨肉腫細胞 (Saos-2細胞)

CARFの過剰発現

CARFの過剰発現
(中程度)

CARFの過剰発現
(高程度)

複製

酸化ストレス

ヒト骨肉腫細胞 (U2OS細胞)
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Table1-4の続き

nocodazole CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

curcumin CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

gallium nitrate CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125

mitoxantrone CARFの増加、G1 arrest ヒト正常線維芽細胞 (TIG-1細胞) CARFによる細胞周期進行の制御 125
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第 2章 CARF相互作用因子群構成タンパク質の同定 

第 1節 緒言 

細胞内において CARFと相互作用し CARFと共に機能する際の作用機序が既に解析さ

れている因子には、p53, MDM2, ARF (43, 117, 127, 128, 126), CHK2 (132), ERK1 (132) があ

る。本研究では、既報通り CARFの欠損によって p53非依存的に異常な細胞分裂とアポト

ーシスを誘導する (130, 131) ならば、p53, MDM2, ARFを介さずに CARFが関与する新規

細胞増殖制御機構が存在するという仮説をたてた。上述の 5種の相互作用因子に加え、網

羅的解析を含めるとこれまで 22種類の CARF相互作用因子 (タンパク質 21種、RNA 1

種) (Table 2-1, 2-2) が報告されているが、これら網羅的解析で見つかった因子群と CARF

がどのように細胞内で共同して働くのかは不明である。また、これらのタンパク質の機能

は多岐に渡ることから、相互作用タンパク質群の既知機能のみから CARFの新規生理機能

を推測することは困難である。さらに、報告されている網羅的解析では、他のタンパク質

の相互作用因子として CARFが同定されていることから、CARF相互作用因子群の単離に

より新規 CARF相互作用因子が同定できると考えた。本研究では、遺伝子を特定の位置に

導入できる Flp-Inシステムを用いて作製した CARF薬剤誘導発現細胞を用いて CARFが

関与する p53非依存的細胞増殖調節機構解明の手がかりを得ることを目的とし、第二章で

はプロテオミクスの手法を用いて CARFの相互作用タンパク質を網羅的に同定した。 

はじめに、N末端に FLAGエピトープタグを融合した CARFタンパク質 (FLAG-CARF)

の発現を薬剤により誘導する細胞株を樹立した。作製した CARF薬剤誘導発現細胞におい

て exogenous に発現している FLAG-CARFが本来の細胞内局在を示すか、FLAG-CARFに

ついて蛍光抗体法により解析した。CARF薬剤誘導発現細胞の抽出液から FLAGタグに対

する抗体による免疫沈降法で FLAG-CARF相互作用因子群を回収した。得られた CARF

相互作用因子群を nanoLC-MS/MS を用いたプロテオミクスの手法で解析し、新規 CARF

相互作用因子を同定した。 
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第 2節 実験方法 

装置及び器具 

・Program Temp Control System (ASTEC) 

・SOFT INCUBATOR SLI-450ND (EYELA) 

・WATER BATH SHAKER PERSONAL-11 (TAITEC) 

・3UVTM Transilluminator (UVP) 

・LAS-4000 

・Nano Drop (Thermo SCIENTIFIC) 

・Applied Biosystems 3130 ジェネティックアナライザー (Applied Biosystems) 

・CO2インキュベーター (NAPCO) 

・クリーンベンチ (SHOWA SCIENCE) 

・90 mm カルチャーディッシュ (NUNC) 

・オートピペッター (FALCON) 

・遠心分離機 TOMY LX-120 (TOMY) 

・遠心分離機 KUBOTA 3700 (KUBOTA) 

・遠心分離機 HIMAC (HITACHI) 

・VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries) 

・Mini Disk Rotor BL-710I (BIOCRAFT) 

・Bio-Rad MODEL 550 microplate Reader (Bio-Rad) 

・Dry Thermo Unit (TAITEC) 

・ミニゲルスラブ泳動装置 (日本エイドー) 

・パワーサプライ NEP-200/NEP-300 (NICHIRYO) 

・Trans Blot SD (BioRad) 

・Bioruptor (COSMO BIO) 

・96Yサブマリンゲル電気泳動装置 NB-9605 (130 mm×235 mm) (日本エイドー) 
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・真空エバポレーター (ULVAC) 

・MICRO MIXER EM-33 (TAITEC)  

・HPLC (SHIMADZU) 

・インターナルユニオン 1/16”-I.D. 0.50 mm (GL Sciences) 

・シリカキャピラリーチューブ I.D. 0.150 mm×O.D. 0.375 mm (GL Sciences) 

・Nano-LC (LC アシスト) 

・HPLC コンポーネント: 送液ユニット LC-20AD (SHIMADZU) 

・HPLC コンポーネント: オートサンプラ SIL-20A (SHIMADZU) 

・HPLC コンポーネント: システムコントローラ SCL-10Avp (SHIMADZU) 

・Q-Tof2 (MICROMASS) 

・ソフトウェアMassLynx (version 3.5) (MICROMASS) 

・ソフトウェア ProteinLynx (MICROMASS) 

・ソフトウェアMASCOT deamon (version 2.2.1/2.2.07) (Matrix Science) 

 

試薬及び実験材料 

・KOD plus DNA polymerase (TOYOBO) 

・Agarose LO2 (TaKaRa) 

・λDNA (TaKaRa) 

・Ethidium bromide (WAKO) 

・制限酵素 (TaKaRa) 

・QIAEX®II Gel Extraction Kit (QIAGEN) 

・T4 DNA Ligase (TaKaRa) 

・Flp-In T-REx 293 細胞 (Invitrogen) 

・コンピテントセル DH5α: F-, φ80dlacZ∆M15, ∆ (lacZYA - argF) U169, deoR, recA1, endA1, 

hsdR17 (rk
-mk

+), phoA, supE44, λ-thi-1, gyrA96, relA1 
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・BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

・Bacto Yeast Extract (DIFCO) 

・Bacto Tryptone (DIFCO) 

・DMEM (SIGMA D0422) 

・FBS (JRH) 

・Penicillin G (SIGMA) 

・Streptomycin Sulfate (WAKO) 

・DMSO (WAKO) 

・Tris (WAKO) 

・Acetic Acid (WAKO) 

・EDTA·2Na (DOJINDO) 

・フェノール (WAKO) 

・クロロホルム (WAKO) 

・イソアミルアルコール (WAKO) 

・8-Quinolinol (WAKO) 

・Sodium Acetate trihydrous (WAKO) 

・Ethanol (WAKO) 

・NaCl (WAKO) 

・KCl (WAKO) 

・MgSO4 (WAKO) 

・MgCl2 (WAKO) 

・Ampicillin·2Na (SIGMA) 

・PIPES (DOJINDO) 

・CaCl2·2H2O (WAKO) 

・KOH (WAKO) 
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・MnCl2·2H2O (WAKO) 

・D (+)·Glucose (WAKO) 

・NaOH (WAKO) 

・SDS (Nacalai tesque) 

・PEG8000 (WAKO) 

・Genopure Maxi Prep Kit (Roche) 

・Na2HPO4 (WAKO) 

・KH2PO4 (WAKO) 

・HEPES (DOJINDO) 

・Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (WAKO) 

・IGEPAL CA·630 (SIGMA) 

・SUPERase-In RNase Inhibitor (Ambion) 

・Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) 

・Anti-FLAG M2 Agarose affinity gel (SIGMA) 

・FLAG peptide (SIGMA) 

・2-mercaptoethanol (WAKO) 

・XL-ladder プレステイン分子量マーカーBroad Range (APRO) 

・分子量マーカーBroad Range (Bio-Rad) 

・Glycerin (WAKO) 

・Glycine (WAKO) 

・N, N’ -Methylenebisacrylamide (WAKO) 

・TEMED (WAKO) 

・APS (WAKO) 

・BPB (WAKO) 

・Sodium Thiosulfate·5H2O 
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・Silver Nitrate (WAKO) 

・Formaldehyde (WAKO) 

・Sodium Carbonate (WAKO) 

・Sodium Hydrogen Citrate (WAKO・一般) 

・Methanol (WAKO) 

・Distilled Water (WAKO・HPLC 用) 

・Urea (WAKO) 

・Urea (Nacalai tesque) 

・β-D-Octylglycoside (SIGMA) 

・Achromobacter protease I (WAKO) 

・Acetonitrile (WAKO・HPLC 用) 

・Formic Acid (Nacalai tesque) 

・Formic Acid (WAKO) 

・Chloroform (WAKO・HPLC 用) 

・Hexyl Alcohol (WAKO) 

・Mightysil RP-18 (3 μm) (Kanto Reagents) 

・Ammonium Hydrogencarbonate (WAKO・一般) 

・DTT (Nacalai tesque) 

・Iodoacetamide (WAKO) 

・Trypsin (sequence grade) (Promega) 

・Triton X-100 (WAKO) 

・Skim Milk (WAKO) 

・NBT/BCIP stock solution (Roche) 

・DEPC (Nacalai tesque) 

・MOPS (DOJINDO) 
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・Formamide (WAKO) 

・Agarose NA (GE healthcare bioscience) 

・Sodium Citrate (WAKO) 

・Methyleneblue·2H2O (WAKO) 

・RNase A (SIGMA) 

・90 mm カルチャーディッシュ (NUNC) 

・セルスクレーパー (NUNC) 

・Ultrafree-MC 0.22 μm (MILLIPORE) 

・PVDF膜 ImmobilonTM-P (MILLIPORE) 

・3 MM (WHATMAN)・50 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 

・15 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 

・1.5 ml チューブ (WATSON) 

・500 μl ローリテンションチューブ (Assist) 

 

発現プラスミドベクター 

・pcDNA™5⁄FRT⁄TO vector (Invitrogen) 

・pOG44 (Invitrogen) 

・pcDNA™5⁄FRT⁄TO-FLAG-CARF (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1(+)/FLAG (N 末端側に付加) 

・pcDNA3.1(+)/TEV-FLAG (C 末端側に付加) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1(+)/HA-TEV-FLAG (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1(+)/HA-ARF 

・pcDNA3.1(+)/HA-CARF-TEV-FLAG (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1(+)/CARF-FLAG 

・pcDNA3.1(+)-XRN2(C 末端タグ付加用) (本研究室、石川英明博士より供与) 
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・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 

・pcDNA3.1(+)/HA-Rev (本研究室、上原氏より供与) 

 

抗体と IB使用時の希釈倍率 (IB, イムノブロット; IF, 蛍光抗体法) 

・Mouse monoclonal anti-FLAG M2 antibody (SIGMA; 1: 600 for IF, 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-GAPDH antibody (Ambion; 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-HA antibody (clone HA-7) (SIGMA; 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti- NPM antibody (Zymed; 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-p14ARF/p16β antibody (clone 14P02 same as DCS-240) (1:200 for IB) 

・Rabbit polyclonal anti-XRN2 antibody (A301-103A) (Bethyl Laboratories; 1:5,000 for IB) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000) 

・Cy3-conjugated anti-mouse IgG antibody (SIGMA; 1: 200 for IF) 

 

操作手順 

2-2-1 細胞の培養 

 Flp-In T-REx 293 細胞をノーマル培地 (DMEM, 10 % 非働化 FBS, streptomycin (0.1 

mg/ml), penicillin G (100 U/ml) ) を用い、5 % CO2存在下で接着培養を行った。細胞の継代

培養は 0.5 mM EDTAを含む PBS を用いて細胞を剥離し、まき直すことで行った。 

 

・PBS: 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4 (オートクレーブ滅

菌) 

 

2-2-2 FLAGタグ融合ヒト CARFタンパク質薬剤誘導発現細胞株の作製 

Doxycycline誘導発現FLAGタグ融合ヒトCARFタンパク質細胞株を作成するためにFlp-In 
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T-REx Expression Systemを用いた (Fig. 2-1)。Flp-In T-REx 293細胞にFlp recombinase発現プ

ラスミド (pOG44) とFLAGタグ融合ヒトCARFタンパク質薬剤誘導発現プラスミド 

(pcDNA™5⁄FRT⁄TO-FLAG-CARF) をコトランスフェクションすると、Flp-In T-REx 293細

胞が持つFRT siteとFLAGタグ融合ヒトCARFタンパク質薬剤誘導発現プラスミドが持つ

FRT siteがFlp recombinaseにより組換えをおこし目的の遺伝子が特定のゲノム位置に組み込

まれることを利用して、CARF遺伝子をゲノムの特定位置に導入した。具体的には、1) 

Lipofectamin 2000 2 μlとOpti-MEMI 50 μl、2) FLAGタグ融合ヒトCARFタンパク質薬剤誘導

発現プラスミド250 ng及びpOG44 250 ngとOpti-MEMI 50 μlをそれぞれ混合し、室温で5分

間インキュベートした。1) 及び2) を混合し、20 分間インキュベート後、24-well plateに

て50%密度になるように培養したFlp-In T-REx 293細胞に添加しトランスフェクションを行

った。pcDNA™5⁄FRT⁄TO vectorはHygromycin耐性遺伝子をもつ (145) ので、100 µg/ml 

hygromycin Bを含む培地で培養し、FLAGタグ融合ヒトCARFタンパク質薬剤誘導発現プラ

スミドが導入された細胞の選択を行い、得られた細胞株をTOCARF細胞と名付けた。

FLAGタグ融合ヒトCARFタンパク質薬剤誘導発現プラスミドはhybrid human CMV/TetO2プ

ロモーターをもつので、doxycycline添加によりCARFの発現を調節できる (146, 147, 148, 

149, 150) (Fig. 2-1)。 

 

2-2-3 免疫染色 

 蛍光抗体法を用いた。0.02 N 酢酸を用いて希釈した 50 μg/ml Rat tail collagen type Iを 8

穴カルチャースライドに 100 μl ずつ添加し、コラーゲンコート 8穴カルチャースライド

を作製した。PBS を用いて洗浄後、細胞をコラーゲンコート 8穴カルチャースライドに培

養した。培地を取り除きカルチャースライドを PBS で洗浄後、細胞を 3.7 % ホルムアル

デヒド/PBS を用いて 10 分間、室温条件で固定した。PBST で 2回洗浄後、PBST を用いて

10分間、室温条件で細胞をインキュベートした。さらに、細胞を 0.5 % (w/v) Triton X-

100/PBS を用いて 5分間、室温条件で細胞をパーミアライズした。次に、細胞をブロッキ
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ング液 (3 % (w/v) スキムミルク, PBS)を用いて 1時間ブロッキング反応を行った。1次抗

体のマウス抗 FLAG抗体 M2はブロッキング液を用いて示した濃度に希釈し、室温で 1時

間 1次抗体反応を行った。その後、PBST を用いて 10 分間、3 回室温で振盪による洗浄

を行った。蛍光標識 2次抗体の Cy3 標識抗マウス IgG抗体はブロッキング液を用いてそ

れぞれ 200倍希釈し、室温で 1時間、遮光条件下 2次抗体反応を行った。その後、PBST

を用いて 10 分間、3 回室温で振盪による洗浄後、VECTASHIELD Mounting Medium with 

DAPIを用いて標本にした。Axiovert 200 M microscopeにより適した条件で蛍光を観察し

た。 

 

2-2-4 CARF相互作用因子群の分離 

2-2-4-1 可溶性画分からの CARF相互作用因子群の分離 

細胞回収時に約 80 %の細胞密度になるような TOCARF細胞を 1 ng/ml doxycycline 添加

した培地で 48時間培養し、CARFタンパク質の発現を誘導した。発現誘導した TOCARF

細胞 150-mm カルチャーディッシュ 4枚分を PBS で洗浄後回収した。非誘導のコントロ

ールとして doxycycline 非添加の細胞も同時に回収した。それらの細胞を buffer A (50 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.5 % IGEPAL CA-630, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF) に懸濁

後、氷上で 30 分間インキュベートし溶解した。その細胞溶解物を 22,180 g、4 C 条件で

30分間遠心分離後、上清を回収し細胞抽出液を得た。得られた細胞抽出液を用いて、

detergent 存在下で検量線を作成し、タンパク質定量を行い、細胞抽出液 15 mgに anti-

FLAG M2 agarose beads 15 μl を添加し、4 Cにおける天地返し条件で攪拌しながら、4時

間インキュベートした。anti-FLAG M2 agarose beads は buffer Aを用いて 5回洗浄後、

buffer B (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF)を用いて 1回洗

浄し、非特異的に結合したタンパク質を取り除いた。洗浄後の anti-FLAG M2 agarose 

beads に 0.5 mg/ml FLAG peptide: 40 μl を添加し、氷上で 30分間インキュベートすること

により CARF相互作用因子群を溶出した。この溶出を 2回繰り返し、得られた溶出液を 1
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つにまとめ CARF相互作用因子群とした。  

 

2-2-4-2 不溶性画分からの CARF相互作用因子群の分離 

2-2-4-1と同様に細胞を回収し、細胞を buffer Aに懸濁後、氷上で 30 分間インキュベー

トし溶解した。その細胞溶解物を 22,180 g、4 C 条件で 30分間遠心分離後、上清を取り

除き沈殿を buffer A 0.5 ml に懸濁した。1セット: オンタイムを 10秒間、インターバルタ

イムを 20秒間とし、Bioruptor を用い、ハイレベル設定で 12回ソニケーションを行い、沈

殿を破砕した。そのソニケートを 22,180 g、4 C 条件で 30分間遠心分離後、上清を回収

し不溶性細胞抽出液を得た。得られた不溶性細胞抽出液から 2-2-4-1 に述べた免疫沈降法

により CARF相互作用因子群を回収した。 

 

2-2-5 SDS-PAGEと銀染色 

 タンパク質試料に SDS sample buffer を添加し、100℃で 3分間加熱後、20,000 g、4℃、3

分間遠心分離を行った。遠心分離後のタンパク質を含む上清を以下に示すアクリルアミド

濃度のポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動により分離を行った。 

・5 x SDS sample buffer: SDS を 1 g、2-mercaptoethanol を 500 µl、0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 

を 5 ml 加え混合し、Glycerol で 10 ml に調整後、BPBを適量添加した。使用時にはタンパ

ク質試料に対して終濃度が 1 x となるように加えた。 

・Stacking gel: 4.75% Acrylamide, 0.125 M Tris-HCl (pH 6.8), 0.1% SDS, 0.1% TEMED, 0.1 % 

APS 

・Running gel: 7.5% Acrylamide, 0.375 M Tris-HCl (pH 8.8), 0.1% SDS, 0.05% TEMED, 0.1 % 

APS 

・Running buffer: 0.1% SDS, 25 mM Tris, 130 mM Glycine 

 

泳動後は以下に示す銀染色法によりタンパク質を可視化した。ゲルを 40 % (v/v) エタノー
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ル、10 % (v/v) 酢酸溶液中で、室温 30 分振盪することにより固定した後、30 % エタノー

ル、0.5 M 酢酸ナトリウム、8 mM チオ硫酸ナトリウム溶液中で室温にて 30 分間増感を

行った。蒸留水により 5 分間ゲルの洗浄を 4 回行った後、0.1 % (w/v) 硝酸銀、0.02 % ホ

ルムアルデヒド溶液で 40 分間振盪し染色を行った。2.5 % 炭酸ナトリウム、0.01 % (v/v) 

ホルムアルデヒド溶液を用いて目的のバンドが適当な濃さになるまで液を交換しながら現

像した。1 % クエン酸ナトリウム溶液で 5 分間の振盪を 2 回行うことで現像反応を停止

した後、蒸留水で 5 分間の洗浄を 3 回行い、1 % 酢酸溶液中で 4 °C にて保存した。 

 

2-2-6 イムノブロット 

SDS-PAGE後のゲルは、セミドライ式ブロッターとブロッティング液 (48 mM Tris, 39 

mM グリシン, 20 % (v/v) メタノール) を用いてPVDF膜 (pore size 0.45 μm, 85 mm ×55 mm) 

へタンパク質を転写した。転写後のPVDF膜はブロッキング液 (5 % スキムミルク/TBS) 

を用いて、室温で30分間ブロッキング反応を行った。1次抗体はブロッキング液を用いて

抗体ごとに示した濃度に希釈し、室温で1時間、または4 °Cで1晩1次抗体反応を行った。

その後、0.1 % (v/v) Tween 20/TBS (TBS-T) を用いて10 分間、3 回室温で振盪による洗浄

を行った。2次抗体: アルカリフォスファターゼ標識ウマ抗マウスIgG (H & L) 抗体及びア

ルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ラビットIgG (H & L) 抗体はブロッキング液を用いて

それぞれ10,000倍希釈し、室温で1時間2次抗体反応を行った。その後、TBS-Tを用いて10 

分間、3 回、TBSを用いて5 分間、1 回室温で振盪による洗浄を行った。発色反応は

NBT/BCIP stock solutionを0.1 M Tris-HCl (pH9.5), 50 mM MgCl2, 0.1 M NaClで50倍希釈した

アルカリフォスファターゼ発色基質溶液を加えて適当なシグナル強度が得られるまで発色

を行った。 

 

2-2-7 SDS-PAGEにより分離したタンパク質のゲル内プロテアーゼ消化 

 銀染色後のゲルからタンパク質を同定するためにゲル内プロテアーゼ消化 (151) と極
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微流逆相液体クロマトグラフィー/タンデムマススペクトロメトリー (nanoLC-MS/MS) に

よる解析を行った。2-2-4に述べた方法で回収した CARF相互作用因子群及びコントロー

ルを 2-2-5により解析した電気泳動ゲルのレーンをメスにより 4つの領域に分け、切り出

し、1-2 mm 四方に切断した。ゲル片は 500 µl ローリテンションチューブに入れた。ゲル

片にアセトニトリルを添加して脱水反応を行った後、アセトニトリルを除き、遠心エバポ

レーターを使用してゲルを乾燥させた。10 mM DTT、100 mM 炭酸水素アンモニウム溶液

中で 56 °C、1時間インキュベートしてタンパク質内のシステイン残基の SH基を還元させ

た後、55 mM ヨードアセトアミド、100 mM 炭酸水素アンモニウム溶液を添加し、室温

で遮光条件下 45 分間 SH 基のブロッキング反応を行った。100 mM 炭酸水素アンモニウ

ム溶液とアセトニトリルで交互に 2回ゲル片を洗浄後、遠心エバポレーターで乾燥させ

た。0.5 µg トリプシン (sequence grade)、5 mM CaCl2、50 mM 炭酸水素アンモニウム溶液 

(pH8.0) を添加し、45 分間氷上でインキュベートした後、37 °C において 1晩トリプシン

消化反応を行った。20 mM 炭酸水素アンモニウム溶液 100 µl で 1回、5 % (v/v) ギ酸、

50 % (v/v) アセトニトリル溶液 100 µl で 3回、マイクロミキサーを用いて 20 分間振盪

し、抽出操作を行い、全ての抽出液をまとめ、遠心エバポレーターを使用して乾固した。

乾固したサンプルに 6 M Urea、100 mM Tris-HCl (pH8.8) を 15 µl 添加後、1 % オクチルグ

ルコシドを 0.5 µl 添加し、室温で 60分間マイクロミキサーを用いた振盪により溶解し

た。 

 

2-2-8 極微流逆相液体クロマトグラフィー/タンデムマススペクトロメトリー (nano-LC 

MS/MS) によるタンパク質の同定解析 

 MS/MS 分析は直接 C18 逆相液体クトマトグラフィーで分離しながらタンデム四重極飛

行時間型質量分析計 (Q-TOF2) 測定を行う nanoLC-MS/MS システムにより行った (152)。

逆相クロマトグラフィーで分析する前にトリプシン消化物に 10 %ギ酸を 1/10 量添加し

た。C18 逆相液体クロマトグラフィーに用いたカラム管は、レーザーキャピラリープラー
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によって内径 150 µm、外径 375 µm の溶解シリカキャピラリーを先端内径が 10 µm となる

ように引き伸ばすことで作製した。ESIカラムは、このカラム管に 1-hexanol/chroloform (1: 

1) 溶媒に分散させた C18 逆相カラム充填剤Mightysil-PR-18 (3 µm particle) を HPLC 装置

で充填圧 24.5 MPaで 30 分間メタノールを送液しながら充填することで作製した。充填に

用いた ESIカラム内の 1-hexanol/chroloform (1: 1) 溶媒は、メタノールを流速 10 µl/minで

約 10時間送液することにより置換した。作製した ESIカラムは使用時にカラム部分が 50 

mm となるように切断し、これにステンレスフィルターをあててユニオンに固定し、0.1% 

ギ酸により平衡化してから nano-LC システムに装着した。 

 nano-LC システムは毎分サブナノリッタースケールの送液が可能なナノフローポンプと

濃度勾配作成用ユニットである ReNCon システム装置から成る。ReNCon システム装置は

10本のループとバルブから構成され、それぞれのループには 0% (0.1%ギ酸) 、5%、

10%、15%、20%、25%、30%、45%、70%の濃度の異なるアセトニトリル/0.1%ギ酸溶媒

を充填する。一定の時間間隔でループをバルブで回転させながら送液すると 0%から順に

濃度の異なるアセトニトリル溶液がループからステンレス配管を通って ESIカラムに流れ

る。ループから送液された直後は異なる濃度の溶液が混合していない状態だが、細いステ

ンレス配管中を低流速で通っていくことで、異なる濃度の溶液はお互いに拡散し連続的な

濃度勾配が形成される。この ReNCon システムを用いると、送液する流速とループを回転

させるバルブの時間間隔を変えることで任意の濃度勾配を形成することができる。今回の

測定では、送液を 50 nl/min、バルブの回転時間間隔を 5分に設定した。この条件により

35分かけて 0-40 % アセトニトリルグラジェントを作製した。 

2-2-7においてトリプシン処理により調製したペプチド試料 5 µl をサンプルループ (5 

µl) に導入後、インジェクターバルブを介してナノフローポンプにより流速 500 nl/min で

12分間かけて、0.1%ギ酸で平衡化した ESIカラムに導入し吸着させた。カラム内の試料

に含まれる塩や尿素を 0.1%ギ酸、流速 500 nl/min にて 13分間洗浄した。その後流速を 50 

nl/min に下げ、アセトニトリル濃度勾配溶出法によりペプチドをカラムから溶出した。
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ESIカラムの先端には 1300 V の高電圧をかけているので、溶出したペプチドはイオン化

し、そのまま直接 Q-TOF2 のカウンター電極のイオン導入部から質量分析内に入る。導入

されたペプチドは一段階目として四重極質量分析部ではペプチド自体の m/z (質量/電荷) 

値が測定され、その結果、主に 2価と 3価の陽イオンをもつペプチドが衝突チャンバーに

送られる。そこでペプチドはアルゴンガスによる衝突誘起解離作用により断片化される。

断片化されたイオンは、イオン強度が高い上位 4個のペプチドについて、4秒ごとに二段

階目の TOF質量測定部に導入される。その断片セットの m/z 値が測定され、MS/MS スペ

クトルとして出力される。こうして得られた Raw Data形式のMS/MS スペクトルを、ソフ

トウェアMassLynx version 3.5 と ProteinLynx softwareを用いてデータベース検索に供する

ためのテキストファイル (pkl形式) に変換した。この変換によって、一回の分析で生じ

た膨大なスペクトルの集団である Raw Data を各ペプチド断片のスペクトルごとに分割し

て一つのファイルとして保存可能になった。これにより検索終了後も同定結果を MS/MS

スペクトルデータごとに管理できるようになった。Pkl 形式に変換した複数のスペクトル

についてデータベース検索プログラム MASCOT version 2.2.1 を用いて検索した。その際あ

らかじめ設定した条件で連続して検索処理を行う MASCOT Deamon を用いて大量のデー

タを一括して処理した。Raw Dataを pkl 形式に変換する際の ProteinLynx softwareの設定条

件、MASCOTの検索条件及び検索結果についてタンパク質の同定基準は以下に記載す

る。 

 

2-2-8-1 ProteinLynx の設定条件 

Instrument: Q-TOF 

Processing Parameters 

Combine: 

 Combine sequential scans with same precursor 

 Process all combined scans 
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Mass Measure: 

 Background subtract: 

  Polynominal: 10 

  Below curve: 10.00 

 Smooth: 

  Smooth window (channels): 3.00 

  Number of smooth: 2 

  Smooth mode: Savitzky Golay 

 Centroid: 

  Min. peak width at half height: 4 

  Centroid mode: Centroid top: 80.00% 

 

2-2-8-2 MASCOT (version 2.2.1) の検索条件 

Data base: SWISS PROT (Sprot version 57.5; 471472 sequences) 

Species: HUMAN 

Fixed modifications; carbamidomethyl (Cysteine) 

Variable modifications: oxidation (Methionine)、N-acetylation、pyroglutamine 

Maximum missed cleavages: 1 

Peptide mass tolerance: 200 ppm 

MS/MS tolerance: 0.3 Da 

 

2-2-8-3 MASCOT検索により得られたタンパク質の同定基準 

同定はMascot 検索を行った際に計算されるプロテインスコアが閾値以上のタンパク質

を同定基準とした (153)。更に、厳しい基準として以下の項目を定めた: (i) MS/MS シグナ

ルにより候補となった同一タンパク質由来のペプチドが 2つ以上検出されていること、



 

54 

(ii) ペプチドのイオンスコアが 30 (p<0.05) 以上であること。コントロールの溶出サンプ

ルにおいて同定されたタンパク質は CARF相互作用タンパク質から除外した。ただし、

doxycycline非添加条件においても極微量の CARFが検出されたので、CARFは同定タンパ

ク質に含めた。 

 

2-2-9 発現プラスミドベクターの作製 

 下記に示す 4種の発現プラスミドベクターを構築した。 

・pcDNA3.1(+)/FLAG (N 末端側に FLAGタグを付加) 

・pcDNA3.1(+)-HA-XRN2 

・pcDNA3.1(+)/HA-ARF 

・pcDNA3.1(+)/CARF-FLAG 

発現プラスミドベクターの構築の概略をはじめに記し、詳細な実験操作については本項

の終わりに実験操作ごとにまとめた。 

・pcDNA3.1(+)/FLAG の構築 

5’-AGCTTGCCACCATGGACTACAAGGACGACGACGACAAGGGTACC-3’ 

5’-CCTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCCATGGTGGCA-3’ 

 上記の DNA Oligo をアニーリングさせ FLAG タグをコードした DNAの両端に

HindIII/KpnIにより切断された形を持つ DNA 断片を得た。pcDNA3.1 (+)を HindIII/KpnIを

用いて 37℃、1時間制限酵素処理し、アガロース電気泳動により分離し、バンドを切り出

して、QIAEX II Gel Extraction Kit を用いてゲルから抽出、精製した。アニーリングした

DNA Oligo と制限酵素処理した pcDNA3.1 (+) を混合し、T4 DNA Ligase を用いて 4℃、一

晩ライゲーション反応を行った。反応生成物を大腸菌 DH5αのコンピテントセルに添加

し、氷上で 30分間形質転換した後、ampicillin を添加した LB (LBamp+) 寒天培地に塗布

し、37℃でコロニーを形成するまで約 15時間培養した。LBamp+寒天培地で生育した大腸

菌のシングルコロニーを滅菌した爪楊枝を用いて 2 x YTamp+液体培地に植菌した。37℃で
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18時間培養し集菌後、ミニプレップによりプラスミドを精製した。得られた発現プラス

ミドベクターが目的の DNAの大きさであることをアガロース電気泳動により確認した

後、PEG沈殿を行いさらに精製し、目的の DNA断片の塩基配列が挿入されていることを

DNAシークエンシングにより確認した。 

 

・pcDNA3.1(+)-HA-XRN2 の構築 

pcDNA3.1(+)-XRN2 (C 末端タグ付加用に XRN2 の stop codon: TAA を GGC へ置換した

プラスミド) (本研究室、石川英明博士より供与) をテンプレートとして下記のプライマー

セットと KODplus DNA polymerase を用いて PCR により増幅した。 

5’- GCCGCGGGATCCATGGGAGTCCCGGCGT-3′ 

5′-GCGGCCCTCGAGTTAATTCCAATTGTATCTTCCTGAGGGT-3′ 

増幅した DNA断片の一部をアガロース電気泳動により分離し、ゲル上の目的のバンド

を切り出し、フェノール・クロロホルム抽出及びエタノール沈殿することにより精製し

た。この沈殿を滅菌した DW に溶解し、制限酵素 BamHIと XhoIを用いて 37℃条件下で

2時間制限酵素処理を行った。得られた BamHI/XhoI断片を pcDNA3.1(+)/HAの

BamHI/XhoIサイトに導入した。目的の DNA断片の塩基配列が挿入されていることを

DNAシークエンシングにより確認した。 

 

・pcDNA3.1(+)/HA-ARFの構築 

Flp-In T-REx 293細胞からRNAgent Total RNA Isolation System及び酸性フェノール・クロ

ロホルム抽出によりトータルRNAを回収した。得られたRNAからSuper Script II kitを用い

てcDNAライブラリーを作製した。そのcDNAライブラリーをテンプレートとして下記の

プライマーセットとKODplus DNA polymeraseを用いてPCRにより増幅した。 

5’-AGGCGGCGGATCCATGGTGCGCAGGTT-3’ 

5′-GCGGCCCTCGAGTCAGCCAGGTCCACGGGCA-3′ 
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増幅した DNAの BamHI/XhoI断片を pcDNA3.1(+)の BamHI/XhoIサイトに組み込んだ。

目的の DNA断片の塩基配列が挿入されていることを DNAシークエンシングにより確認

した。 

 

・pcDNA3.1(+)/CARF-FLAGの構築 

pcDNA3.1(+)/HA-CARF-TEV-FLAG (本研究室、石川英明博士より供与) と発現プラスミ

ドベクターpcDNA3.1(+) を用いて CARF-FLAG 断片を BamHI/XhoIサイトに挿入した。目

的の DNA断片の塩基配列が挿入されていることを DNAシークエンシングにより確認し

た。 

 

2-2-9-1 PCR 

 PCR は 10 pgのテンプレートと 15 pmol のプライマーに対して、10 x KOD plus buffer 5 

μl、2 mM NTPs 5 μl、25 mM MgSO4 2 μl、KOD plus DNA polymerase 1 μl を混ぜ、終容量

50 μl に調整した。KOD plus DNA polymerase は 1,000 bp増幅するのに対して最低 1分間必

要とすることから、下記の条件で PCR を行った。 

・ARF: 1) 94℃、2分 

       2) 94℃、15秒→57.3 ℃、30秒→68℃、40秒を 50サイクル 

       3) 72℃、7分 

 

2-2-9-2 アガロースゲル電気泳動 

 アガロースゲルは 1 % Agarose LO3/0.5 x TAE bufferを電子レンジにて溶解し、終濃度

0.5 μg/ml となるようにエチジウムブロマイドを添加し、ゲルを作製した。電気泳動は 0.5 

x TAE bufferを用いて DNA 断片に合わせた時間で行った。泳動にて分離した DNAは UV

イルミネーターにより検出し、必要と考える場合は LAS 4000 を用いて撮影した。 

・50 x TAE: 242 g Tris, 57.1 ml CH3COOH, 7.43 g EDTA・2Naを蒸留水に溶解し、1 l にし
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た。使用する際には蒸留水を用いて 0.5 x となるように調製した。 

 

2-2-9-3 フェノール・クロロホルム抽出 

 フェノール: クロロホルム: イソアミルアルコールをそれぞれ 25: 24: 1 の比率になるよ

うに混ぜ、1 M Tris-HCl (pH 8.0)を用いて中性に平衡化した。上層に 0.1 M Tris-HCl (pH 

8.0)を重層し、さらに 8-quinolinol を少量加えフェノール・クロロホルム・イソアミルアル

コール溶液の酸化を防止した。サンプルと等量のフェノール・クロロホルム・イソアミル

アルコール溶液を加えて、ボルテックスミキサーで 30秒間混合することで、フェノー

ル・クロロホルム・イソアミルアルコール抽出を行った。その後、20,000 g、4℃、5分間

遠心分離し、DNAを含む上層のみを新しい 1.5 ml チューブに回収した。 

 

2-2-9-4 エタノール沈殿 

 DNAを含む溶液に対し 1/10 量 (v/v)の 3 M CH3COONa (pH 5.2) を加えボルテックスミ

キサーで混合後、3倍量 (v/v)のエタノールを添加した。ボルテックスミキサーで 30秒間

混合後、室温で 10分間インキュベートした。その後、20,000 g、4℃、5分間遠心分離

し、上清を取り除いた。沈殿に 70 % エタノールを 400 μl 添加し、ボルテックスミキサー

で混合後、20,000 g、4℃、5分間遠心分離し、上清を取り除いた。沈殿を風乾後、滅菌水

に懸濁し、以後の実験に用いた。 

 

2-2-9-5 制限酵素処理 

 TaKaRaの Universal Buffer System を用いて制限酵素制限酵素処理を行った。制限酵素活

性 1Uは、至適条件のもと 1時間に 1 μgの基質 DNAを完全に分解する酵素量とされてい

る。そこで、1 μgの DNAあたり少なくとも制限酵素 1 Uを添加した。制限酵素処理は、

至適条件のもと 2時間行った。 
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2-2-9-6 ライゲーション反応 

 DNA断片とプラスミドベクターを TaKaRa T4 DNA Ligase (87.5 U) を用いて、16℃、1

時間もしくは 4℃、1晩ライゲーション反応を行った。 

 

2-2-9-7 大腸菌生育用液体培地及び寒天培地 

 下記の方法で作製した。滅菌後は 4℃にて保存した。 

・LB培地: 0.5 g bacto yeast extract、1.0 g bacto trypton、1.0 g NaCl を 100 ml の蒸留水に溶

解し、121℃、15分間オートクレーブ滅菌した。 

・2 x YT培地: 1.0 g bacto yeast extract、1.6 g bacto trypton、0.5 g NaCl を 100 ml の蒸留水に

溶解し、121℃、15分間オートクレーブ滅菌した。 

・SOB培地: 0.5 g bacto yeast extract、2.0 g bacto trypton、0.058 g NaCl、0.0186 g KCl を 99 

ml の蒸留水に溶解し、121℃、15分間オートクレーブ滅菌した。室温にまで温度が下が

った後、1 M MgSO4、1 M MgCl2を 0.5 ml ずつ添加し、よく混合した。 

・SOC 培地: SOB培地 100 ml に滅菌した 2 M Glucoseを 1 ml 添加し、よく混合した。 

・Ampicillin: ampicillin-Naを 50 mg/ml となるように調製し、培地が 50℃以下になった

ら、50 μg/ml となるように添加し、よく混合した。 

 

2-2-9-8 コンピテントセルの作製 

 抗生物質を含まない LB寒天培地に大腸菌 DH5α株を滅菌した爪楊枝を用いてストリー

クし、37℃で約 15時間培養した。生育した大腸菌を再度別の LB 寒天培地に滅菌した爪

楊枝を用いてストリークし、37℃で約 15時間培養した。単一コロニーを 50 ml の SOB培

地に植菌し、OD600が 0.4 から 0.8の間になるまで 25℃で振盪培養した。その培養液を滅

菌した 50 ml チューブに移し、1,000 g、4℃、5分間遠心分離を行い、集菌した。培地を取

り除き、培養容積の氷冷した Transformation buffer に懸濁し、再度 1,000 g、4℃、5分間遠

心分離を行い、集菌した。上清を取り除き、培養容積の 4 ml の氷冷した Transformation 



 

59 

bufferに懸濁し、凍結保護剤として DMSO 300 μl (終濃度 7 %)を添加し、150 μl ずつ 1.5 ml

チューブに分注し、液体窒素を用いて凍結後、-80℃で保存した。 

・Trasnformation buffer: 3.0 g PIPES、2.2 g CaCl2・H2O、18.6 g KCl を 950 ml の蒸留水に溶

解し、KOHを用いて pH 6.7 に調製した。MnCl2・2H2O 10.9 gを加え、蒸留水で 1 l に調製

し、0.22 μm フィルターを用いて濾過滅菌した。使用するまで 4℃に保存した。 

 

2-2-9-9 大腸菌の形質転換 

 大腸菌の形質転換には DH5αコンピテントセルを用いた。DH5α コンピテントセルを氷

上で解凍後、DNAと大腸菌を混和し、氷上で 30分間インキュベートした。その後、

42℃、45秒間ヒートショックを加え、速やかに氷上で 2分間冷やした。室温の SOC 培地

を 0.5 ml 加え、1時間振盪培養後、抗生物質を含む LB寒天培地上にスプレッダーを用い

て広げ、37℃でコロニーを形成するまで約 15 時間培養した。 

 

2-2-9-10 ミニプレップ 

 生育した大腸菌のシングルコロニーを 1.5 ml の抗生物質を含む 2 x YT液体培地に植菌

した。37℃で約 18時間培養後、その培養液を 1.5 ml チューブに移し、20,000 g、4℃、1

分間遠心分離し集菌した。上清を取り除き、沈殿した菌体に 100 μlの Solution Iを添加

し、よく懸濁した後、200 μl の Solution IIを添加し、8回転倒混和することで溶菌した。

その後、150 μl の Solution IIIを添加し、8回転倒混和することで中和し、プラスミドベク

ター以外の高分子物質を変性した。20,000 g、4℃、5分間遠心分離し、プラスミドベクタ

ーを含む上清を別の 1.5 ml チューブに移した。その後、フェノール・クロロホルム抽出を

行い、上層を別の 1.5 ml チューブに移した後、その液量に対して 0.7 倍量の isopropanol を

添加し、ボルテックスミキサーで 15秒間攪拌した。20,000 g、4℃、5分間遠心分離する

ことで、プラスミドベクターを沈殿させた。上清を取り除き、あらかじめ-20℃で冷却し

た 70 % エタノールを 500 μl 加え洗浄し、20,000 g、4℃、5分間遠心分離した。上清を除
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去し、得られた沈殿物を風乾後、10 μg/ml の RNase Aを含む 30 μl の TE buffer に溶解し、

37℃、30分間インキュベートし、プラスミドベクターとともに沈殿された RNAを分解し

た。制限酵素処理を用いて、得られたプラスミドベクター中に目的の DNA断片が含まれ

ていることを確認した。 

 

・Solution I: 50 mM D (+)-glucose, 25 mM Tris-HCl (pH8.0), 10 mM EDTA (pH8.0) (オートク

レーブ滅菌) 

・Solution II: 0.2 N NaOH, 1 % SDS 

・Solution III: 3 M CH3COOK, 11.5 % CH3COOH (オートクレーブ滅菌) 

・TE buffer: 10 mM Tris-HCl (pH8.0), 1 mM EDTA 

 

2-2-9-11 PEG沈殿 

 DNAサンプルと等量の PEG8000 溶液を加え、ボルテックスミキサーで 30秒間攪拌

し、4℃で 1時間インキュベート後、20,000 g、4℃、20分間遠心分離した。上清を取り除

いた。あらかじめ-20℃で冷却した 70 % エタノールを 500 μl 加え洗浄し、20,000 g、

4℃、5分間遠心分離した。上清を除去し、得られた沈殿物を風乾した。 

 

2-2-9-12 DNAシークエンシング 

 PEG沈殿後の DNA サンプルを 200 ng用いて、BigDye® Termination v3.1 Cycle 

Sequencing Kit で付属のプロトコールに従って適切なシークエンシングプライマーを用い

て DNAシークエンシング PCR 反応を行った。PCR 後のサンプルをエタノール沈殿法に

より精製し、Kit 付属の HiDi formamide 20 μl に溶解し、95℃、2分間加熱することにより

変性後、氷上で急冷した。そのサンプルを Applied Biosystems 3130 ジェネティックアナラ

イザーにて分析し、塩基配列の決定を行った。 
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2-2-9-13 マキシプレップ 

 構築した発現プラスミドベクターを培養細胞にトランスフェクションする際に大量の発

現プラスミドベクターが必要であった場合、Genopure Plasmid Maxi Kit を用いて、付属の

プロトコールに従い、発現プラスミドベクターの大量調製を行った。 

 

2-2-10 HAタグ融合 ARFタンパク質発現プラスミドベクター、FLAG タグ融合ヒト

CARFタンパク質発現プラスミドベクター及び FLAGタグ発現プラスミドベクターのリン

酸カルシウム法によるトランスフェクション 

HAタグ融合ARFタンパク質、FLAGタグ融合ヒトCARFタンパク質及びFLAGタグを発

現させるために発現プラスミドベクターのトランスフェクション法としてリン酸カルシウ

ム共沈法を用いた。以下に90 mm ディッシュに必要な溶液の調製法を示す。トランスフ

ェクション溶液を調製する前に90 mm ディッシュ: 50-60 %細胞密度のFlp-In T-REx 293 細

胞に対してノーマル培地をもちいて培地交換を行った。36 μlの2 M CaCl2 (終濃度240 mM) 

とそれぞれ5 μg、合計10 μgの発現プラスミドベクターを滅菌した蒸留水で終量300 μlにな

るように調製し、発現プラスミドベクター溶液を作製した。1 ml ディスポーザプルピペ

ットとオートピペッターを用いて2 x HBS 300 μlを攪拌しながら、発現プラスミドベクタ

ー溶液を1滴ずつ1 ml/分の速度でゆっくりと滴下した。混合後、室温に30分間静置し、

DNAとリン酸カルシウム沈殿を形成させた。このトランスフェクション溶液を先に培地

交換した細胞にゆっくりを滴下し、軽くディッシュをゆすることで混合した。その後、

37℃、5% CO2存在下で24時間培養し、ノーマル培地を用いて培地交換を行った。その後

さらに24時間培養し各種実験に用いた。 

 

・2 x HBS (pH7.1): 50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 10 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO4・2H2O, 12 

mM D (+) -glucose (0.22 μmフィルターを用いてフィルター滅菌) 
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2-2-11 細胞分画 

80 % 密度の細胞を PBS で洗浄後回収し、1.2×107 cells を buffer C (16.7 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 50 mM NaCl, 1.67 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 0.1% TritonX-100): 1 ml に懸濁後、氷上で 3

分間インキュベートし溶解した。その細胞溶解物を 1,000 g、4 C 条件で 5分間遠心分離

後、上清を回収し cytosol fraction を得た。沈殿を buffer C: 1ml で洗浄後、buffer D (50 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 0.5 % IGEPAL-CA630): 0.5 ml に

懸濁した。オンタイム 20秒間、インターバルタイム 90秒間を 1セットとし、Bioruptor 

を用い、ハイレベル設定で 10回ソニケーションを行い、沈殿を破砕した。細胞破砕物を

16,000 g、4 C 条件で 30 分間遠心分離後、上清を回収し nuclear extract fraction 1 (NE1) を

得た。沈殿を buffer E (50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM DTT, 1 

mM PMSF): 0.5 ml に懸濁後、前述した条件でソニケーションを行い、沈殿を破砕した。そ

のソニケートを 16,000 g、4 C 条件で 30分間遠心分離後、上清を回収し nuclear extract 

fraction 2 (NE2) を得た。 

  



 

63 

第 3節 結果 

2-3-1 FLAGタグ融合ヒト CARFタンパク質薬剤誘導発現細胞株の樹立 

FLAGタグ融合ヒト CARFタンパク質 (FLAG-CARF) 薬剤誘導発現細胞株 (TOCARF細

胞) は Flp-In T-REx 293 細胞を親細胞として Flp-In T-REx Expression System を用い樹立し

た。FLAG-CARF薬剤誘導発現プラスミドは hybrid human CMV/TetO2プロモーターをも

ち、doxycyclineの添加により CARFの発現を誘導することができる (Fig. 2-2) ので、

doxycyclineによる CARF発現誘導条件を検討した。Doxycycline をそれぞれ 0、0.1、1、

10、100 ng/ml の濃度で細胞に添加して 48時間後に回収し、各細胞から細胞抽出液を調製

後、抗 FLAG抗体を用いたイムノブロットにより FLAG-CARFの発現量を解析した。得

られた結果を ImageJ software (Downloaded from http://rsbweb.nih.gov/ij/) により GAPDHの

シグナル強度を用いて標準化し、相対的な FLAG-CARF量を解析した (Fig. 2-3)。樹立し

た細胞株 TOCARF細胞は doxycyclineの濃度依存的に CARFタンパク質の発現量が増加

し、doxycycline 1 ng/ml 以上の濃度では FLAG-CARFの発現量が大きく増加することはな

かった。そこで、doxycycline 1 ng/ml の条件を用いて次項の CARF相互作用因子群の単離

実験を遂行した。また、TOCARF細胞において発現誘導された FLAG-CARFが内在性

CARFと同様の細胞内分布を示すかを確認するため、蛍光免疫染色法により細胞内局在を

調べた。その結果、既報の CARFの局在と同様に FLAG-CARFは主に核質に局在し、部

分的にリボソーム生合成の場である核小体の縁にも存在した (Fig. 2-4)。 

 

2-3-2 CARF相互作用因子群の単離 

 樹立した TOCARF 細胞を用いて FLAG-CARFを bait とした抗 FLAG 抗体による pull 

down法により CARF 相互作用因子群の単離を試みた (Fig. 2-5)。1 ng/ml doxycycline を 48

時間添加する条件下で CARFの発現を誘導した TOCARF細胞抽出液に対して FLAGタグ

抗体を用いて pull down 操作を行った後、FLAG ペプチドにより溶出し、非誘導コントロ

ールとして、doxycycline 非添加条件で培養した TOCARF細胞抽出液を用いた。溶出した

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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CARF相互作用因子群は 7.5 %ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGEによる分離

後、銀染色法により可視化した (Fig. 2-6)。その結果、doxycycline を添加した細胞抽出液

からの pull downサンプルでは目視で約 40本のバンドを確認した。一方、doxycycline非

添加条件で培養した TOCARF細胞抽出液に対する抗 FLAG抗体による pull downサンプル

も目視で約 27本のバンドを確認した。溶出サンプルについて抗 FLAG 抗体を用いたイム

ノブロットで解析した結果、pull down により FLAG-CARFを濃縮したことにより

doxycycline非添加条件でも低量の FLAG-CARFを検出した (Fig. 2-7)。このことから、

TetO2プロモーターによる制御が完全ではなく、doxycycline非添加条件でも CARFが少量

発現することが明らかとなった。前述したコントロールの溶出サンプルにおいて検出され

たタンパク質群は少量発現した FLAG-CARF に相互作用しているタンパク質である可能性

が考えられた。 

 

2-3-3 nanoLC-MS/MS による CARF相互作用因子群の同定 

 CARF相互作用因子群を同定するために銀染色により可視化したゲルを用いてゲル内ト

リプシン消化と極微流逆相液体クロマトグラフィー/タンデムマススペクトロメトリーに

よる解析を行った。その結果、新規 CARF相互作用因子として 19種のタンパク質を同定

した (Table 2-3)。リボソーム生合成に関与するタンパク質が 3種 (XRN2、Nucleolin、

NPM)、pre-mRNA splicingに関与するタンパク質が 7種 (ATP-dependent RNA helicase 

DHX15、hnRNP A1、hnRNP H、hnRNP K、hnRNP L、hnRNP U、RNA-binding protein 10)、

シャペロンタンパク質が 4種 (HSP70-1、GRP-78、HSPA8、HSPA9)、p53関連アポトーシ

スに関与するタンパク質 KIAA1967、翻訳に関与するタンパク質 eIF-4B、機能未知タンパ

ク質 60S acidic ribosomal protein P0-like、その他 2種のタンパク質（Serine/threonine-protein 

kinase RIO1、Influenza virus NS1A-binding protein）を同定した。Endogenous CARFの細胞

内局在は主に核、部分的に核小体であり、同定したタンパク質はシャペロンタンパク質及

び eIF-4Bを除き全てのタンパク質が核、もしくは核及び細胞質に局在することから、
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endogenous CARFと同様の細胞内相互作用因子を単離、同定できたと考えた。その中で

も、XRN2が mascot protein score 1,168 であり、高いスコアで同定された。mascot protein 

scoreが高いほどそのタンパク質が測定したサンプルに存在する可能性が高いことを示し

ている (153)。XRN2 の mascot protein score は bait である CARFの mascot protein score 

1,663の次に高い数値であり、XRN2の次に同定されたタンパク質 GRP-78の mascot 

protein score 440よりも著しく高かった。あわせて、XRN2の同定されたペプチドは 35 ペ

プチドであり、XRN2の全アミノ酸配列中の 36.5 %をカバーしていた。このことから、

XRN2が CARFと細胞内で相互作用することが示唆された。 

 次に、nanoLC-MS/MS により同定した XRN2 と CARFの相互作用がイムノブロットで

検出できるか調べた (Fig. 2-7)。doxyxycline 非添加条件の細胞抽出液においても FLAG-

CARFが僅かに発現しているので、XRN2のシグナルが検出されたが、doxycycline添加条

件の細胞抽出液を用いて pull downしたサンプルの方でより高いシグナルを検出した。

XRN2のシグナルはダブルバンドが検出されるときとシングルバンドで検出されるときが

あった。ダブルバンドの低分子量の XRN2は修飾を受けているもしくは分解されている可

能性が考えられる。しかし、pull downしたサンプルで低分子量の XRN2 が検出されない

ときもあるので CARFとの相互作用に特異的現象ではないと判断した。第 3章において

CARF恒常発現細胞を用いた解析において同様の低分子量の XRN2が検出した (Fig. 3-

4)。また、CARFの相互作用因子として nanoLC-MS/MS により同定されなかった GAPDH

はイムノブロットを用いても pull downフラクションから検出されなかった。このように

nanoLC-MS/MS によるタンパク質同定の信頼性を、免疫学的手法により確認した。 
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第４節 小括 

本章では、CARFによる p53を介さない新規細胞増殖調節機構解明の手がかりを得るた

めに、プロテオミクスの手法を用いて CARFの相互作用タンパク質を単離・同定した。そ

のために、FLAG-CARF薬剤発現誘導細胞株を樹立し、その細胞抽出液から免疫沈降法で

FLAG-CARF相互作用因子群を回収した。得られた CARF相互作用因子群をゲル内トリプ

シン消化と極微流逆相液体クロマトグラフィー/タンデムマススペクトロメトリーによる

解析を行った。CARF相互作用タンパク質としてリボソーム生合成に関与するタンパク質

を 3種 (XRN2、Nucleolin、NPM)、pre-mRNA splicingに関与するタンパク質を 7種 (ATP-

dependent RNA helicase DHX15、hnRNP A1、hnRNP H、hnRNP K、hnRNP L、hnRNP U、

RNA-binding protein 10)、シャペロンタンパク質を 4種 (HSP70-1、GRP-78、HSPA8、

HSPA9) など計 19種のタンパク質を同定した (Table 2-3)。今回同定された因子群はこれ

までに報告された CARF相互作用タンパク質を含んでいなかった。この一因として SDS 

PAGEの条件が低分子量のタンパク質分離には適さない条件であったことが推測される。

これまで CARFの相互作用因子として報告のあるタンパク質 21種類の中で分子量が 30 

kDa以下の 3種タンパク質: ARF (16.5 kDa)、RP-A p14 (13.6 kD)、RP-A p32 (29.2 kDa)は、

解析条件では検出できない。単離した CARF相互作用因子群を SDS-PAGE分離限界が 15 

kDa程度の条件で分離後、イムノブロット行った際にも既知の CARF相互作用タンパク質

を検出しなかった。ARFが SDS-PAGEにより分離されるグラジェントゲルを用いるなど

更なる検討が必要である。 

ARFが CARF相互作用因子群に検出されなかったことに関して他の 2つの要因を考え

た。1つは、発現させた CARFのタグの付加位置の問題である。Hasan らによる免疫沈降

法を用いた CARFと ARFが相互作用するとの報告 (43, 127)では、CARFの C 末端側にタ

グタンパク質が付加されていた。同じ論文で免疫染色法により GFP タグが付加された

CARFと ARFの共局在を検出した実験においても C 末端側に GFP タグが付加されてい

た。CARF相互作用因子群の単離に用いた TOCARF細胞は CARF の N末端側に FLAG タ
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グが付加されるコンストラクトである。このことから、CARFの N 末端側のタグが ARF

と CARFとの相互作用を阻害したために、ARFが CARF相互作用因子群に含まれなかっ

たと推測した。2つめの原因は ARFの発現量である。ARFは正常細胞においてユビキチ

ン化修飾され、プロテアソーム系により速やかに分解されることで発現量が低く保たれて

いる (106)。一方で、培養がん細胞株では HeLa細胞のように ARF の発現量が高い細胞や

HepG2細胞のように ARFの発現量が低く検出できない細胞がある (154)。実際に今回用

いた TOCARF細胞抽出液に含まれる ARF はごく微量であり (Fig. 2-8)、CARFの相互作用

因子として ARFを同定できなかった可能性がある。そこで、上記 2 つの要因を考慮して

ARF遺伝子を過剰発現させ、C 末端に FLAG タグを付加した CARF (CARF-FLAG) との相

互作用を検討した。CARF-FLAGと HA-ARFをコトランスフェクションした細胞の分画を

行い CARFと ARFが同じ分画に存在するか調べた。細胞抽出液を Cytosol fraction、NE1、

NE2に分画し、イムノブロットにより解析した。その結果、CARFと ARFは同じフラク

ション NE1に存在した (Fig. 2-9)。そして、NE1を用いて抗 FLAG抗体による pull down

法を行った。得られたサンプルをイムノブロットにより解析した。その結果、CARFと

ARFがこのサンプル中にあることが示された (Fig. 2-9)。以上の結果より、CARFの相互

作用因子群に ARFが同定されなかった原因は前述した CARFの N末端側に FLAGタグが

付加されていたこと及び TOCARF細胞における ARFの低発現量の両方あるいはいずれか

の可能性が考えられる。 

また、免疫沈降法後イムノブロットにより CARFとの相互作用が解析された報告は、下

記の 5種のタンパク質: ARF (43, 117, 127)、p53 (126)、MDM2 (127、128)、CHK2 (132)、

ERK1 (132)である。そのうち ARF以外のタンパク質は前述の解析条件で理論上検出され

る。CARFと CHK2 (132)、ERK1 (132)の相互作用を検証した免疫沈降法の実験方法につい

ては報告論文中に記載がないが、発現させた FLAG-CARFの N 末端側のタグが相互作用

を阻害する可能性が考えられる。Hasan らによる免疫沈降法を用いた CARFとMDM2の

相互作用についての報告 (127, 128) 及び p53 との相互作用についての報告 (126) では、
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CARFの C 末端側にタグが付加されていた。しかし、同じ論文において in vitroで精製タ

ンパク質を用いたタンパク質の相互作用を検証した実験では CARFの N末端側に His タ

グが付加されていたのでタグを N末端側に付加したことによる影響ではないと考えられ

た。 

pull down法に用いた細胞可溶化条件では p53 が可溶化できていない可能性が考られ

る。実際、pull down法に用いた細胞抽出液をイムノブロットにより抗 p53抗体を用いて

解析した結果、細胞全抽出液に含まれる p53よりも pull down法に用いた細胞抽出液 

(cytosol 可溶性画分) に含まれる p53が減少していた (Fig. 2-10)。そこで、不溶性画分をソ

ニケーションにより可溶化し、不溶性画分の細胞抽出液を用いて CARF相互作用因子群の

回収を試みた。イムノブロットによる解析で、可溶化により p53は増加したが、回収した

CARF相互作用因子群に p53は含まれなかった。この原因としてソニケーションにより

CARFと p53の結合が離れた可能性が考えられた。 

 既知のCARF相互作用タンパク質の中にリボソーム生合成で働くタンパク質は報告され

ていなかった。本研究においてCARFの相互作用因子として新たにリボソーム生合成にお

いて機能をもつタンパク質XRN2 (155, 156, 157, 158)、Nucleolin (159, 160, 161) 及びNPM 

(17, 18, 19, 20) が同定されたことはCARFがリボソーム生合成に関与している可能性を示

しており、CARFの新規の機能の存在を示唆している。Nucleolin (42) 及びNPM (18, 27, 78, 

88, 89, 90, 91) はともにARFとも相互作用することが既に報告されており、CARF-ARF-

NucleolinもしくはNPM 複合体を形成している可能性が考えられた。しかし、本研究にお

いて同定したCARF相互作用因子群にはARFが含まれていなかったことから、3つのタンパ

ク質が複合体を形成している可能性よりも、a) CARF-NucleolinもしくはNPM、b) ARF-

NucleolinもしくはNPM、c) CARF-ARFで複合体を形成し、機能していることが考えられ

た。さらに、お互いに競合することにより機能を制御している可能性も考えられる。 

本研究においてCARF相互作用因子として同定されたタンパク質でARFとの相互作用が

報告されている他のタンパク質は、hnRNPU (72)、HSPA8 (59)、HSPA9(59) である。これ
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らのタンパク質がARF-CARFと複合体を形成している可能性も考えられるがNucleolinと同

様に、CARF相互作用因子群にはARFが含まれていなかったことから、3つのタンパク質が

複合体を形成している可能性よりも、各々タンパク質が1対1で複合体を形成し、機能して

いることが考えられた。 

 また、pre-mRNA splicingに関与するタンパク質7種がCARFの相互作用因子として同定さ

れたが、pre-mRNA splicingのある特定の段階に関わるタンパク質群ではなく様々な段階に

関与するタンパク質群であった。このことから、CARFがpre-mRNA splicing経路において

どのような機能をもつかについてはさらなる研究が必要である。本研究でCARF相互作用

因子として同定したpre-mRNA splicing関連因子の一つであるhnRNP Kは、pre-mRNA 

splicingだけでなくchromatin remodeling、転写、翻訳、mRNA安定性等、幅広い機能をもつ

タンパク質である (162)。また、DNA damageを受けた時にスモ化やリン酸化を受けて、

p53を介してアポトーシスを誘導することが知られている (163, 164, 165)。このことか

ら、CARF-p53-hnRNP K複合体を形成している可能性が考えられるが、本研究において同

定したCARF相互作用因子群にはp53が含まれていなかったことから、前述の既知ARF相互

作用因子のように3つのタンパク質が複合体を形成している可能性は低いと考えられる。 

シャペロンタンパク質はタンパク質のフォールディングをアシストするタンパク質であ

るので、多種のタンパク質に結合することができる (166, 167)。HSP70 の基質選択性はロ

イシン、イソロイシン、バリン、フェニルアラニン、チロシンを多く含む 4~5アミノ酸か

らなる疎水性領域及び塩基性アミノ酸に富んだ領域をもつことである (167)。実際、

CARFのアミノ酸配列を調べると 244-248番目のアミノ酸がフェニルアラニン-バリン-セ

リン-ロイシン-ロイシンであり、前述の HSP70 の基質の条件にあてはまる。この為に、

CARFにシャペロンタンパク質が結合した可能性が考えられた。CARFの相互作用因子と

して同定されたシャペロンタンパク質の局在を考えると、HSP70-1及び HSPA8は細胞質

と核、GRP-78 は小胞体、HSPA9はミトコンドリアである (166)。このことから GRP-78

及び HSPA9は細胞小器官を破壊し細胞抽出液にした後に FLAG-CARFに結合したタンパ
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ク質である可能性が高い。つまり、実際に細胞内で相互作用している可能性は低いと考え

られた。 

eIF-4Bも局在が細胞質である (168) ので、前述した GRP-78及び HSPA9と同様に、実

際に細胞内で相互作用している可能性は低いと考えられた。本研究で同定した CARF相互

作用因子群は細胞内でシャペロンタンパク質及び eIF-4Bを除き全てのタンパク質が核、

もしくは核及び細胞質に局在する (18, 155, 159, 162, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 

176)。このことから、核に存在する endogenous CARFの細胞内相互作用因子を単離、同定

することができたと考えられる。Protein KIAA1967 は、p53に結合、安定化しその機能を

促進する (169) ことから、まだ明らかになっていない CARFが関与する p53を介した細

胞増殖機構が存在するのかもしれないが、本研究の目的は CARFによる p53を介さない新

たな細胞増殖調節機構を明らかにすることであるので、p53関連因子ではない CARF相互

作用因子に注目した。その中でも、顕著に高いスコアで同定された XRN2について考察す

る。 

XRN2は 950アミノ酸残基からなり (177)、RNAや一本鎖 DNAが結合する Zinc finger 

domainをもつ (177) (Fig. 2-11)。CARFは主に核質に、部分的にリボソーム生合成が行わ

れている核小体の縁に存在する (43) ので、リボソーム生合成に働く XRN2と CARFの相

互作用がリボソーム生合成における XRN2の働きを阻害もしくは促進し、細胞増殖を制御

する可能性も考えられる。転写反応においてプロモーター近傍で pol IIが留まる promoter-

proximal pausingという現象が知られているが、近年これら pausing した pol IIが DNAか

ら解離して 5’末端近辺で転写が終結する premature termination という現象が報告され、こ

の反応に XRN2が関与することが明らかになっている (178, 179)。torpedo model とよばれ

る XRN2の関与する poly(A)シグナル配列下流の pol IIによる転写の終結 (180, 181, 182, 

183, 184) は、poly(A)シグナル配列の下流に CoTC 配列および pause配列をもつ遺伝子に

のみ限定されていると考えられていた (181, 182) が、poly(A)シグナル配列を持たない転

写でも起こり、XRN2の 5’-3’エキソヌクレアーゼ活性が pol IIの転写終結を促進すること
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が報告された (183)。このことから、XRN2と CARFが相互作用することにより、pol IIに

よる RNAの転写終結における XRN2の働きを阻害もしくは促進し、細胞増殖を制御して

いる可能性も考えられた。 

真核細胞は周りの環境ストレスに対して、DNAダメージの修復、細胞周期の停止やタ

ンパク質の翻訳抑制などの反応を介してストレスの影響を軽減する (186, 187)。ストレス

の 1つとして、ヒートショックを与えられたときに XRN2は核内において initiator 

tRNAMetを分解し、タンパク質の翻訳を抑制する (188, 189)ことから、CARFは XRN2の

この機能を促進もしくは抑制して細胞増殖を制御している可能性も考えられた。これら

XRN2の機能についての報告は XRN2と RNAの相互作用を示唆している。一方で、第 1

章で述べたように CARFはそのアミノ酸配列から 2本鎖 RNAに結合すると推測される ds 

RNA-binding domain を持ち (Fig. 1-3)、RNA と相互作用することが報告されている 

(143)。これら 2つのタンパク質の性質から CARFと XRN2が RNA を介して相互作用する

可能性が考えられた。前述した XRN2の機能には p53が関与しないことから、CARFが

p53を介さずに細胞増殖を調節する可能性が期待された。以上の理由から CARFと XRN2

の相互作用に着目し、次の章では新規に見出された XRN2と CARFの相互作用の生体内

における機能について検証を進める。 
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Table 2-1 報告のあるCARF相互作用タンパク質

Uniprot KB accession, protein name, Gene symbol:

Swiss Protデータベースに登録されているaccession、Entry name、protein name、Gene symbol、Cellular localization:

PML: PML body、Chromo: 染色体、Nu: 核、Cy: 細胞質、Mito: ミトコンドリア、ER: 小胞体、P-b: P-body、Golgi: Golgi apparatus、Mm: 膜、

Lyso: Lysosome、Mela: Melanosome

Uniprot KB accessionprotein name Gene SymbolCellular localization species 参考文献 MW (Da)

Related TP53

P04637 Cellular tumor antigen p53 (p53) TP53 Nu, PML, Cy, ER, Mito Homo sapiens 126 43,653

P42771 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (ARF) CDKN2A Nu, Cy Homo sapiens 43, 117, 127 16,533

P51480 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (ARF) Cdkn2a Nu, Cy Mus musculus 117 17,941

O96017 checkpoint kinase 2 (CHK2) CHEK2 Nu, No, PML Homo sapiens 132 60,915

Q14676 Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1) MDC1 Nu Homo sapiens 135 226,666

UbI conjugation pathway

Q99728 BRCA1-associated RING domain protein 1 (BARD1) BARD1 Nu Homo sapiens 135 86,648

P38398 Breast cancer type 1 susceptibility protein (BRCA1) BRCA1 Nu, Cy Homo sapiens 135 207,721

Q13618 Cullin-3 (CUL3) CUL3 Nu, Golgi Homo sapiens 71 88,930

Q00987 MDM2 oncogene, E3 ubiquitin protein ligase (MDM2) MDM2 No, Nu, Cy Homo sapiens 127, 128 55,233

P0CG48 Polyubiquitin-C (UBC) UBC Nu, Cy Homo sapiens 128, 140, 141 77,039

P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase (VCP) VCP ER, Nu Homo sapiens 142 89,322

Others

Q92820 Gamma-glutamyl hydrolase (GGH) GGH Lyso, Mela Homo sapiens 137 35,964

P07099 Epoxide hydrolase 1 (EPHX1) EPHX1 Mm Homo sapiens 137 52,949

Q99LI9 Polyribonucleotide 5'-hydroxyl-kinase Clp1 (CLP1) Clp1 Nu Mus musculus 108 47,738

O75175 CCR4-NOT transcription complex, subunit 3 (CNOT3) CNOT3 Nu, Cy, P-b Homo sapiens 144 81,872

Q96C10 Probable ATP-dependent RNA helicase DHX58 (LGP2) DHX58 Cy Homo sapiens 136 76,613

P27361 Mitogen-activated protein kinase 3 (MAPK3) (ERK1) MAPK3 Cy, Nu Homo sapiens 132 43,136

O60216 Double-strand-break repair protein rad21 homolog (RAD21) RAD21 Nu, Chromo Homo sapiens 138 71,690

P27694 Replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit (RP-A p70) RPA1 Nu Homo sapiens 139 68,138

P15927 Replication protein A 32 kDa subunit (RP-A p32) RPA2 Nu, PML Homo sapiens 139 29,247

P35244 Replication protein A 14 kDa subunit (RP-A p14) RPA3 Nu Homo sapiens 139 13,569
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Table 2-2 報告のあるCARF相互作用核酸

RNA name 参考文献

ACA11 (SCARNA22) a 125-bp noncoding RNA (ncRNA) located within intron 18–19 of WHSC1 143



 

85 

 

  

Table 2-3 Identification of proteins associated with CARF

Uniprot KB

accession

Uniprot KB Entry

name
protein name

Gene

Symbol

Masc

ot

Score
b

Start
a

Sequence
a

End
a

Charge

State
c

Mascot

Score
b

Observed

Precursor

mass
c

pep_var_mod

exoribonuclease

Q9H0D6 XRN2_HUMAN 5'-3' exoribonuclease 2 XRN2 1168 73 NEDEMMVAIFEYIDR 87 2+ 38.98 937.77

88 LFSIVRPR 95 2+ 36.36 494.35

97 LLYMAIDGVAPR 108 2+ 73.94 659.73

97 LLYMAIDGVAPR 108 2+ 87.29 667.77 Oxidation (M)

124 EGMEAAVEK 132 2+ 52.82 482.17

135 VREEILAK 142 2+ 34.22 479.23

155 FDSNCITPGTEFMDNLAK 172 2+ 57.69 1030.37

182 LNNDPGWK 189 2+ 40.26 472.14

190 NLTVILSDASAPGEGEHK 207 2+ 67.51 919.36

190 NLTVILSDASAPGEGEHK 207 3+ 65.31 613.26

287 HDELADSLPCAEGEFIFLR 305 3+ 34.32 740.29

316 ELTMASLPFTFDVER 330 2+ 36.35 886.26 Oxidation (M)

374 TGGYLTESGYVNLQR 388 2+ 73.25 829.34

389 VQMIMLAVGEVEDSIFK 405 2+ 39.65 954.85

428 DQPAFTPSGILTPHALGSR 446 2+ 37.22 982.82

428 DQPAFTPSGILTPHALGSR 446 3+ 46.1 655.59

447 NSPGSQVASNPR 458 2+ 56.95 607.2

466 493 3+ 54.81 936.36

466 493 3+ 38.78 941.69 Oxidation (M)

523 NKFDVDAADEK 533 2+ 34.7 626.37

523 NKFDVDAADEKFR 535 3+ 59.89 518.82

523 NKFDVDAADEKFR 535 2+ 48.8 777.79

525 FDVDAADEK 533 2+ 36.86 505.16

525 FDVDAADEKFR 535 2+ 41.2 656.75

538 VVQSYVEGLCWVLR 551 2+ 57.19 854.59

552 YYYQGCASWK 561 2+ 48.82 663.16

660 AALEEVYPDLTPEETR 675 2+ 53.53 916.87

660 AALEEVYPDLTPEETRR 676 3+ 36.65 663.57

677 NSLGGDVLFVGK 688 2+ 55.99 603.26

744 DLTQNTVVSINFKDPQFAEDYIFK 767 3+ 37.86 944.62

744 DLTQNTVVSINFK 756 2+ 55.34 739.83

776 KPAAVLKPSDWEK 788 3+ 38.01 490.22

776 KPAAVLKPSDWEK 788 2+ 36.96 734.83

884 GVGAEPLLPWNR 895 2+ 40.68 654.8

806 RPVHLDQAAFR 816 2+ 46.85 655.28

Apoptosis

Q8N163 K1967_HUMAN Protein KIAA1967 KIAA1967 264 98 AAYNPGQAVPWNAVK 112 2+ 30.76 793.26

113 VQTLSNQPLLK 123 2+ 35.51 620.74

139 QGILGAQPQLIFQPHR 154 2+ 40.8 893.29

310 VLLLSSPGLEELYR 323 2+ 39.43 794.8

353 382 3+ 30.46 1078.47

405 FAEFQYLQPGPPR 417 2+ 48.9 775.24

559 MLLSLPEK 566 2+ 42.77 465.68

748 VVTQNICQYR 757 2+ 32.31 640.75

847 FSATEVTNK 855 2+ 60.16 498.66

856 TLAAEMQELR 865 2+ 37.76 581.25

910 ADSWVEKEEPAPSN 923 2+ 41.62 779.7

mRNA processing&splicing

P98175 RBM10_HUMAN RNA-binding protein 10 RBM10 399 135 MLPQAATEDDIR 146 2+ 48.92 680.26

147 GQLQSHGVQAR 157 2+ 49.37 590.71

172 GFAFVEFSHLQDATR 186 2+ 63 862.75

213 INEDWLCNK 221 2+ 70.21 596.22

253 LDQQTLPLGGR 263 2+ 54.85 599.27

686 ESATADAGYAILEK 699 2+ 79.69 719.79

759 LACLLCR 765 2+ 41.98 453.19

786 QNLEIHR 792 2+ 31.58 455.18

838 YGGISTASVDFEQPTR 853 2+ 49.02 864.25

854 DGLGSDNIGSR 864 2+ 40.92 545.69

865 MLQAMGWK 872 2+ 41.16 482.7

O43143 DHX15_HUMAN DHX15 41 244 EAMNDPLLER 253 2+ 31.92 594.2

254 YGVIILDEAHER 265 2+ 30.9 707.78

hnRNPs

P61978 HNRPK_HUMAN HNRNPK 293 22 RPAEDMEEEQAFKR 35 3+ 38.77 579.14

38 NTDEMVELR 46 2+ 63.93 553.7

70 TDYNASVSVPDSSGPER 86 2+ 46.52 890.81

149 LLIHQSLAGGIIGVK 163 3+ 33.39 507.06

149 LLIHQSLAGGIIGVK 163 2+ 63.07 760.1

172 ENTQTTIK 179 2+ 37.03 467.64

192 VVLIGGKPDR 201 2+ 38.29 527.41

208 IILDLISESPIK 219 2+ 62.59 670.77

306 NLPLPPPPPPR 316 2+ 64.51 671.02

317 GGDLMAYDRR 326 2+ 10.5 577.21

378 GSYGDLGGPIITTQVTIPK 396 2+ 56.98 959.18

423 IDEPLEGSEDR 433 2+ 66.85 630.22

Summary of   the CARF-associated proteins identified by LC-MS/MS analysis. a. Positions of amino- (Start) and carboxyl- (End) termini of the identified peptides within the

amino acid sequence are shown. b. The significance threshold (p = 0.05) and probability-based MOWSE scores obtained from database search by MASCOT are shown.

Scores that exceed their threshold are statistically confident with more than 95% certainty. c. The charge state and observed precursor mass are indicated.

Putative pre-mRNA-splicing

factor ATP-dependent RNA

Gln->pyro-

Glu (N-term

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein K

MQNNSSPSISPNTSFTSDGSPSPL

GGIK
MQNNSSPSISPNTSFTSDGSPSPL

GGIK

KEEEAVLVGGEWSPSLDGLDPQA

DPQVLVR
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Table 2-3 Identification of proteins associated with CARFの続き

Uniprot KB

accession

Uniprot KB Entry

name
protein name

Gene

Symbol

Mascot

Scoreb Start
a

Sequence
a

End
a

Charge

State
c

Mascot

Score
b

Observed

Precursor

mass
c

pep_var_mod

P14866 HNRPL_HUMAN HNRNPL 281 98 TPASPVVHIR 107 2+ 35.11 538.9

179 ISRPGDSDDSR 189 2+ 30.65 602.69

230 NGVQAMVEFDSVQSAQR 246 2+ 45.06 933.34

265 IEYAKPTR 272 2+ 45.86 489.15

278 303 3+ 32.27 963.94

399 VFNVFCLYGNVEK 411 2+ 52.86 794.7

485 FSTPEQAAK 493 2+ 37.07 489.64

542 SSSGLLEWESK 552 2+ 62.43 611.72

569 NPNGPYPYTLK 579 2+ 34.86 632.26

580 LCFSTAQHAS 589 2+ 35.53 561.2

Q00839 HNRPU_HUMAN HNRNPU 232 187 SSGPTSLFAVTVAPPGAR 204 2+ 85.3 857.78

353 DIDIHEVR 360 2+ 30.14 498.71

576 NFILDQTNVSAAAQR 590 2+ 110.78 824.35

P31943 HNRH1_HUMAN HNRNPH1 57 300 ATENDIYNFFSPLNPVR 316 2+ 56.56 999.06

317 VHIEIGPDGR 326 2+ 32.69 546.84

P09651 ROA1_HUMAN HNRNPA1 66 16 LFIGGLSFETTDESLR 31 2+ 51.49 892.83

114 EDTEEHHLR 122 2+ 38.85 583.12

Translation 

P23588 IF4B_HUMAN EIF4B 201 357 AASIFGGAKPVDTAAR 372 3+ 45.28 511.23

357 AASIFGGAKPVDTAAR 372 2+ 36.59 766.28

420 TGSESSQTGTSTTSSR 435 2+ 81.96 787.13

495 SQSSDTEQQSPTSGGGK 511 2+ 31.13 840.72

512 VAPAQPSEEGPGR 524 2+ 51.38 647.91

525 KDENKVDGMNAPK 537 2+ 36.04 723.25

Chaperon

P08107 HS71A_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1 HSPA1A 333 37 TTPSYVAFTDTER 49 2+ 61.41 744.25

57 NQVALNPQNTVFDAK 71 2+ 59.23 829.83

113 AFYPEEISSMVLTK 126 2+ 35.02 807.81

160 DAGVIAGLNVLR 171 2+ 47.53 599.26

172 IINEPTAAAIAYGLDR 187 2+ 54.94 844.35

237 LVNHFVEEFK 246 2+ 34.15 631.26

237 LVNHFVEEFKR 247 3+ 31.18 473.21

237 LVNHFVEEFKR 247 2+ 36.09 709.31

349 LLQDFFNGR 357 2+ 38.88 555.17

525 YKAEDEVQR 533 2+ 30.11 569.11

540 NALESYAFNMK 550 2+ 38.12 644.22

551 SAVEDEGLK 559 2+ 46.68 474.16

P11021 GRP78_HUMAN HSPA5 440 61 ITPSYVAFTPEGER 74 2+ 47.46 784.02

102 TWNDPSVQQDIK 113 2+ 44.73 715.96

124 TKPYIQVDIGGGQTK 138 2+ 52.1 803.06

139 TFAPEEISAMVLTK 152 2+ 34.16 769.03

165 VTHAVVTVPAYFNDAQR 181 3+ 43.39 629.92

186 DAGTIAGLNVMR 197 2+ 62.67 609.25

198 IINEPTAAAIAYGLDKR 214 3+ 60.04 605.93

198 IINEPTAAAIAYGLDK 213 2+ 65.53 830.35

345 VLEDSDLKK 353 2+ 30.66 523.87

448 SQIFSTASDNQPTVTIK 464 2+ 65.93 918.84

465 VYEGERPLTK 474 2+ 33.84 596.24

524 ITITNDQNR 532 2+ 53.23 537.64

563 NELESYAYSLK 573 2+ 32.23 658.69

622 ELEEIVQPIISK 633 2+ 54.79 699.31

P11142 HSP7C_HUMAN HSPA8 296 37 TTPSYVAFTDTER 49 2+ 61.41 744.25

160 DAGTIAGLNVLR 171 2+ 49.28 600.27

172 IINEPTAAAIAYGLDKK 188 3+ 64.96 596.6

172 IINEPTAAAIAYGLDK 187 2+ 65.53 830.35

302 FEELNADLFR 311 2+ 30.93 627.23

329 SQIHDIVLVGGSTR 342 2+ 50.15 741.33

P38646 GRP75_HUMAN HSPA9 151 86 TTPSVVAFTADGER 99 2+ 41.6 725.75

207 DAGQISGLNVLR 218 2+ 64.72 621.69

349 AQFEGIVTDLIR 360 2+ 43.26 681.22

395 VQQTVQDLFGR 405 2+ 49.69 645.76

635 QAASSLQQASLK 646 2+ 48.84 616.43

ribosome biogenesis

P19338 NUCL_HUMAN Nucleolin NCL 63 411 EVFEDAAEIR 420 2+ 43.78 589.67

524 GYAFIEFASFEDAK 537 2+ 36.63 797.81

611 GFGFVDFNSEEDAK 624 2+ 32.46 781.19

P06748 NPM_HUMAN Nucleophosmin NPM1 42 25 ADKDYHFK 32 2+ 35.83 512.13

240 GPSSVEDIK 248 2+ 42.26 466.3

Others

Q9BRS2 RIOK1_HUMAN RIOK1 284 120 INLDKLNVTDSVINK 134 3+ 34.23 562.58

125 LNVTDSVINK 134 2+ 92.46 551.75

156 ATVEQVLDPR 165 2+ 57.19 564.19

177 GIITEINGCISTGK 190 2+ 50.89 732

221 DKYVSGEFR 229 2+ 33.51 550.62

302 ELYLQVIQYMR 312 2+ 41.54 728.3

371 HSVAVMTVR 379 2+ 50.98 500.22

482 VPALLENQVEER 493 2+ 73.58 698.79

Q9Y6Y0 NS1BP_HUMAN IVNS1ABP 61 119 QVCGDYLLSR 128 2+ 41.29 605.74

491 LWTSCAPLNIR 501 2+ 43.18 665.77

Q8NHW5 RLA0L_HUMAN RPLP0P6 54 67 GHLENNPALEK 77 2+ 40.14 611.39

135 TSFFQALGITTK 146 2+ 54.33 657.41

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein L

60S acidic ribosomal protein P0-

like

Influenza virus NS1A-binding

protein

Serine/threonine-protein kinase

RIO1

Stress-70 protein, mitochondrial

Heat shock cognate 71 kDa

protein

78 kDa glucose-regulated

protein

NDQDTWDYTNPNLSGQGDPGSNPN

KR

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein U

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein H

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein A1

Eukaryotic translation initiation

factor 4B
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Table 2-3 Identification of proteins associated with CARFの続き

Uniprot KB

accession

Uniprot KB Entry

name
protein name

Gene

Symbol

Mascot

Scoreb Start
a

Sequence
a

End
a

Charge

State
c

Mascot

Score
b

Observed

Precursor

mass
c

pep_var_mod

Bait

Q9NXV6 CARF_HUMAN CDKN2A-interacting protein CDKN2AIP 1663 1 MAQEVSEYLSQNPR 14 2+ 89.71 826.21

15 VAAWVEALR 23 2+ 53.13 507.67

24 CDGETDKHWR 33 2+ 49.76 652.1

37 DFLLR 41 1+ 32.46 663.46

42 68 2+ 69.73 1216.76

42 68 3+ 46.4 811.61

100 ILSMAEGIK 108 2+ 72.78 481.21

100 ILSMAEGIK 108 2+ 41.39 489.16 Oxidation (M)

109 VTDAPTYTTR 118 2+ 57.96 562.84

129 GISSSNEGVEEPSK 142 2+ 119.43 710.23

129 GISSSNEGVEEPSKK 143 2+ 36.95 774.26

150 NSSAVEQDHAK 160 2+ 32.02 593.15

168 ASAQQENSSTCIGSAIK 184 2+ 75.78 876.27

193 SSGISSQNSSTSDGDR 208 2+ 82.16 792.68

209 SVSSQSSSSVSSQVTTAGSGK 229 3+ 51.85 653.15

209 SVSSQSSSSVSSQVTTAGSGK 229 2+ 108.11 979.29

230 ASEAEAPDK 238 2+ 51.65 459.12

249 SSVNSHMTQSTDSR 262 3+ 86.64 512.81

249 SSVNSHMTQSTDSR 262 2+ 52.95 768.65

249 SSVNSHMTQSTDSR 262 3+ 46.99 518.11 Oxidation (M)

309 PSSETASSGLTSK 321 2+ 107.55 626.22

322 TSSEASVSSSVAK 334 2+ 73.21 620.14

335 NSSSSGTSLLTPK 347 2+ 91.93 639.68

348 SSSSTNTSLLTSK 360 2+ 92.8 656.72

361 STSQVAASLLASK 373 2+ 71.35 631.9

374 SSSQTSGSLVSK 385 2+ 66.76 584.21

386 STSLASVSQLASK 398 2+ 56.21 639.7

399 SSSQTSTSQLPSK 411 2+ 89.36 669.16

434 QKQPFFNR 441 2+ 30.84 532.72

434 QKQPFFNR 441 2+ 44.53 524.22

450 474 3+ 38.27 845.01

475 ATLDVFFVPLK 485 2+ 51 625.32

486 ELADLPQNK 494 2+ 36.72 514.15

495 SSQESIVCELR 505 2+ 72.66 654.24

550 GSEIEDLVLLDEESR 564 2+ 54.13 852.25

550 GSEIEDLVLLDEESRPVNLPPALK 573 3+ 46.87 878.36

Gln->pyro-Glu

(N-term Q)

NAGDLAPAGGAASASTDEAADAESG

TR

NAGDLAPAGGAASASTDEAADAESG

TR

LVAVGGFSPNVNHGELLNAAIEALK
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第 3章 CARFと XRN2 の相互作用 

第 1節 緒言 

 前章においてプロテオーム解析により 19種の CARFの新規相互作用因子を同定した。

その中でも XRN2は 1) リボソーム生合成において働くこと(155, 156, 157, 158)、2) pol II

による pre-mRNA転写の終結を促進すること (178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185)、3) ヒ

ートショック時に tRNAMetを分解し、タンパク質の翻訳を抑制すること (188, 189) が明ら

かになっている。いずれの機能も細胞増殖に影響があることが推測される。一方、p53が

関与する XRN2機能の制御の報告はない。従って、上記の XRN2の機能を CARFが制御

することで、p53を介さずに細胞増殖を調節する可能性が考えられる。本章においてはこ

の 2つのタンパク質の相互作用についてさらなる解析を行うこととした。 

 第 1に、CARFと XRN2 の相互作用を確定するために、CARF発現量の XRN2共沈降量

への影響について調べた。前章において見出された CARFと XRN2 の相互作用が非特異

的な結合の結果ではないならば、CARFの量依存的に共沈降する XRN2 が増加すると推測

された。そこで誘導発現系に添加する薬剤の量を変え、様々な発現量の CARFに対する

XRN2の共沈降量を解析した。 

 第 2に、XRN2相互作用因子群に CARFが存在するか解析した。その際に 2つの方法を

用いて調べた。1つめの方法は HAタグ融合 XRN2 タンパク質 (HA-XRN2) を細胞に一過

的に発現させ、HAタグに対する pull down法により回収した HA-XRN2 相互作用因子群に

CARFが存在するか調べた。2つめの方法として、抗 XRN2抗体を用いて endogenous 

XRN2に対する免疫沈降法を行い、endogenous XRN2相互作用因子群に CARFが含まれる

か調べた。 

 第 3に CARFと XRN2 との相互作用が直接の結合によるものかについて検討した。は

じめに、CARFと XRN2 の結合が RNAを介しているのか調べた。このような検討を行っ

た理由は第 2章の小括で述べたように 2つのタンパク質の性質から相互作用に RNAを介

する可能性が考えられたからである (Fig. 1-3, 155, 156, 157, 158, 178, 179, 180, 181, 182, 
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183, 184, 185)。CARF 相互作用因子群に含まれる RNAを RNase A により分解し、回収さ

れる CARF相互作用因子群に含まれる XRN2 の量に変化があるか調べた。 

次に、CARFと XRN2 が他のタンパク質を介して相互作用しているのかを調べるため、

タンパク質断片コンプリメンテーション法 (190) を基にした CoralHue® monomeric 

Kusabira-Green (mKG) レポーターシステムを用いて解析した。2つのタンパク質が相互作

用した場合は mKG_N と mKG_C が結合することにより mKGが再構築され、緑色の蛍光

を発するので、mKG_N融合 CARF及び mKG_C 融合 XRN2を Flp-In T-REx 293 細胞にト

ランスフェクションし、蛍光の有無を調べた。逆の組み合わせも検討した。 

最後に CARFと XRN2 の欠失変異体をそれぞれ作成し、FLAGタグタンパク質に対する

pull down法により相互作用に必要な領域を特定した。どの領域に相互作用しているのか

知ることで、その相互作用の生理機能を知る知見が得られると考えた。 
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第 2節 実験方法 

 

装置及び器具 

・Program Temp Control System (ASTEC) 

・SOFT INCUBATOR SLI-450ND (EYELA) 

・WATER BATH SHAKER PERSONAL-11 (TAITEC) 

・3UVTM Transilluminator (UVP) 

・LAS-4000 

・Nano Drop (Thermo SCIENTIFIC) 

・Applied Biosystems 3130 ジェネティックアナライザー (Applied Biosystems) 

・CO2インキュベーター (NAPCO) 

・クリーンベンチ (SHOWA SCIENCE) 

・オートピペッター (FALCON) 

・遠心分離機 TOMY LX-120 (TOMY) 

・遠心分離機 KUBOTA 3700 (KUBOTA) 

・遠心分離機 HIMAC (HITACHI) 

・VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries) 

・Mini Disk Rotor BL-710I (BIOCRAFT) 

・MODEL 550 microplate Reader (Bio-Rad) 

・Dry Thermo Unit (TAITEC) 

・ミニゲルスラブ泳動装置 (日本エイドー) 

・パワーサプライ NEP-200/NEP-300 (NICHIRYO) 

・Trans Blot SD (Bio-Rad) 

・Bioruptor (COSMO BIO) 

・蛍光顕微鏡 Carl Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss) 
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試薬及び実験材料 

・Flp-In T-REx 293 細胞 (Invitrogen) 

・TOCARF細胞 (2-2-2) 

・FLAG-Fibrillarin/ Flp-In T-REx 293 細胞 (本研究室泉川博士より供与) 

・KOD plus DNA polymerase (TOYOBO) 

・Agarose LO2 (TaKaRa) 

・λDNA (TaKaRa) 

・Ethidium bromide (WAKO) 

・制限酵素 (TaKaRa) 

・QIAEX®II Gel Extraction Kit (QIAGEN) 

・T4 DNA Ligase (TaKaRa) 

・コンピテントセル DH5α: F-, φ80dlacZ∆M15, ∆ (lacZYA - argF) U169, deoR, recA1, endA1, 

hsdR17 (rk
-mk

+), phoA, supE44, λ-thi-1, gyrA96, relA1 

・BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

・Bacto Yeast Extract (DIFCO) 

・Bacto Tryptone (DIFCO) 

・DMEM (SIGMA D0422) 

・FBS (JRH) 

・Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

・Penicillin G (SIGMA) 

・Streptomycin Sulfate (WAKO) 

・DMSO (WAKO) 

・Tris (WAKO) 

・Acetic Acid (WAKO) 
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・EDTA·2Na (DOJINDO) 

・フェノール (WAKO) 

・クロロホルム (WAKO) 

・イソアミルアルコール(WAKO) 

・8-Quinolinol (WAKO) 

・Sodium Acetate trihydrous (WAKO) 

・Ethanol (WAKO) 

・NaCl (WAKO) 

・KCl (WAKO) 

・MgSO4 (WAKO) 

・MgCl2 (WAKO) 

・Ampicillin·2Na (SIGMA) 

・PIPES (DOJINDO) 

・CaCl2·2H2O (WAKO) 

・KOH (WAKO) 

・MnCl2·2H2O (WAKO) 

・D (+)·Glucose (WAKO) 

・NaOH (WAKO) 

・SDS (Nacalai tesque) 

・PEG8000 (WAKO) 

・Genopure Maxi Prep Kit (Roche) 

・Na2HPO4 (WAKO) 

・KH2PO4 (WAKO) 

・HEPES (DOJINDO) 

・PMSF (WAKO) 
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・IGEPAL CA·630 (SIGMA) 

・Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) 

・Anti-FLAG M2 Agarose affinity gel (SIGMA) 

・FLAG peptide (SIGMA) 

・Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE healthcare bioscience) 

・2-mercaptoethanol (WAKO) 

・XL-ladder プレステイン分子量マーカーBroad Range (APRO) 

・分子量マーカーBroad Range (Bio-Rad) 

・N, N’ -Methylenebisacrylamide (WAKO) 

・TEMED (WAKO) 

・APS (WAKO) 

・Glycine (WAKO) 

・BPB (WAKO) 

・Formaldehyde (WAKO) 

・Methanol (WAKO) 

・Triton X-100 (WAKO) 

・Skim Milk (WAKO) 

・NBT/BCIP stock solution (Roche) 

・RNase A (SIGMA) 

・VectaShield mounting Medium (Vector Laboratories) 

・VectaShield mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories) 

・90 mm カルチャーディッシュ (NUNC) 

・35 mm カルチャーディッシュ (FALCON) 

・12ウェルカルチャープレート (NUNC) 

・24ウェルカルチャープレート (NUNC) 
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・96ウェルカルチャープレート (NUNC) 

・8ウェルカルチャースライド (BECKMAN) 

・カバーガラス 24 mm×24 mm (MATSUNAMI) 

・Burker-Turk血球計算盤 (HIRSCHMANN EM TECHCOLOR) 

・セルスクレーパー (NUNC) 

・Ultrafree-MC 0.22 μm (MILLIPORE) 

・PVDF膜 ImmobilonTM-P (MILLIPORE) 

・3 MM (WHATMAN) 

・50 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 

・15 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 

・1.5 ml チューブ (WATSON) 

 

発現プラスミドベクター 

・pOG44 (Invitrogen) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (wt) 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N1) (1-680aa) 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N2) (1-501aa) 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (C) (152-950aa) 

・pcDNA5/FRT/FLAG 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (wt) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (N1) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (N2) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (C1) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (C2) (本研究室、石川英明博士より供与) 
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・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (NC) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pGEX4T2/FLAG-CARF (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pCONT-1 (MBL) 

・pCONT-2 (MBL) 

・phmKGN-MC (MBL) 

・phmKGC-MC (MBL) 

・phmKGN-MC-XRN2 

・phmKGC-MC-FLAG-CARF 

・phmKGN-MC-FLAG-CARF 

・phmKGC-MC-XRN2 

 

抗体使用時の希釈倍率 (IB, イムノブロット; IF, 蛍光抗体法; IP, 免疫沈降法) 

・Mouse monoclonal anti-FLAG M2 antibody (SIGMA; 1: 10,000 for IB, 1:600 for IF) 

・Mouse monoclonal anti-GAPDH antibody (Ambion; 1: 10,000 for IB) 

・rabbit polyclonal anti-XRN2 (Bethyl Laboratories, Inc.; A301-103A; 1:5,000 for IB, 1 μg for 

immunoprecipitation [IP], and 1:50 for immunofluorescence [IF]) 

・Mouse monoclonal anti-HA antibody (clone HA-7) (SIGMA; 1: 10,000 for IB, 1 μg for 

immunoprecipitation [IP]) 

・Mouse monoclonal anti-β-tubulin antibody (SAP4G5) (SIGMA; 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-RPS7 antibody (3G4) (Abnova, Taipei City, Taiwan) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000) 

・Cy3-conjugated anti-mouse IgG antibody (SIGMA; 1: 200 for IF) 

・FITC-conjugated anti-rabbit IgG antibody (American Qualex; 1: 200 for IF) 
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操作手順 

3-2-1細胞の培養 

2-2-1に記載した方法に従って行った。 

 

3-2-2 イムノブロット 

 「2-16 イムノブロット」に記載した。 

 

3-2-3 FLAGタグタンパク質融合ヒト CARF恒常発現細胞株の作製 

FLAGタグタンパク質融合ヒトCARF恒常発現プラスミドベクターを用いて2-2-2の方法

でFLAGタグタンパク質融合ヒトCARF恒常発現細胞株を作製した。得られた細胞株を

CARF細胞と名付けた。 

 

3-2-4発現プラスミドベクターの作製 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N1) (1-680aa) 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N2) (1-501aa) 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (C) (152-950aa) 

・pcDNA5/FRT/FLAG 

・phmKGN-MC-FLAG-CARF 

・phmKGC-MC-FLAG-CARF 

・phmKGN-MC-XRN2 

・phmKGC-MC-XRN2 

上記に示す発現プラスミドベクターを構築した。発現プラスミドベクターの構築の概略

をはじめに記し、詳細な実験操作については 2-2-9の終わりに実験操作ごとに記載した。 

・pcDNA5/FRT/FLAG (N 末端側に付加)の構築 

5’-AGCTTGCCACCATGGACTACAAGGACGACGACGACAAGGGTACC-3’ 



 

97 

5’-CCTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCCATGGTGGCA-3’ 

 上記の DNA Oligo をアニーリングさせ FLAG タグタンパク質をコードした DNAの両端

に HindIII/KpnIにより切断された形を持つ DNA断片を得た。2-2-9 に従い、pcDNA5/FRT

の HindIIIと KpnIサイトに前述のアニーリングさせた DNAを挿入した。 

 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N1) (1-680aa)の構築 

pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (wt)をテンプレートとして下記のプライマーセットと KODplus 

DNA polymeraseを用いて PCR により増幅した。 

5′-GCATAGGATCCGAGCTCATGGGAGTCC-3′ 

5′-CCCCGCTCGAGTTATCCAAGGCTGTTTC-3′ 

増幅した DNA断片を 2-2-9に従って、制限酵素 BamHI及び XhoI処理して

pcDNA3.1(+)/HAの BamHI/XhoIサイトに挿入した。 

 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N2) (1-501aa)の構築 

前項で作製した pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N1) (1-680aa)をテンプレートとして下記のプラ

イマーセットと KODplus DNA polymerase を用いて PCR により増幅した。 

5′-GCATAGGATCCGAGCTCATGGGAGTCC-3′ 

5′-CGGCGCTCGAGTTAACTGTCACTGTCTT-3′ 

増幅した DNA断片を 2-2-9に従って、制限酵素 BamHI及び XhoI処理し、

pcDNA3.1(+)/HAの BamHI/XhoIサイトに挿入した。 

 

・pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (C) (152-950aa) の構築 

pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (wt)をテンプレートとして下記のプライマーセットと KODplus 

DNA polymeraseを用いて PCR により増幅した。 

5′-GACCCGGATCCGAGCTCAAAGAAAGATTTG-3 



 

98 

5′-GCGGCCCTCGAGTTAATTCCAATTGTATCTTCCTGAGGGT-3′ 

増幅した DNA断片を 2-2-9に従って、制限酵素 BamHI及び XhoI処理し、

pcDNA3.1(+)/HAの BamHI/XhoIサイトに挿入した。 

 

・phmKGN-MC-FLAG-CARFの構築 

2-2-9に従って、制限酵素 BamHIと EcoRIを用いて pGEX4T2/FLAG-CARFから切り出

した FLAG-CARFを phmKGN-MC の BamHI/EcoRIサイトに挿入した。抗生物質は

Kanamycin を使用した。 

 

・phmKGC-MC-FLAG-CARFの構築 

2-2-9に従って、制限酵素 BamHIと EcoRIを用いて pGEX4T2/FLAG-CARFから切り出

した FLAG-CARFを phmKGC-MC の BamHI/EcoRIサイトに挿入した。抗生物質は

Kanamycin を使用した。 

 

・phmKGN-MC-XRN2 の構築 

2-2-9に従って、制限酵素 BamHIと XhoIを用いて pcDNA3.1(+)/HA-XRN2から切り出し

た XRN2を phmKGN-MC の BamHI/XhoIサイトに挿入した。抗生物質は Kanamycin を使

用した。 

 

・phmKGC-MC-XRN2の構築 

2-2-9に従って、制限酵素 BamHIと XhoIを用いて pcDNA3.1(+)/HA-XRN2から切り出し

た XRN2を phmKGC-MC の BamHI/XhoIサイトに挿入した。抗生物質は Kanamycin を使用

した。 

 

 



 

99 

3-2-5 CARF相互作用因子群の分離 

2-2-4に記載した方法と同様に行った。ただし、添加する doxycycline 濃度を 0, 0.1, 10 

ng/ml 条件下で行った。それぞれの条件下培養細胞は 90 mm カルチャーディッシュ 2枚を

用いた。コントロールとして Flp-In T-REx 293 細胞も同時に培養し実験に用いた。PBS で

洗浄後細胞を buffer A に溶解する前に Burker-Turk血球計算盤を用いて細胞数を測定し、

6.0 x 106 cells 相当の細胞抽出液を用いて pull down 法を行った。 

 

3-2-6 HA-XRN2相互作用因子群の分離 

2-2-10に記載した方法に従い、TOCARF細胞に 100 ng/ml doxycycline 添加し CARFの発

現を誘導した細胞を用いて HA-XRN2発現プラスミドベクター pcDNA3.1(+)/HA-XRN2の

トランスフェクションを行った。doxycycline 添加条件でトータル 48 時間培養し、CARF

の発現を誘導した。コントロールとして doxycycline 非添加条件下 pcDNA3.1(+)/HA-XRN2

をトランスフェクションした細胞、doxycycline 添加条件下 XRN2 を含まない pcDNA3.1 

(+)をトランスフェクションした細胞を用いた。細胞密度 80 %に培養した 90-mm カルチ

ャーディッシュ 2枚を PBS で洗浄後回収し、Burker-Turk血球計算盤を用いて細胞数を数

えた。細胞 (1.0 x 107 cells) を buffer Aに懸濁後、氷上で 30 分間インキュベートし溶解し

た。その細胞溶解物を 22,180 g、4 C 条件で 30 分間遠心分離後、上清を回収し細胞抽出

液を得た。anti-HA antibody 1 μgと Protein G Sepharose 4 Fast Flow: 15 μl を混ぜ、細胞抽出

液を添加し、天地返し条件で攪拌しながら、4 C、3時間 30分インキュベートした。その

beads を buffer A で 5 回洗浄し、非特異的に結合したタンパク質を取り除いた。洗浄後の

beads に SDS sample buffer 50 μl を添加し、以後の解析に用いた。得られたサンプルを

HA-XRN2相互作用因子群とした。  

 

3-2-7 endogenous XRN2 相互作用因子群の分離 

細胞密度 80 %に培養した CARF細胞 90-mm カルチャーディッシュ 4枚を PBS で洗浄
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後回収し、buffer A 2 ml に懸濁後、氷上で 30 分間インキュベートし溶解した。その細胞

溶解物を 22,180 g、4 C 条件で 30分間遠心分離後、上清を回収し細胞抽出液を得た。得

られた細胞抽出液を用いて、希釈したサンプルと同じ濃度の detergent 存在下で検量線を

作成し、タンパク質定量を行い、細胞抽出液 6 mgに抗 XRN2抗体 1 μgを添加し、天地

返し条件で攪拌しながら、4 C、1晩インキュベートした。その後、Protein G Sepharose 4 

Fast Flow 30 μl を添加し、天地返し条件で攪拌しながら、4 C、1時間インキュベートし

た。その beads を buffer A を用いて 10回洗浄し、非特異的に結合したタンパク質を取り

除いた。洗浄後の beads に 2 x SDS sample buffer 20 μl を添加し、以後の解析に用いた。得

られたサンプルを endogenous XRN2相互作用因子群とした。コントロールとして 抗

XRN2抗体を非添加で同様の実験を行った。 

 

3-2-8 CARF変異体を用いた CARF相互作用因子群の分離 

2-2-10に記載した方法に従い、Flp-In T-REx 293 細胞に FLAG-CARF変異体発現プラス

ミドベクター pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (wt)、pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-

FLAG (N1)、pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (N2)、pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG 

(C1)、pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (C2)、pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (NC) 

のトランスフェクションを行った。コントロールとして FLAGタグタンパク質発現プラス

ミドベクターpcDNA5/FRT/FLAG をトランスフェクションした。トランスフェクション 48

時間後細胞密度 80 %に培養した 90-mm カルチャーディッシ各 2枚を PBS で洗浄後回収

した。それらの細胞を buffer A 1 ml に懸濁後、氷上で 30 分間インキュベートし溶解し

た。その細胞溶解物を 22,180 g、4 C 条件で 30 分間遠心分離後、上清を回収し細胞抽出

液を得た。得られた細胞抽出液を用いて希釈後、同じ濃度の detergent 存在下で検量線を

作製し、タンパク質定量を行った。細胞抽出液 2.4 mgに anti-FLAG M2 agarose beads 10 μl

を添加し、天地返し条件で攪拌しながら、4 C、1時間 30分インキュベートした。その

anti-FLAG M2 agarose beads を用いて 5回洗浄後、buffer Bで 1回洗浄し、非特異的に結合
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したタンパク質を取り除いた。洗浄後の anti-FLAG M2 agarose beads に 0.5 mg/ml FLAG 

peptide 20 μl を添加し、氷上で 30分間インキュベートすることにより CARF相互作用因子

群を溶出した。この溶出を 2回繰り返し、得られた溶出液を 1つにまとめ CARF変異体相

互作用因子群とした。  

 

3-2-9 XRN2変異体発現細胞を用いた CARF相互作用因子群の回収 

 2-2-10に記載した方法に従い、10 ng/ml 濃度の doxycyclineにより 24時間 FLAG-CARF

の発現誘導を行った TOCARF細胞に HA-XRN2 変異体発現プラスミドベクター 

pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (wt)、pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (N1) (1-680aa)、pcDNA3.1(+)/HA-

XRN2 (N2) (1-501aa)、pcDNA3.1(+)/HA-XRN2 (C) (152-950aa) のトランスフェクションを

行った。コントロールとして XRN2を導入していない pcDNA3.1をトランスフェクション

した。トランスフェクション 24時間後 90-mm カルチャーディッシュ各 2枚に継代し、10 

ng/ml 濃度の doxycycline により FLAG-CARFの発現誘導を行った。トランスフェクション

48時間後 80 % 密度の細胞 90-mm カルチャーディッシュ各 2枚を PBS で洗浄後回収し

た。それらの細胞を buffer A 1 ml に懸濁後、氷上で 30 分間インキュベートし溶解した。

その細胞溶解物を 22,180 g、4 C 条件で 30 分間遠心分離後、上清を回収し細胞抽出液を

得た。得られた細胞抽出液を用いて希釈後、同じ濃度の detergent 存在下で検量線を作製

し、タンパク質定量を行った。細胞抽出液 1.5 mgに anti-FLAG M2 agarose beads 30 μl を添

加し、天地返し条件で攪拌しながら、4 C、1 時間 30分インキュベートした。その anti-

FLAG M2 agarose beads を用いて 5回洗浄後、buffer B を用いて 1 回洗浄して、非特異的

に結合したタンパク質を取り除いた。洗浄後の anti-FLAG M2 agarose beads に 0.5 mg/ml 

FLAG peptide 30 μl を添加し、氷上で 30分間インキュベートすることにより CARF相互作

用因子群を溶出した。この溶出を 2回繰り返し、得られた溶出液を 1つにまとめ XRN2変

異体発現細胞を用いた CARF相互作用因子群とした。  
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3-2-10 CARF相互作用因子群への RNaseA 処理 

細胞密度 80 %の CARF細胞 90-mm カルチャーディッシュ 4枚を PBS で洗浄後回収し

た。ネガティブコントロールとして Flp-In T-REx 293 細胞も同時に回収した。Fibrillarin 

が RPS7 と RNAを介して相互作用している (137) ので RNase A 処理が有効に機能してい

るコントロールとして FLAG-Fibrillarin/ Flp-In T-REx 293 細胞も同時に回収した。それら

の細胞を buffer A 2ml に懸濁後、氷上で 30 分間インキュベートし溶解した。その細胞溶

解物を 22,180 g、4 C 条件で 30分間遠心分離後、上清を回収し細胞抽出液を得た。得ら

れた細胞抽出液を用いて希釈後、同じ濃度の detergent 存在下で検量線を作製し、タンパ

ク質定量を行った。細胞抽出液 8 mgに anti-FLAG M2 agarose beads 30 μl を添加し、天地

返し条件で攪拌しながら、4 C、4時間インキュベートした。その anti-FLAG M2 agarose 

beads を buffer Aを用いて 5回洗浄し、非特異的に結合したタンパク質を取り除いた。そ

の beads に buffer Bを添加して 2つに分けた。1,000 g、4 C 条件で 30秒間遠心分離後、

上清を取り除いた。得られた CARF相互作用因子群に 1 ng/μl RNase A を含む buffer Bを

50 μl を添加し、37℃で 1分おきにタッピングにより攪拌しながら 10 分間インキュベート

後、さらに氷上で 30分間インキュベートし、RNase Aを反応させた。コントロールとし

て、2つに分けた残りに RNase Aを含まない buffer Bを 50 μl を添加し同様に反応を行っ

た。RNase反応後、buffer A を用いて 3回洗浄し、RNAを介して CARFに結合していたタ

ンパク質を取り除いた。洗浄後の anti-FLAG M2 agarose beads に 0.5 mg/ml FLAG peptide 

20 μl を添加し、氷上で 30分間インキュベートすることにより CARF相互作用因子群を溶

出した。この溶出を 2回繰り返し、得られた溶出液を 1つにまとめ RNase A処理 CARF

相互作用因子群とした。  

 

3-2-11 mKGレポーターシステムによる CARF-XRN2相互作用の検討 

2-2-3に記載した方法と同様にコラーゲンコート 8穴カルチャースライドを作成した。

PBS を用いて洗浄後、Flp-In T-REx 293細胞をコラーゲンコート 8穴カルチャースライド
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に培養した。Lipofectamine 2000 1.5 μl と Opti-MEMI 30 μl、mKGレポータープラスミド: 1) 

ネガティブコントロールとして plasmid 無し、2) phmKGN-MC-XRN2 及び phmKGC-MC-

FLAG-CARF、3) phmKGC-MC-XRN2及び phmKGN-MC- FLAG-CARF、4) ポジティブコ

ントロールとして相互作用が報告されている p65、p50を mKGN、mKGC に組み込んだ

pCONT-1及び pCONT-2、各プラスミド 756 ngと Opti-MEMI 30 μl を混合し、室温で 5 分

間インキュベート後、１つにまとめ混合した。さらに 20 分間インキュベート後、コラー

ゲンコート 8穴カルチャースライドに細胞密度 50 %になるように培養した Flp-In T-REx 

293細胞に添加しトランスフェクションを行った。6時間後に新しい培地に交換し、トラ

ンスフェクション 48時間後に 2-2-4に記載した方法で固定を行った。mKGを検出した細

胞はスキムミルクによりブロッキング後 PBST で洗浄し、VECTASHIELD Mounting 

Medium with DAPIを用いて標本にした。トランスフェクション効率を調べるため 1次抗

体として抗 FLAG抗体及び抗 XRN2抗体、2次抗体として Cy3 標識抗マウス抗体、FITC

標識抗ラビット抗体を用いて免疫染色を行った。Axiovert 200 M microscope により蛍光画

像を取得した。 

 

3-2-12 mKGレポーターシステムにおけるトランスフェクション効率の算出 

mKGレポーターシステムにおいて蛍光顕微鏡下で観察された細胞を数え、FLAG-

CARF–positive cells/DAPI-positive cells によりトランスフェクション効率を算出した。同様

に mKG fluorescence–positive cells/DAPI-positive cells から mKG fluorescence–positiveの割合

を算出した。 
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第 3節 結果 

3-3-1 CARF発現量による XRN2共沈降量への影響 

前章で見出した CARFと XRN2の相互作用をさらに解析するために CARF発現量によ

る XRN2共沈降量への影響を調べた。CARFと XRN2が相互作用するならば、CARFの量

依存的に共沈降する XRN2 が増加すると考えられる。前章 2-3-1で作製した TOCARF細

胞を用いて doxycycline の量を変え、発現誘導される CARFの量を変化させた。それらの

細胞から得た FLAG-CARF相互作用因子群について、イムノブロットにより CARF及び

XRN2の量を解析した。前章 Fig. 2-7で示したように doxycycline 非添加条件でも pull 

downで濃縮することにより極微量の FLAG-CARFが検出されるので、今回はネガティブ

コントロールとして Flp-In T-REx 293 細胞を用いた実験を同時に行った。その結果、

FLAG-CARFの量依存的に CARF相互作用因子群に含まれる XRN2の量も増加した (Fig. 

3-1) 。この結果から、細胞内で CARFと XRN2 が相互作用することが示唆された。 

  

3-3-2 XRN2相互作用因子群における CARFの検出 

 XRN2相互作用因子群に CARFが含まれるか調べた。まず、はじめに HA-XRN2を細胞

に一過的に過剰発現させ、HAタグに対する pull down法により得られた HA-XRN2相互作

用因子群をイムノブロットにより解析した。ネガティブコントロールとして doxycycline

添加条件で XRN2発現プラスミドベクターの代わりに pcDNA3.1(+)をトランスフェクショ

ンした細胞を用いて実験を行った。その結果、HA-XRN2を過剰発現させた細胞から回収

した HA-XRN2相互作用因子群においてのみ CARFが観察された (Fig. 3-2)。このことか

ら、HA-XRN2相互作用因子群に CARFが含まれることが明らかになった。 

次に、CARF恒常発現細胞である CARF細胞 を用いて抗 XRN2抗体による免疫沈降を

行い、得られた XRN2 相互作用因子群をイムノブロットにより解析した。FLAG-CARFが

Protein G Sepharoseに非特異的に結合するか調べるコントロールとして XRN2抗体非添加

条件で実験を行った。その結果、抗 XRN2抗体を加えた免疫沈降物においてのみ CARF
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が観察された (Fig. 3-3)。このことから、endogenous XRN2 相互作用因子群に CARFが含

まれることが示された。つまり、CARF相互作用因子群の解析に加えて、XRN2相互作用

因子群の解析からも CARFと XRN2の相互作用が示された。 

  

3-3-3 CARFと XRN2 の直接相互作用の証明 

 CARFと XRN2が直接相互作用であるか間接相互作用であるか調べた。はじめに、第 2

章の小括で述べたように 2つのタンパク質の性質から相互作用に RNAを介する可能性が

考えられたことから、その可能性について調べた。FLAG-CARF恒常発現細胞を用いて

FLAGタグタンパク質に対する pull down法により FLAG-CARF相互作用因子群を回収し

た。得られた FLAG-CARF相互作用因子群に RNase A処理した。RNase A 処理後の

FLAG-CARF相互作用因子群をイムノブロットにより解析し、CARFと XRN2の相互作用

に RNAが必要か検討した。Fibrillarin が RPS7 と RNAを介して相互作用している (137) 

ことから、RNase A反応のポジティブコントロールとして FLAG-Fibrillarin 恒常発現細胞

FLAG-Fibrillarin/ Flp-In T-REx 293 細胞を用いた解析も同様に行った。同時にネガティブコ

ントロールとして Flp-In T-REx 293 細胞を用いた解析も同様に行った。その結果、RNase 

A処理した CARF相互作用因子群においても XRN2が観察された (Fig. 3-4)。この実験か

ら CARF-XRN2間の相互作用は RNAを介さないことが示唆された。一方、Fibrillarinと

RPS7 の相互作用は RNase A 処理により消失していることから、本実験での RNase A反応

により RNAが分解されたことを確認した。 

次に、CARFと XRN2 の相互作用に他の因子を介するのかタンパク質断片コンプリメン

テーション法 (190) を基にしたタンパク質間相互作用を検出する mKG レポーターシステ

ムを用いて調べた。レポータータンパク質として mKG (GenBank No. AB359194) を使用し

た。mKGタンパク質は最大励起波長: 494 nm、最大蛍光波長: 507 nm の蛍光タンパク質で

ある (191)。mKGレポーターシステムにおいては mKGタンパク質を 2つの領域に分け、

N末端側の 168アミノ酸からなる mKG_Nと C 末端側の 51アミノ酸からなる mKG_C を
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用いた (191)。この 2 つのタンパク質の C 末端側に 24アミノ酸からなるリンカー配列を

挟んで相互作用を調べたいタンパク質を融合させた。2つのタンパク質が相互作用した場

合は mKG_Nと mKG_C が結合することにより mKGが再構築され、緑色蛍光が観察され

る (191, Fig. 3-5)。このことを利用して、以下に示す組み合わせでトランスフェクション

し、一過的に過剰発現させた。目的タンパク質の遺伝子配列を融合したプラスミドの組み

合わせは、a) mKG_N の C 末端に XRN2を融合したプラスミド: phmKGN-MC-XRN2及び 

mKG_C の C 末端に CARFを融合したプラスミド: phmKGC-MC-FLAG-CARF、b) mKG_N

の C 末端に CARFを融合したプラスミド: phmKGN-MC- FLAG-CARF及び mKG_C の C 末

端に XRN2を融合したプラスミド: phmKGC-MC-XRN2である。同時に、ネガティブコン

トロールとして plasmid 無し、ポジティブコントロールとして相互作用が報告されている

p65、p50を mKG N、mKG C に組み込んだ pCONT-1及び pCONT-2 を用いた。その結

果、b) の組み合わせのときに緑色蛍光が観察された (Fig. 3-6)。このことは、XRN2と

CARFが直接結合し、mKG タンパク質が再構築されたことを示唆している。一方、a) の

組み合わせでは、mKG 再構築が起こらず、緑色蛍光は観察されなかった (Fig. 3-6)。ネガ

ティブコントロールでは緑色蛍光は観察されず、ポジティブコントロールとして pCONT-

1及び pCONT-2を用いたときは緑色蛍光が観察された (Fig. 3-6)。トランスフェクション

効率を調べるため FLAG-CARF、XRN2に対する免疫染色を行った。FLAG-CARFポジテ

ィブ細胞数を数え、DAPI染色ポジティブ細胞数で割った。その結果、トランスフェクシ

ョン効率は 30.9 %であった (Fig. 3-7)。同様に、mKGポジティブ細胞数を数え、DAPI染

色ポジティブ細胞数で割った。その結果、ポジティブコントロールである pCONT-

1/pCONT-2細胞の DAPI染色ポジティブ細胞に対する mKG蛍光ポジティブ細胞の割合は

35.0%、phmKGC-MC-XRN2/phmKGN-MC- FLAG-CARF細胞の DAPI染色ポジティブ細胞

に対する mKG蛍光ポジティブ細胞の割合は 33.5%であった (Fig. 3-7, 3-8)。このことか

ら、細胞に発現プラスミドベクターがトランスフェクションされ目的タンパク質が発現し

た細胞においてタンパク質間相互作用及び mKGタンパク質の再構築が検出されたと考え
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られた。mKGレポーターシステムは実際の細胞内の相互作用を可視化できるので、CARF

と XRN2が細胞内で相互作用することが明らかになった。mKGの緑色蛍光が観察された

細胞内局在は核であった (Fig. 3-6)。核でも核小体が抜けた蛍光画像であった (Fig. 3-6) 

ので、CARFと XRN2は核質で相互作用することが示唆された。 

 

3-3-4 CARFの XRN2 相互作用領域の決定 

 CARFタンパク質中の XRN2相互作用領域の特定を試みた。前章で述べたように CARF

は機能ドメインとして dsRNA-binding domain とセリンリッチ領域を有する (Fig. 3-9)。

CARF中の XRN2相互作用領域を特定することで、その機能解析につながる情報が得られ

ると考え、CARFの欠失変異体を用いた pull down 法により検証を行った。具体的には、C

末端側の dsRNA-binding domainを含む領域を欠失した変異体 N1、さらに N末端側のセリ

ンリッチ領域までを欠失させた変異体 N2、セリンリッチ領域より N 末端領域のみを欠失

した変異体 C1、セリンリッチ領域を含む N末端領域を欠失した変異体 C2、セリンリッチ

領域のみの変異体 NC を用いた (Fig. 3-9)。構築した各種 FLAG-CARF変異体発現プラス

ミドをトランスフェクションし、各 FLAG-CARF変異体を発現させ、FLAGタグ抗体を用

いた pull down法により得られた FLAG-CARF変異体相互作用因子群をイムノブロットに

より解析し、CARF変異体と XRN2の相互作用領域を調べた。コントロールとして FLAG

タグ配列のみの発現プラスミドベクターpcDNA5/FRT/FLAG をトランスフェクションし

た。その結果、全長の CARFと dsRNA-binding domain を含む C 末端領域を欠失した変異

体 N1では XRN2との強い相互作用が検出された。dsRNA-binding domain に加えセリンリ

ッチ領域を含む C 末端領域を欠失した変異体 N2では XRN2と弱い相互作用が検出され、

N末端領域を欠失した変異体 C1及び C2では XRN2と相互作用が全く検出されなかっ

た。また、セリンリッチ領域のみの変異体 NC はタンパク質の発現が確認できなかった 

(Fig. 3-10)。これらの結果から、XRN2は CARFの N末端領域: 1-175 aaを介して相互作用

することが明らかになった。 
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3-3-5 XRN2の CARF 相互作用領域の決定 

XRN2タンパク質において CARFと相互作用する領域について検証した。XRN2は 2つ

の特徴的なドメイン: 5’-3’ exonuclease N-terminus domain と Zinc finger domain を有する 

(Fig. 3-11)。XRN2のどの領域に CARFが相互作用しているのか知ることにより、その機

能解析につながる情報が得られると考えた。XRN2 欠失変異体を過剰発現させた細胞を用

いた pull down法により検証を行った。具体的には、5’-3’ exonuclease N-terminus domain の

途中まで N末端領域 151 アミノ酸欠失した XRN2 変異体 C、C 末端領域を 270アミノ酸

欠失した XRN2変異体 xN1と C 末端領域を 449 アミノ酸欠失した XRN2 変異体 xN2の 3

種類を用いた (Fig. 3-11)。それぞれの変異体は酵母 S. pombe及び S. cerevisiae の XRN2の

オーソログである Rat1 の立体構造 (192) を参考に推察される α-ヘリックスや β シートな

どの立体構造を壊さないように構築した。HA-XRN2各種欠失変異体発現プラスミドを

doxycyclineにより FLAG-CARFの発現を誘導した TOCARF細胞にトランスフェクション

し、各 HA-XRN2変異体を発現させ、FLAG タグに対する pull down 法により得られた

FLAG-CARF相互作用因子群をイムノブロットにより解析し、CARFと XRN2変異体の相

互作用領域を調べた。コントロールとして XRN2 を含まない pcDNA5/FRT をトランスフ

ェクションした。その結果、C 末端領域の 270 アミノ酸を欠失した XRN2変異体 xN1で

は全長の XRN2と比較して共沈する量は少ないが、CARFとの相互作用が検出された。一

方 N末端領域を欠失した XRN2変異体 C、C 末端領域の 449アミノ酸を欠失した XRN2

変異体 xN2では、CARFと相互作用が全く検出されなかった (Fig. 3-12)。これらの結果か

ら、CARFは XRN2の 1-680 aaを介して相互作用することが明らかになった。さらに、

CARFと XRN2の相互作用には XRN2の 1-151 aa及び 501-680 aaの 2領域が必要であっ

た。 
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第 4節 小括 

本章では、前章でプロテオーム解析により同定された XRN2と CARFの相互作用につ

いてより詳細に解析した。CARF量依存的に XRN2の共沈降量が変化した (Fig. 3-1) 。こ

の結果から、CARFと XRN2が相互作用することが示唆された。更に、CARFの増加に合

わせて XRN2の共沈降量が増加したということは、細胞内では CARFに対して XRN2が

過剰に存在していることも示唆していた。 

exogenous XRN2 相互作用因子群及び endogenous XRN2 相互作用因子群について CARF

が含まれていた (Fig. 3-2, 3-3) 。これらの結果から、CARFと XRN2 が相互作用する可能

性が相互作用因子双方向から示された。endogenous XRN2 相互作用因子群においても

CARFが含まれていたので、生体内で CARFと XRN2は相互作用すると考えられる。 

第 2章第 4節小括で述べたように 2つのタンパク質の性質から相互作用に RNAを介す

る可能性が考えられた。XRN2が基質とする RNAの種類は pol IIによる RNA転写の終結

を促進する (178, 179, 180, 181, 182, 183)ことから pre-mRNAs、ITS1 の E site切断後の成熟

及び 5’ETS 領域のエンドヌクレアーゼによる切断後に生成される 5’-01、ITS1 領域のエン

ドヌクレアーゼによる切断後に生成される E-2の分解に働くことから pre-rRNAs (155, 156, 

157)、5’ETS 領域にある 01 site (A’ site) の切断に働く (155, 157, 158) ことから snoRNAs、

ヒートショック時に tRNAMetを分解し、タンパク質の翻訳を抑制する (188, 189) ことから

tRNAである。前章において CARF相互作用因子群として同定したタンパク質群の中にリ

ボソーム生合成に関与するタンパク質が 2種 (Nucleolin、NPM)、pre-mRNA splicingに関

与するタンパク質が 7種 (ATP-dependent RNA helicase DHX15、hnRNP A1、hnRNP H、

hnRNP K、hnRNP L、hnRNP U、RNA-binding protein 10) 含まれていたことからも、RNA 

(pre-mRNAs、pre-rRNAs、snoRNAs)-CARF-XRN2 複合体を形成する可能性が考えられた。

CARF相互作用因子群に RNase Aを反応させ RNA分解による XRN2 との相互作用への影

響を調べた。その結果、RNase Aによる RNA 分解の影響は見られず (Fig. 3-4)、CARFと

XRN2は RNAを介さず相互作用することが示唆された。このことから、XRN2と CARF
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の相互作用は直接相互作用か、もしくは他のタンパク質を介した間接相互作用である可能

性が考えられる。 

タンパク質間相互作用を検出する mKGレポーターシステムを用いて細胞内、特に核質

で CARFと XRN2の相互作用を観察した (Fig. 3-6)。このことから、CARFと XRN2は核

質で相互作用し、何かの生理機能を果たすと推論された。mKGの再構築は非常に近い距

離でないと起こらないので、mKG再構築が起こった場合、タンパク質間に他のタンパク

質が存在する可能性は低い。CARFと XRN2に融合するレポータータンパク質 mKG_Nと

mKG_C の組み合わせを変えると mKGタンパク質 (219 aa) と比較して XRN2 (950aa) と

CARF (580 aa) は分子量サイズが大きいため、目的タンパク質との結合領域によって mKG 

Nと mKG C の距離が離れてしまい、再構築が起らなかった可能性が考えられる (Fig. 3-

6)。以上のことから、CARFと XRN2は極めて近い距離で相互作用することが明らかにな

った。 

前章において CARF相互作用因子群として同定した nucleolin は pre-rRNAの 5’ ETS 領

域のプロセッシングに U3 snoRNP と相互作用して働く(160, 161) こと、XRN2も pre-rRNA

の 5’ ETS 領域のプロセッシングの U3 snoRNP が重要な働きをする 01 site の切断に働く 

(158) ことから XRN2 と nucleolin が複合体を形成して 01 siteの切断に関与している可能性

も考えられる。その複合体の nucleolin を介して CARFが結合する可能性も考えられる

が、CARFと XRN2は直接相互作用することからこの可能性は低い。もし、XRN2、

CARF、nucleolin が複合体を形成するならば、XRN2もしくは CARFを介して nucleolin が

結合する可能性が考えられる。CARFと XRN2 が直接相互作用の生理機能は様々な可能性

が考えられる;  

1) 酵母の XRN2オーソログである Rat1 は相互作用因子 Rai1 と直接結合することによ

り、基質の親和性が上がり酵素活性が促進される (192) ことから、同じように CARFが

XRN2基質の親和性を高めることにより酵素活性を促進する。 

2) CARFが XRN2の活性部位に結合して基質との結合を阻害し、酵素活性を阻害する。 
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3) 他の相互作用因子との結合部位に結合して相互作用を阻害する。 

4) 他の相互作用因子と結合して複合体形成を促進する。 

5) p54nrb/PSFは XRN2 に相互作用をして pre-mRNA の 3’切断部位へ XRN2を輸送し、pol 

IIによる転写の終結を促進する (180) ように、CARFが XRN2の細胞内局在を変えてい

る。 

次に、CARFの XRN2 相互作用領域について CARF変異体を用いた pull down法により

調べた。その結果、CARFの N末端領域: 1-175 aaを介して CARF と XRN2が相互作用す

ることが明らかになった。セリンリッチ領域を欠失した CARF変異体では共沈する XRN2

の量が減少したことから、CARFと XRN2は N末端領域で始めに相互作用を形成し、そ

の後セリンリッチ領域とも相互作用することにより安定な相互作用を形成する可能性が考

えられる。共通したアミノ配列から機能が推測されるドメインとは異なり、セリンリッチ

領域とはセリンを多く含む領域を意味する。VZVの IE62を構成する多くのセリンからな

るドメインは SRT と呼ばれ、核小体のリボソームタンパク質 EAP と相互作用する (193) 

ことから、CARF-XRN2 複合体中の CARFのセリンリッチ領域にリボソームタンパク質が

結合し、CARF-XRN2 の相互作用を安定化する可能性も考えられる。前章の CARF相互作

用因子群の解析においてリボソームタンパク質 60S acidic ribosomal protein P0-likeを CARF

相互作用因子として同定しており、CARF-XRN2-60S acidic ribosomal protein P0-like複合体

を形成する可能性も考えられる。XRN2の相互作用領域に含まれなかった C 末端領域にあ

る dsRNA-binding domain は、65-68 aaからなる dsRNAが結合するドメインである (194)。

dsRNA-binding domain を持つタンパク質は翻訳開始因子 eIF2をリン酸化することにより

不活性化する DAI (195)、dsRNA中のアデノシンをイノシンに変える脱アミノ化酵素

dsRAD (196) など多岐に渡り、認識する RNA配列も共通点がない (194, 195, 196)。

dsRNAが結合するドメインであることから、CARF中の dsRNA-binding domain に dsRNA

が結合し、XRN2が核酸に結合する zinc finger domain を介して結合する可能性が考えられ

るが、CARFの XRN2相互作用領域には dsRNA-binding domain が含まれなかった。この結
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果は、前述の検討により CARFと XRN2の相互作用に RNAが必要ないことと一致する。

最近、C. elegansの PAXT-1が C. elegansのヒト XRN2のオーソログと結合すること、

PAXT-1の XRN2結合領域である機能未知ドメイン DUF3469がヒト CARFの N末端側 1-

128aaと高いホモロジーを持つことからヒト XRN2 と CARFの相互作用が調べられた。

CARFの N末端側 1-128 aaと XRN2が相互作用することが報告された (133)。この結果は

本章において特定した CARFの XRN2との相互作用領域とほぼ一致していた。 

XRN2の CARF相互作用領域について XRN2 変異体を用いた pull down 法により調べ

た。その結果、CARFは XRN2の 1-680 aaを介して相互作用していることが明らかになっ

た。CARFとの相互作用領域の中で少なくとも XRN2の 1-151 aa と 501-680 aaが必要であ

ると推論される。ヒト XRN2は 399-514番目のリンカー部分を挟んで 1-399番目のアミノ

酸と 514-678番目のアミノ酸が酵母 S. pombe 及び S. cerevisiaeのオーソログ Rat1 と高い相

同性を持つ (192)。酵母 S. pombe及び S. cerevisiae のオーソログである Rat1 の立体構造を

参考にすると、Rat1 のこの領域は触媒作用の活性部位を形成している (192)。このことか

ら、CARFは XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性部位に相互作用すると推測さ

れ、XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性や基質 RNAの認識等に関与する可能性が

考えられる。 

本章において CARFと XRN2の相互作用について調べたが、その細胞内における生理

機能については様々な可能性が考えられる。次章では、CARFと XRN2 が相互作用するこ

とによりどのような生理機能を果たすのか調べる。 
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第 4章 リボソーム生合成過程における CARFの働き 

第 1節 緒言 

 前章において CARFと XRN2の相互作用について調べ、CARFと XRN2が細胞内で直

接相互作用していること及びその相互作用が CARF: 1-175 aa、XRN2: 1-680 aaを介してい

ることを示した。本章では、CARFと XRN2との相互作用がどのような生理機能を果たす

のかを検討した。第 2章小括において述べたように XRN2の生理機能は主に 3つの働きが

報告されている。これらの XRN2の働きに CARFが関与する可能性について第 2章及び

第 3章の結果を踏まえて考えたい。 

はじめにリボソーム生合成に CARFが関与する可能性について考えると、第 2章におい

て CARF相互作用因子群として XRN2に加えてリボソーム生合成経路に関与する因子群: 

Nucleolin、NPM を同定したことから、XRN2 のリボソーム生合成における働きに CARF

が関与する可能性が考えられる。また第 3章小括で述べたように nucleolin も XRN2も

pre-rRNAの 5’ ETS 領域のプロセッシングに働く(160, 161, 158) ことから、XRN2と

nucleolin が複合体を形成して 01 siteの切断に働く可能性も考えられる。この複合体に

CARFが XRN2を介して結合し、01 siteの切断を促進もしくは阻害する可能性も考えられ

る。 

次に、poIIによる RNA 転写の終結を XRN2 が促進する働きに CARFが関与する可能性

について考えると、第 2章において CARF相互作用因子群として同定された hnRNPK は

XRN2を poly(A)配列下流の poIIによる RNA転写の終結が起こる場所に留める報告 (184) 

があることから、CARFがこの転写終結点に XRN2を留める働きを促進もしくは阻害する

可能性が考えられる。 

最後に、細胞がヒートショックを与えられたときに XRN2による核内における initiator 

tRNAMetを分解する (188, 189) 働きに CARF が関与する可能性について考える。細胞がヒ

ートショックを与えられたときに XRN2は mTOR により核小体から核質へ移行すること

が報告されている (188) が、第 2章において同定された CARF相互作用因子群に mTOR
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は含まれていなかった。XRN2の核質への移行は細胞がヒートショックを与えられたとき

に起こるので、本研究において XRN2と CARFの相互作用条件とは異なり、CARFがこの

XRN2の働きに関与する可能性は低いと考えられる。以上のことから、はじめに述べたリ

ボソーム生合成における XRN2の働きに CARFが関与する可能性が高いと考え、本章で

はその可能性について調べた。 

ヒトのリボソーム生合成は、5つの常染色体 13、14、15、21、22 上に約 400コピーが

コードされている rDNA が RNA pol I により 1つの大きな前駆体 47S pre-rRNAとして転

写されることから始まる (197, 198, 199)。様々なタンパク質や snoRNAを含むタンパク質

複合体 snoRNP が働く endonucleotic cleavage 及び exonucleolytic processingの多くの過程を

経て 18S、5.8S、28Sと 3種の rRNAが生合成される (155, 156, 157, 158, 197, 198, Fig. 4-

1)。その後、pol IIIにより転写された 5S RNAと会合し、細胞質にて 28 S、5.8 S、5 S の

rRNAを含む 60 S サブユニット、18S rRNAを含む 40 S サブユニットになり、リボソーム

生合成が完成する (197, 198, 200)。Pre-rRNA プロセシングの際に生成される不要なスペー

サー領域の pre-rRNA fragment は速やかに分解され、再利用されなければならない。XRN2

は、a) 5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシング過程において生成される pre-rRNA fragment 

(5’ETS-pre-rRNA fragment): 5’-01、A0-1を分解する (155, 156, 157, 158)、b) 初期転写産物

である 47S pre-rRNA の 5’ETS 領域における 01 site の切断に働く(155, 157, 158)、c) 5’ETS

領域における 01 siteの切断が起こらないと次の pre-rRNAプロセッシング過程へ進ませな

いという品質管理の役割を果たす (158)、d) ITS1 領域の pre-rRNA プロセッシング過程に

おいて 36S pre-rRNA を 36S-C pre-rRNAに 5’末端をトリミングする (156)、e) ITS1 領域の

pre-rRNAプロセッシング過程において生成される pre-rRNA fragment: E-2を分解する 

(156, 157)、f) ITS1 領域の pre-rRNAプロセッシング過程において E siteよりも 2 siteで切

断が起こるように働く (157)、ことが報告されている (Fig. 4-1)。本章ではノザンブロット

法を用いて、前述した XRN2の働き a)及び b)について CARFが関与するか調べた。はじ

めに、siRNAにより XRN2 をノックダウンし、前述した XRN2の働き a)及び b)への影響
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が再現できるか確認した。次に、CARFの一過的過剰発現細胞及び薬剤誘導発現細胞を用

いて、CARFが XRN2の働き a) 、b) 及び c) に与える影響を調べた。 
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第 2節 実験方法 

装置及び器具 

・SOFT INCUBATOR SLI-450ND (EYELA) 

・WATER BATH SHAKER PERSONAL-11 (TAITEC) 

・LAS-4000 

・Nano Drop (Thermo SCIENTIFIC) 

・CO2インキュベーター (NAPCO) 

・クリーンベンチ (SHOWA SCIENCE) 

・オートピペッター (FALCON) 

・遠心分離機 TOMY LX-120 (TOMY) 

・遠心分離機 KUBOTA 3700 (KUBOTA) 

・遠心分離機 HIMAC (HITACHI) 

・VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries) 

・Mini Disk Rotor BL-710I (BIOCRAFT) 

・Bio-Rad MODEL 550 microplate Reader (Bio-Rad) 

・Dry Thermo Unit (TAITEC) 

・大型多検体サブマリンゲル電気泳動装置 NB-1013 (260 mm×360 mm) (日本エイドー) 

・ミニゲルスラブ泳動装置 (日本エイドー) 

・パワーサプライ NEP-200/NEP-300 (NICHIRYO) 

・Bio-Rad Trans Blot SD (BioRad) 

・HL-2000 HybridLinker (UVP) 

・Bioruptor (COSMO BIO) 

・ソフトウェア Image J (NIH) 

・アドインソフトウェア Statcel4*改訂版 (オーエムエス出版) 
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試薬及び実験材料 

・Flp-In T-REx 293 細胞 (Invitrogen) 

・HeLa cell (東京大学先端研油谷先生より供与) 

・TOCARF細胞 (2-2-2) 

・scRNA (Invitrogen)  

・XRN2 siRNA (Invitrogen)  

・DMEM (SIGMA D0422) 

・FBS (JRH) 

・Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

・Opti-MEMI (Invitrogen) 

・Penicillin G (SIGMA) 

・Streptomycin Sulfate (WAKO) 

・DMSO (WAKO) 

・Tris (WAKO) 

・Acetic Acid (WAKO) 

・EDTA·2Na (DOJINDO) 

・フェノール (WAKO) 

・クロロホルム (WAKO) 

・NaCl (WAKO) 

・KCl (WAKO) 

・MgSO4 (WAKO) 

・MgCl2 (WAKO) 

・SDS (Nacalai tesque) 

・Na2HPO4 (WAKO) 

・KH2PO4 (WAKO) 
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・HEPES (DOJINDO) 

・Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) 

・TEMED (WAKO) 

・APS (WAKO) 

・Glycine (WAKO) 

・BPB (WAKO) 

・Formaldehyde (WAKO) 

・Methanol (WAKO) 

・Triton X-100 (WAKO) 

・Skim Milk (WAKO)  

・NBT/BCIP stock solution (Roche) 

・Salmon Sperm DNA (SIGMA) 

・Terminal Transferase (NEB) 

・Biotin-16-dUTP (Roche) 

・Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module Kit (Thermo SCIENTIFIC) 

・RNAgents® Total RNA Isolation System (Promega) 

・90 mm カルチャーディッシュ (NUNC) 

・60 mm カルチャーディッシュ (NUNC) 

・35 mm カルチャーディッシュ (FALCON) 

・Burker-Turk血球計算盤 (HIRSCHMANN EM TECHCOLOR) 

・セルスクレーパー (NUNC) 

・Ultrafree-MC 0.22 μm (MILLIPORE) 

・PVDF膜 ImmobilonTM-P (MILLIPORE) 

・3 MM (WHATMAN) 

・50 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 
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・15 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 

・1.5 ml チューブ (WATSON) 

 

発現プラスミドベクター 

・pcDNA3.1 (+)-FLAG (第 2章で作製) 

・pcDNA3.1 (+)-CARF-FLAG (第 2章で作製) 

 

抗体と使用時の希釈倍率 (IB: イムノブロット) 

・Mouse monoclonal anti-FLAG M2 antibody (SIGMA; 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-GAPDH antibody (Ambion; 1: 10,000 for IB) 

・rabbit polyclonal anti-XRN2 (Bethyl Laboratories, Inc.; A301-103A; 1:5,000 for IB) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000 for IB) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000 for IB) 

 

操作手順 

4-2-1 細胞の培養 

2-2-1に記載した方法に従って行った。 

 

4-2-2 イムノブロット 

 「2-2-6 イムノブロット」に記載した。 

 

4-2-3 siRNAによる XRN2 のノックダウン 

 35 mm ディッシュにて細胞密度 80%に培養した HeLa細胞をトランスフェクション前に

1 ml の Opti-MEMIへ培地交換した。35 mm ディッシュ 1枚に対して 1) Lipofectamin 2000 

2.5 μl と Opti-MEMI 250 μl、2) 100 pmol の siRNA (コントロールとして scRNAを使用) と
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Opti-MEMI 250 μl をそれぞれ混合し、室温で 5分間インキュベートした。1) 及び 2) を混

合し、20 分間インキュベート後、Opti-MEMIに培地交換した HeLa細胞から Opti-MEMI

を除き添加しトランスフェクションを行った。37℃、5% CO2条件下 5時間培養し、ノー

マル培地 DMEMに培地交換した。その後必要にあわせて適宜継代を行い実験に用いた。 

・Stealth siRNA for XRN2 (siRNA):  

5′-GAGAGGAGCAUUGAUGACUGGGUUU-3′ 

5′-AAACCCAGUCAUCAAUGCUCCUCUC-3′ 

・Stealth siRNA for control (scRNA):  

5′-AAAUAGUGUAGACCAAUGCUUGUCU-3′  

5′-AGACAAGCAUUGGUCUACACUAUUU-3′ 

 

4-2-4 RNAの抽出 

 RNAgents® Total RNA Isolation System を用いて RNAを抽出した。具体的には、PBS で 2

回洗った細胞に Denaturing Solution 300 μl を添加し、氷上で 5分間インキュベート後 1.5 

ml チューブに細胞を回収した。2 M CH3COONa (pH4.0)を 1/10 量添加し、天地返し 4-5回

により反応液を混合後、酸性フェノール・クロロホルム溶液を等量加え、10秒間 votex 

mixerにより攪拌した。その後氷上で 15分間インキュベートし、10,000 g、4℃、20分間

遠心分離した。上層を回収し、等量の isopropanol を添加後、10秒間 votex mixerにより攪

拌した。-20℃で 30分間~1 晩静置した後、20,000 g、4℃、20分間遠心分離し、RNAを沈

殿させた。上清を取り除いた後、もう 1度 isopropanol 0.2 ml 添加し、-20℃で 30分間静置

した。20,000 g、4℃、10 分間遠心分離し、上清を取り除き洗浄した。氷冷した 75% エタ

ノール 1 ml を添加し、数秒間 votex mixerにより攪拌後、20,000 g、4℃、10分間遠心分離

し、上清を取り除き洗浄した。沈殿を 5分間風乾し、脱イオン化した formamideに懸濁

後、氷上で 30分間静置した。Nano Dropにより濃度を測定後、-20℃で保存した。 
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・75% エタノール: 75% エタノール/DEPC 処理 Milli-Q水 

・DEPC 処理Milli-Q水: Milli-Q水 1 l に対して終濃度 0.05%となるように DEPC を添加

し、60℃で 1晩インキュベート後、121℃、20 分間オートクレーブ処理した。 

 

4-2-5 タンパク質の抽出 

4-2-4において、酸性フェノール・クロロホルム抽出後の溶液に氷冷したエタノール 1 

ml を添加し、10秒間 votex mixer により攪拌した。-20℃で 30分間静置した。20,000 g、

4℃、20分間遠心分離によりタンパク質を沈殿させ、上清を取り除いた。氷冷した 75% 

エタノール 1 ml を添加し、数秒間 votex mixer により攪拌後、-20℃で 30分間静置し、

20,000 g、4℃、10分間遠心分離し、上清を取り除き洗浄した。沈殿を 5分間風乾し、1 x 

SDS sample bufferを添加、数秒間 votex mixer により攪拌後、mixerで 20分間攪拌し溶解

した。溶解後は-20℃に保存した。 

 

4-2-6 CARF一過的過剰発現細胞からの RNA抽出及びタンパク質抽出 

 2-2-10に従って、pcDNA3.1 (+)-CARF-FLAG 4 μgを 35 mm ディッシュに培養した HeLa 

cell にトランスフェクションを行った。コントロールとして pcDNA3.1 (+)-FLAGをトラン

スフェクションした。トランスフェクション 48時間後に 3-2-4、3-2-5に従い RNA及びタ

ンパク質を回収した。 

 

4-2-7 CARF薬剤誘導発現細胞 TOCARF cell からの RNA抽出及びタンパク質抽出 

 Doxycycline濃度 0、1、10 ng/ml で CARF の発現を 72時間誘導した細胞密度おおよそ

80%の TOCARF細胞を用いて「3-2-4 RNA の抽出」、「3-2-5 タンパク質の抽出」に従い

RNA及びタンパク質を回収した。 

 

4-2-8 ノザンブロット法による pre-rRNAs の検出 
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 Formamideにより 0.5 μg/μl になるように調製した RNAサンプル 5 μl に対して 2 x 

sample buffer 5 μl を加え、数秒間 votex mixerにより攪拌した。65℃、10分間熱変性後、氷

水で急冷した。10 x loading buffer 1 μl を加え、数秒間 votex mixerにより懸濁した後、1 x 

MOPS bufferに浸した 0.8% 変性アガロースゲル (幅 130 mm、長さ 235 mm) で、100 V、

150分間電気泳動した。電気泳動開始 5分後、RNAサンプルがゲルに入ったのを確認して

からペリスタポンプにて陰極側と陽極側の泳動 bufferを循環させた。電気泳動後のアガロ

ースゲルは DW に 5分間、50 mM NaOHに 15 分間浸し、ゲル内の RNAをアルカリ加水

分解した。DW で 5分間洗浄後、20 x SSCに 40分間浸した。同時に、ゲルと同じ大きさ

に切ったナイロンメンブレンを DW に 5分間、20 x SSC に 40分間浸した。その後、ゲル

内の RNAをキャピラリーブロット法により 1 晩かけてナイロンメンブレンに転写した。

ナイロンメンブレンは 2 x SSC で軽く洗浄後、37℃で数時間置き完全に乾燥させた。乾燥

後、HL-2000 HybridLinker を用いて UV照射 (1,200 x 100 μJ/cm2) し、転写された RNAを

ナイロンメンブレン上に固定した。ナイロンメンブレンを 10% 酢酸に 10分間浸した後、

methylene-blue溶液に 10 分間浸し、染色した。染色バンドが明瞭になるまで DW で数回す

すぎ、風乾させた。風乾後、スキャナーを用いて染色像を取り込んだ。その後、ナイロン

メンブレンを pre-hybridization buffer 中、50℃、30分間以上ブロッキング反応を行った。

ブロッキング反応中にノザンブロット法で用いるオリゴヌクレオチドプローブのビオチン

化を行った。ビオチン化したオリゴヌクレオチドプローブを pre-hybridization buffer に対し

て 1/400 になるように加え (最終濃度 0.467 nM)、50℃、1晩インキュベートした。ナイロ

ンメンブレンを 50℃の Non-Stringent wash solution に浸し、50℃で振盪しながら 10分間を

1回、30分間を 2回の合計 3回の洗浄を行った。その後、Stringent wash solution を用いて

50℃で振盪しながら 15 分間洗浄した。RNAの検出には Chemiluminescent Nucleic Acid 

Detection Module Kit を用いて付属のプロトコールに従い行った。具体的には、ナイロンメ

ンブレンを Blocking Buffer 中で室温、15分間振盪した。Streptavidin-HRP conjugated を

Blocking Bufferに対して 1/400 になるように加え、室温で 15分間振盪した。ナイロンメン
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ブレンを TBSTで室温にて 10分間振盪を 2回繰り返し洗浄した。その後、ナイロンメン

ブレンをハイブリバックに入れ、Substrate Equilibration Buffer を加え、室温で 5分間振盪

し、Luminal/Enhancer Solution と Stable Peroxide Solution を等量混合した溶液を入れ 5分間

静置した。その後、LAS4000 の Chemiluminescence mode で目的の RNAを可視化した。多

重比較検定にはアドインソフトウェア Statcel4*改訂版のWilliams 法を用いた。 

 

・2 x sample buffer: 10 x MOPS 20 μl、Formaldehyde 35 μl、DEPC 処理 DW 45 μl を混合 

・10 x MOPS buffer: MOPS 41.85g、CH3COONa 4.1015 g、EDTA・2Na 3.725 gを 1 l の DW

で溶解後、121℃、20分間オートクレーブ処理した。 

・10 x loading buffer: 1% SDS、50% Glycerol、0.05% BPB 

・0.8% 変性アガロースゲル: 0.8% (w/v) Agarose、1 x MOPS、3.3% Formaldehyde 

調製法: 1.2 g の Agarose NA に 130 ml の DW を加え、電子レンジにて溶解した。スターラ

ーで攪拌しながら 50℃程度まで冷ました後、10 x MOPS 15 ml、formaldehyde 5 ml を添加

し、軽くスターラーで攪拌しゲル作成機に静かに流し入れ固化させた。 

・50 mM NaOH: NaOH 1g、DW 500ml 

・20 x SSC: NaCl 384 g、Sodium Citrate 176.4 g、DW 2 l 

・Methylene-blue溶液: 0.02% (w/v) Methylene-blue、50 mM CH3COONa 

・pre-hybridization buffer:  

調製法: 20 x SSC 100 ml、1 M Na2HPO4 8 ml、10% SDS 280 ml、100 x Denhardt’s Solution 12 

ml を混合し、その溶液 50 ml に対して 10 mg/ml の salmon sperm DNA 溶液 (ソニケーショ

ンにより DNAを 300-700 bp に断片化したもの) を 200 μl 添加した。 

・100 x Denhardt’s Solution: 2% Ficoll 400、2% Polyvinilpyrolidone、2% BSA 

・ビオチン化オリゴヌクレオチドプローブ: 

調製法: オリゴヌクレオチドのビオチン化は Terminal transferase を用いて付属のプロトコ

ールに従って行った。具体的には、滅菌水によって 1 μM に希釈した 5 μl のオリゴヌクレ
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オチドに対して滅菌水を 29.5 μl、10 x Terminal transferase buffer、2.5 mM CoCl2、5 μM 

Biotin-16-dUTP を 5 μl ずつ添加し混合後、Terminal transferase (20,000 U/ml) を 0.5 μl 加え

緩やかに混合し、37℃、30分間インキュベートした。0.1 M EDTA (pH8.0) 5 μl を加えて反

応を停止し、50 μl のフェノール・クロロホルム溶液を加えて緩やかな速度で vortex mixer

で 10秒間攪拌し、20,000 g、4℃、5分間遠心分離した。上層 30 μl を別のチューブに移

し、使用するまで-20℃に保存した。pre-rRNAs を検出するために使用したオリゴヌクレオ

チドの配列と pre-rRNA 内の領域は以下の通りである。 

*5’ETS-1: 5′ ETS 内の 132から 155の領域 

5′-TCGGACGCGCGAGAGAACAGCAGG-3′ 

*5’ETS-2: 5′ ETS 内の297から324の領域 

5′-AGACGAGAACGCCTGACACGCACGGCAC-3′ 

*5’ETS-3: 5′ ETS 内の 1468から 1487の領域 

5′-ACAGCGACGGAGGCAATACC-3′ 

*5’ETS-4: 5′ ETS 内の 1731から 1747の領域 

5′-TCACGCGCCGGACAGAG-3′ 

・Non-Stringent wash solution: 20 x SSC 150 ml、10% SDS 500 ml、1 M NaHPO4 (pH7.5)、

DW 325 ml (50℃にて保存) 

・Stringent wash solution: 20 x SSC 25 ml、10% SDS 50 ml、425 ml DW (50℃にて保存) 
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第 3節 結果 

4-3-1 XRN2が関与するリボソーム生合成過程の確認 

本章緒言において述べた 5’ ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2の働き

を検出できるプローブ: 5’ETS-2、5’ETS-3、5’ETS-4 (Fig. 4-2) を用いたノザンブロット法

により siRNA法を用いた XRN2のノックダウンによる影響を解析した。5’ ETS 領域の

pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2の働きについてノザンブロット法を用いた解析

はWangら (155)、Preti ら (156)、Sloanら (158) により報告されている。Wangらによる

報告はマウス細胞 NIH 3T3-derived LAP3 細胞を用いており (155)、本研究においてはヒト

HeLa細胞を用いて解析を行った。ヒトとマウスの種の違いが検出される可能性も考えら

れた。Preti ら (156)、Sloan ら (158) による報告はヒト HeLa細胞を用いているが、Preti

らによる解析は 5’ ETS 領域に対して本研究の 5’ETS-2と同じプローブ 1種類のみを用い

て解析しており、5’ETS-pre-rRNA fragment: 01-A0、A0-1の影響を検出することはできな

い(156)。Sloanらによる解析は 5’ETS 領域に対応する 3種のプローブで検出しており、

5’ETS-pre-rRNA fragment: 5’-01、01-A0、A0-1 全てが検出できる。しかし、A0-1領域に対

するプローブは 18 S rRNAの配列にも反応してしまう欠点があった。これはプローブの作

成法がランダムプライマーDNAラベリング法を用いているために 18 S に反応するプロー

ブが含まれてしまった可能性が考えられた (158)。本研究では、ヒト HeLa細胞を用い

て、5’ETS 領域に対するビオチン化標識したオリゴヌクレオチドプローブ 3種を用いて解

析を行い、それらの問題点の改善を試みた。 

はじめに、HeLa細胞を用いて siRNAによる XRN2のノックダウンを行った。ノックダ

ウンに適した条件を調べるためにトランスフェクション後、48、72、96時間経過後にそ

れぞれ細胞を回収し、全細胞抽出液を調製後、XRN2の発現量をイムノブロットにより解

析した。 コントロールとして scRNAを用い、ローディングコントロールとして抗

GAPDH抗体を用いたイムノブロットを行った。その結果、scRNA を導入した場合と比較

して 48時間後に 8.5%、72時間後に 2.5%、96 時間後に 15.1%まで XRN2 の発現量がノッ
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クダウンされていた (Fig. 4-3)。一回の siRNA の導入でも十分なノックダウン効果が得ら

れた。トランスフェクション後 96時間の条件で以下の実験を行うこととした。 

次に上述の条件で XRN2 をノックダウンした細胞を用いてノザンブロット法により pre-

rRNAプロセッシングへの影響を調べた。タンパク質抽出には 60 mm ディッシュの 1/5量

の細胞を用い、抗 XRN2 抗体、ローディングコントロールとして抗 GAPDH抗体を用いた

イムノブロットによりノックダウン効率を確認した。コントロールとして scRNAをトラ

ンスフェクションした細胞を用いた。XRN2の発現量が 7.7%まで減少しており、ノック

ダウンされたことを確かめた (Fig. 4-4)。同じノックダウン細胞から抽出した RNAを 1レ

ーンあたり 2.5 μgを解析に供し、Fig. 4-2に示すプローブ: 5’-ETS-2、5’-ETS-3、5’-ETS-4

を用いたノザンブロット法により pre-rRNA の 5’ETS 領域におけるプロセッシングへの影

響について解析した。ローディングコントロールとしてプローブを反応させる前にメチレ

ンブルーにより RNAを染色した染色像を用いた。プローブ 5’ETS-2 を用いた結果、

XRN2のノックダウンにより 47S pre-rRNA が増加した (Fig. 4-2, 4-5, 4-6)。プローブ

5’ETS-3を用いた結果でも、45S-47S が増加し、プローブ 5’ETS-4を用いた結果でも、

XRN2のノックダウンにより 43S-47S が増加した (Fig. 4-5, 4-6) 。また、プローブ 5’ETS-

2を用いた結果、01siteでの切断が阻害されたと推測される 30 LS5’が XRN2のノックダ

ウンにより増加していた (Fig. 4-2, 4-5, 4-6) 。プローブ 5’ETS-3及び 5’ETS-4を用いた結

果では、30 S 及び 30 LS5’が XRN2のノックダウンにより増加していた (Fig. 4-5, 4-6) 。

いずれのプローブを用いた結果も XRN2のノックダウンにより 5’ETS 領域における 01 site

の切断が阻害されたことを示めした。プローブ 5’ETS-2を用いた解析により XRN2のノッ

クダウンによる 47 S の増加、プローブ 5’ETS-2、5’ETS-3、5’ETS-4 を用いた解析により

XRN2のノックダウンによる 30 SL5’の増加は Wangら (155)、Preti ら (156)、Sloanら 

(158) による報告と以下に述べること以外一致した。Wangら (155) の報告では 5’ETS 領

域の 01-A0、A0-1に対するプローブを用いた解析の結果、XRN2のノックダウンにより

30 SL5’は増加せず、45-47 S、43-47 S も増加しなかった。本研究との相違については本章
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小括において考察する。プローブ 5’ETS-2を用いた結果、XRN2のノックダウンにより

5’ETS-pre-rRNA fragment: 5’-01が増加した (Fig. 4-2, 4-5, 4-6) 。これらの結果は Wangら

(155)、Preti ら(156)、Sloan ら(158) による報告と一致した。プローブ 5’ETS-3を用いた結

果、XRN2のノックダウンにより 5’ETS-pre-rRNA fragment: 01-A0 は検出されず、プロー

ブ 5’ETS-4を用いた結果、XRN2のノックダウンにより 5’ETS-pre-rRNA fragment: A01-1が

増加した (Fig. 4-2, 4-5, 4-6)。これらの結果は Wangら (155)、Sloan ら (158) による報告

と一致した。 

 

4-3-2 CARF一過的過剰発現細胞を用いた CARFによるリボソーム生合成過程の阻害 

前項において確認した 5’ ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2の働きに

CARFが関与するか調べた。HeLa細胞に CARF-FLAG発現プラスミドベクターをリン酸

カルシウム法によりトランスフェクションすることにより一過的に CARFを過剰発現さ

せ、5’ ETS 領域の pre-rRNA プロセシングへの影響を解析した。トランスフェクション後

48時間で細胞を回収し、タンパク質及び RNAを抽出し、前項と同様に解析した。コント

ロールとして FLAGタグのみを発現するプラスミドベクターをトランスフェクションした

細胞を用いた。抗 FLAG 抗体、ローディングコントロールとして抗 GAPDH抗体を用いた

イムノブロットを行い、CARF-FLAGの発現を確認した (Fig. 4-7)。プローブ 5’ETS-2を用

いた解析の結果、XRN2 のノックダウンを行ったときと同様に CARFの過剰発現により

47 S が増加した (Fig. 4-7, 4-8)。この結果から 01 siteの切断における XRN2の働きを

CARFが阻害することが示唆された。一方、プローブ 5’ETS-3及び 5’ETS-4を用いた解析

の結果、CARFの過剰発現による 45S-47S 及び 43S-47S の増加は認められず、この結果は

XRN2のノックダウンを行った結果と異なった (Fig. 4-7, 4-8)。また、どのプローブを用い

た場合でも、30S 及び 30 LS5’の量に対して CARFの過剰発現による変動はみられなかっ

た。この結果も XRN2 のノックダウンによる影響とは異なった (Fig. 4-7, 4-8)。これらの

相違については本章小括において考察する。一方で、XRN2のノックダウンの結果と同様
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に、5’ETS-pre-rRNA fragments: 5’-01、A0-1 が増加しており、5’ETS-pre-rRNA fragment: 01-

A0は増加しなかった (Fig. 4-7, 4-8)。このことから、XRN2による pre-rRNA fragments の

分解を CARFが阻害することが示唆された。 

 

4-3-3 CARF薬剤誘導発現細胞を用いた CARFによるリボソーム生合成過程の阻害 

前項において 01 site の切断における XRN2 の働き及び 5’ETS-pre-rRNA fragments の

XRN2による分解を CARFが阻害することが示唆されたが、更に CARF薬剤誘導発現細胞

TOCARF細胞を用いて同様の手法により解析した。TOCARF細胞を用いて解析すること

により、1) CARF発現量の増加に伴って前述した XRN2の働きを阻害したことにより増加

する pre-rRNA及び 5’ETS-pre-rRNA fragments も増加するか、2) HeLa細胞ではなく他の細

胞株 Flp-In T-REx 293 細胞でも CARFが同様に働くか、知見を得ようと考えた。具体的に

は TOCARF細胞を doxycycline 濃度: 0、1、10 ng/ml の条件下 72時間培養後、前項と同様

に解析した。プローブは 5’ETS-1及び 5’ETS-2を用いた。イムノブロットにより FLAG-

CARFの発現を確認した (Fig. 4-9)。CARFを一過的に過剰発現した結果と同様に CARF 

により 47 S は増加する傾向にあり、その増加量は CARFの発現量の増加に従って増加す

る傾向にあった (Fig. 4-9, 4-10)。プローブ 5’ETS-1を用いたときに doxycycline 非添加に対

して doxycycline 10 ng/ml 濃度条件で 47 S が増加するとWilliams 法を用いて判定された。2

つのプローブを用いた解析において 5’ETS-pre-rRNA fragment: 5’-01 は、doxycycline濃度に

伴って増加するとWilliams 法により判定された。また、前項の CARFの一過的過剰発現

と同様に 30 LS5’は観察されなかった (Fig. 4-9, 4-10)。これらの結果から、HeLa細胞だけ

ではなく Flp-In T-REx 293 細胞でも CARFが同様に働くことが明らかになった。このこと

から、5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシング過程における XRN2の働きの CARFによる

阻害は HeLa細胞特異的な現象ではないことが示唆された。本項の結果から、01 siteの切

断における XRN2の働き及び 5’ETS-pre-rRNA fragments の XRN2による分解を CARFが阻

害することが明らかになった。  
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第 4節 小括 

本章において、5’ ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2 の働きに CARF

が関与するのか調べた。5’ ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2の働きに

ついてノザンブロット法を用いた解析が報告されていた (155、156、158) が、第 3節結

果 4-3-1で述べたような問題点があった。本研究では、第 2章、第 3 章で用いた細胞と種

が同じであるヒト HeLa細胞を用いて、5’ETS 領域に対するビオチン化標識したオリゴヌ

クレオチドプローブ 3種を用いて解析を行い、それらの改善を試みた。5’ETS 領域に対す

るビオチン化標識したオリゴヌクレオチドプローブを用いることにより Sloanら (158) に

よる報告で検出された 18 S を認識するシグナルが検出されず、改善がみられた。既報と

同様に XRN2のノックダウンにより 01 siteの切断が阻害された。3種のプローブを用いた

解析の結果、XRN2のノックダウンにより 47 S 及び 30 SL5’が増加した。Wangら ( 155) 

の報告では 5’ETS 領域の 01-A0、A0-1に対するプローブを用いた解析の結果、XRN2のノ

ックダウンにより 45-47 S、43-47 S、30 SL5’は増加しなかった。しかし、5’ETS 領域の 5’-

01に対するプローブを用いた時にのみ 45.5 S、47 S の増加及び 30 LS5’に相当する 34.5S

を検出した。これらはヒトとマウスの種の違いもしくは細胞種の違いによる可能性が考え

られる。01 siteの切断が起こらないと次の pre-rRNAプロセッシング過程へ進ませない

XRN2の働きについても、数種類の細胞の中で MCF7 細胞のみ XRN2 をノックダウン無し

で 30SL5’が観察され、細胞種により異なる報告がある (158)。XRN2 のノックダウンによ

る 5’ETS-rRNA fragments の増加は細胞種に関わらず観察されたので、01 siteの切断におい

て働く XRN2が rRNA fragment: 5’-01を分解するのではない可能性が考えられる。 

前述した 5’ ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2の働きへの CARFの関

与について、CARFを細胞に過剰発現させて解析した。プローブ 5’ETS-2を用いた解析の

結果、01 siteの切断における XRN2の働きを CARFが阻害することが示唆された。しか

し、プローブ 5’ETS-3及び 5’ETS-4を用いた解析の結果、CARFの過剰発現による 45 S、

47 S 及び 43S-47S の増加は認められなかった (Fig. 4-7, 4-8)。この原因として 2つの可能
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性が考えられる。1) 01 site の切断における XRN2 の働きを CARFが完全に阻害していな

いため 45S 及び 43S が生成され、45S 及び 43S の存在量の方が 47Sよりも多いためコント

ロールに対してシグナルが増加しない可能性が考えられる。2) 01 site の切断が起こらない

と次の pre-rRNAプロセッシング過程へ進ませない XRN2の働きを CARFが著しく阻害

し、43-47 S がすぐに 30S、30SL5’や 36S へプロセッシングされるため 45 S、47 S 及び

43S-47S が増加しない可能性が考えられる。しかし、全てのプローブを用いた解析の結果

で 30S 及び 30 LS5’の量への CARFの過剰発現による増加はみられなかった (Fig. 4-7, 4-8) 

ことからこの可能性は排除できる。前述のように 30 LS5’の量は CARFの過剰発現により

変動しなかった (Fig. 4-7, 4-8) ことから、01 siteの切断が起こらないと次の pre-rRNAプロ

セッシング過程へ進ませないという品質管理の役割を果たす XRN2 の作用を CARFは阻

害しないことが明らかになった。一方で、どのプローブを用いた解析の結果も 5’ETS-pre-

rRNA fragments: 5’-01、A0-1が増加しており、5’ETS-pre-rRNA fragment: 01-A0 は増加しな

かった (Fig. 4-7, 4-8, 4-9, 4-10) ことから、CARFは XRN2による pre-rRNA fragments の分

解を阻害することが明らかになった。 

 以上、得られた結果を基にして次章では、CARFによる pre-rRNA プロセッシングにお

ける XRN2の働きを阻害する機序について解析する。 
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図表 
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第 5章 XRN2を介した CARFによるリボソーム生合成調節機構 

第 1節 緒言 

 前章において 5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2 の働きを CARFが

阻害することが明らかになった。そこで本章では、その作用機序について詳細に解析し

た。第 3章において XRN2 の 1-680 aaを介して CARFが相互作用することが明らかにな

った。Rat1との構造の比較から CARFは XRN2 の 5’-3’エキソヌクレアーゼ活性部位と相

互作用して、その 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性を調節する可能性が考えられる。こ

のことを証明すべく、CARFによる XRN2の酵素活性阻害について詳しく解析した。in 

vitro 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定法を用いて XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレア

ーゼ活性への GST-CARFによる影響について調べた。 

CARFと p53の直接結合は p53を安定化し、活性化する (120)。しかし、CARFと p53

の結合体量がある範囲を超えて増加すると、MDM2の働きによりプロテアソームにより

分解され、CARFと p53 が減少する (126) こと、また CARFはMDM2 と直接相互作用す

る (128) ことから、CARFを介して XRN2 が MDM2と複合体を形成し、ユビキチン化さ

れプロテアソームで分解される可能性が考えられる。そこで、CARF過剰発現細胞を用い

て CARF過剰発現による XRN2発現量への影響について解析した。さらに、CARFのノッ

クダウンによる XRN2 の発現量への影響についても解析した。 

 また、XRN2は第 2章小括で述べたように核質における pol IIによる pre-mRNA転写の

終結を促進する (178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185) ことや核小体におけるリボソーム

生合成において働く(155, 156, 157, 158) ことが報告されていることから、その反応場所に

XRN2を導かなければならない。hnRNPK は XRN2 を poly(A)配列下流の poIIによる pre-

mRNAの転写終結が起こる場所へ留める報告 (184) があることから、CARFもリボソー

ム生合成以外の XRN2 が関与する反応場所に XRN2を導く可能性が考えられる。CARFを

過剰発現及び siRNAによりノックダウンした細胞を用いて XRN2の細胞内局在への影響

を調べた。 



 

154 

第 2節 実験方法 

装置及び器具 

・Program Temp Control System (ASTEC)  

・Thermal Cycler Dice Real Time System (Takara Bio Inc.) 

・3UVTM Transilluminator (UVP) 

・Applied Biosystems 3130 ジェネティックアナライザー (Applied Biosystems) 

・SOFT INCUBATOR SLI-450ND (EYELA) 

・WATER BATH SHAKER PERSONAL-11 (TAITEC) 

・LAS-4000 

・Nano Drop (Thermo SCIENTIFIC) 

・CO2インキュベーター (NAPCO) 

・クリーンベンチ (SHOWA SCIENCE) 

・オートピペッター (FALCON) 

・遠心分離機 TOMY LX-120 (TOMY) 

・遠心分離機 KUBOTA 3700 (KUBOTA) 

・遠心分離機 HIMAC (HITACHI) 

・VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries) 

・Mini Disk Rotor BL-710I (BIOCRAFT) 

・Bio-Rad MODEL 550 microplate Reader (Bio-Rad) 

・Dry Thermo Unit (TAITEC) 

・ミニゲルスラブ泳動装置 (日本エイドー) 

・パワーサプライ NEP-200/NEP-300 (NICHIRYO) 

・Bio-Rad Trans Blot SD (BioRad) 

・真空エバポレーター ULVAC (SINKU KIKO) 

・Bioruptor (COSMO BIO) 
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・ソフトウェア Image J (NIH) 

 

試薬及び実験材料 

・Flp-In T-REx 293 細胞 (Invitrogen) 

・HeLa細胞 (東京大学先端研油谷先生より供与) 

・TOCARF 細胞 

・scRNA (Invitrogen)  

・CARF siRNA (code No. HSS183137) (Invitrogen)  

・DMEM (SIGMA D0422) 

・FBS (JRH) 

・Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

・Opti-MEMI (Invitrogen) 

・Rat tail collagen type I (Becton Dickinson and Company) 

・Penicillin G (SIGMA) 

・Streptomycin Sulfate (WAKO) 

・G418 Disulfate (Nacalai tesque) 

・DMSO (WAKO) 

・KOD plus DNA polymerase (TOYOBO) 

・Agarose LO2 (TaKaRa) 

・λDNA (TaKaRa) 

・Ethidium bromide (WAKO) 

・制限酵素 (TaKaRa) 

・QIAEX®II Gel Extraction Kit (QIAGEN) 

・T4 DNA Ligase (TaKaRa) 

・コンピテントセル DH5α: F-, φ80dlacZ∆M15, ∆ (lacZYA - argF) U169, deoR, recA1, endA1, 
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hsdR17 (rk
-mk

+), phoA, supE44, λ-thi-1, gyrA96, relA1 

・コンピテントセル BL21 (DE3): F-, dcm, ompT, hsdS (rB-rB-), gal, λ (DE3) 

・IPTG (WAKO) 

・Glutathione SepharoseTM 4B (GE healthcare) 

・BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

・Bacto Yeast Extract (DIFCO) 

・Bacto Tryptone (DIFCO) 

・Tris (WAKO) 

・Acetic Acid (WAKO) 

・EDTA·2Na (DOJINDO) 

・フェノール (WAKO) 

・フェノール・クロロホルム (WAKO) 

・イソアミルアルコール (WAKO) 

・8-Quinolinol (WAKO) 

・Sodium Acetate trihydrous (WAKO) 

・Ethanol (WAKO) 

・NaCl (WAKO) 

・KCl (WAKO) 

・MgSO4 (WAKO) 

・MgCl2 (WAKO) 

・Ampicillin·2Na (SIGMA) 

・PIPES (DOJINDO) 

・PEG8000 (WAKO) 

・CaCl2·2H2O (WAKO) 

・KOH (WAKO) 
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・MnCl2·2H2O (WAKO) 

・SDS (Nacalai tesque) 

・Na2HPO4 (WAKO) 

・KH2PO4 (WAKO) 

・HEPES (DOJINDO) 

・PMSF (WAKO) 

・トリクロロ酢酸 

・Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) 

・Glycerine (WAKO) 

・N, N’-Methylenebisacrylamide (WAKO) 

・TEMED (WAKO) 

・APS (WAKO) 

・Glycine (WAKO) 

・BPB (WAKO) 

・Formaldehyde (WAKO) 

・Methanol (WAKO) 

・Urea (Nacalai tesque) 

・2-mercaptoethanol (WAKO) 

・Triton X-100 (WAKO) 

・Skim Milk (WAKO)  

・Agarose NA (GE healthcare bioscience) 

・RNase A (SIGMA) 

・SP6/T7 Transcription kit (Roche Diagnostics GmbH) 

・ATP (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) 

・UTP (Takara Bio Inc.) 
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・CTP (Takara Bio Inc.) 

・GTP (Takara Bio Inc.) 

・GMP (Sigma) 

・7.5 M LiCl (Ambion) 

・PrimeScript® RT reagent Kit (Perfect Real Time) (TAKARA) 

・GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) 

・NBT/BCIP stock solution (Roche) 

・90 mm カルチャーディッシュ (NUNC) 

・60 mm カルチャーディッシュ (NUNC) 

・35 mm カルチャーディッシュ (FALCON) 

・12ウェルカルチャープレート (NUNC) 

・96ウェルカルチャープレート (NUNC) 

・8ウェルカルチャースライド (BECKMAN) 

・Burker-Turk血球計算盤 (HIRSCHMANN EM TECHCOLOR) 

・セルスクレーパー (NUNC) 

・カバーガラス 24 mm×24 mm (MATSUNAMI) 

・VectaShield mounting Medium (Vector Laboratories) 

・VectaShield mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories) 

・Ultrafree-MC 0.22 μm (MILLIPORE) 

・PVDF膜 ImmobilonTM-P (MILLIPORE) 

・透析膜 (size: 20/32, 100ft 巻き, Lot 007001) (VISKASE SALES Corp) 

・XL-ladder プレステイン分子量マーカーBroad Range (APRO) 

・50 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 

・15 ml ポリプロピレンチューブ (NUNC) 

・1.5 ml チューブ (WATSON) 
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発現プラスミドベクター 

・pcDNA3.1 (+)-FLAG (第 2章で作成) 

・pcDNA3.1 (+)-CARF-FLAG (第 2章で作成) 

・pOG44 (Invitrogen) 

・pcDNA5/FRT/FLAG (第 2章で作成) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (wt) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (N1) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (N2) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (C1) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (C2) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (NC) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pGEX4T2 (GE healthcare) 

・pGEX4T2/FLAG-CARF (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1(+)-XRN2(C 末端タグ付加用) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1 (+)-FLAG-TEV-HA (FEHc) (C 末端に FLAGタグ、TEVプロテアーゼ認識

site、HAタグを付加) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (wt) 

・pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (ΔN278) 

・pSPT 19 (Roche Diagnostics) 

・pENTRTM/H1/TO (Invitrogen) 

・pENTRTM/H1/TO-CARF_880 

 

抗体と使用時の希釈倍率 (IB: イムノブロット、IF: 免疫染色) 

・Goat polyclonal anti-Lamin B antibody (sc-6217) (Lot F1206) (Santa Cruz Biotechnology; 1: 
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1,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-B23 antibody (clone Fc-61991) (Zymed; 1: 10,000 for IB, 1: 400 for IF) 

・Mouse monoclonal anti-FLAG M2 antibody (SIGMA; 1: 10,000 for IB, 1:600 for IF) 

・Mouse monoclonal anti-FBL antibody (Cytoskeleton; 1: 50 for IF) 

・Mouse monoclonal anti-GAPDH antibody (Ambion; 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-HA antibody (clone HA-7) (SIGMA; 1: 10,000 for IB) 

・Mouse monoclonal anti-β-tubulin antibody (SAP4G5) (SIGMA; 1: 10,000 for IB) 

・rabbit polyclonal anti-XRN2 (Bethyl Laboratories, Inc.; A301-103A; 1:5,000 for IB, 1: 100 for 

IF) 

・Rabbit polyclonal anti-FBL antibody (H-140) (Santa Cruz Biotechnology; 1: 1,000 for IB) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-goat IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000) 

・Alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG antibody (Cell Signaling; 1: 10,000) 

・Cy3-conjugated anti-mouse IgG antibody (SIGMA; 1: 200 for IF) 

・FITC-conjugated anti-rabbit IgG antibody (American Qualex; 1: 200 for IF) 

 

操作手順 

5-2-1細胞の培養 

2-2-1に記載した方法に従って行った。 

 

5-2-2 発現プラスミドベクターの作製 

・pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (wt) 

・pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (ΔN278) 

・pENTRTM/H1/TO-CARF_880 

上記に示す発現プラスミドベクターを構築した。発現プラスミドベクターの構築の概略
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をはじめに記し、詳細な実験操作については 2-2-9の終わりに実験操作ごとに記載した。 

・pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (wt) の構築 

2-2-9と同様に操作を行った。pcDNA3.1(+)-XRN2(C 末端タグ付加用)から制限酵素 SmaI

及び HindIIIによる制限酵素処理を行い、XRN2 を含む DNA断片を得た。EcoRV/HindIII

処理 pcDNA3.1 (+)-FEHcプラスミドと SmaI/HindIII XRN2断片をライゲーションし、

pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (wt) を得た。 

・pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (ΔN278) の構築 

前項で作成した pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (wt) をテンプレートとして下記のプライマー

セットと KODplus DNA polymerase を用いて PCR により増幅した。 

5′-GGCGAAGCTTGCCACCATGGGGTTGCCAAGA-3′ 

5′-GGCCCCCGGGCCATTCCAATTGTATC-3′ 

2-2-9と同様に操作を行った。得られた PCR 産物を SmaI/HindIII 処理して SmaI/HindIII 

XRN2断片を得た。前項で得た EcoRV/HindIII処理 pcDNA3.1 (+)-FEHcと SmaI/HindIII 

XRN2断片をライゲーションし、pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (ΔN278) を得た。 

・pENTRTM/H1/TO-CARF_880 の構築 

5’-CACCGGTTCTGCATCATTTGTTTCCGAAGGAAACAAATGATGCAGAACC-3’ 

5’-AAAAGGTTCTGCATCATTTGTTTCCTTCGGGAAACAAATGATGCAGAACC-3’ 

上記の DNA Oligo を 200 μM に溶解し、それぞれ 5 μl ずつをキット添付の Oligo Anealing 

Bufferを最終濃度 1 x になるように希釈した溶液に添加し、混合した。95℃、4分間加熱

処理して変性させた後、室温で 5-10分間インキュベートし DNA Oligo をアニーリングさ

せた。5 nM に希釈したアニーリングさせた DNA Oligo 2 μl とキット添付の 0.75 ng/ml 

linearized pENTRTM/H1/TO vector 2 μl を混合し、キット添付の T4 DNA Ligaseを用いて室

温で 5分間ライゲーション反応を行った。反応生成物を大腸菌 DH5αのコンピテントセル

に添加し、氷上で 30分間形質転換した後、kanamycin を添加した LB 寒天培地に塗布し、

37℃でコロニーを形成するまで約 15時間培養した。2 x YTkan+液体培地を用いた以外 2-2-9
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と同様に操作を行った。pENTRTM/H1/TO-CARF_880 を得た。 

 

5-2-3 FLAGタグタンパク質融合ヒト CARF変異体恒常発現細胞株の作製 

3-2-3と同様に行った。下記の発現プラスミドベクターを用いた。 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (N1) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (N2) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (C1) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (C2) (本研究室、石川英明博士より供与) 

・pcDNA5/FRT/HA-CARF-TEV-FLAG (NC) (本研究室、石川英明博士より供与) 

プラスミドベクターが導入された細胞の選択を行った後、96ウェルプレートに1ウェルに1

細胞になるように希釈、播種し、クローニングを行った。 

 

5-2-4 pENTRTM/H1/TO-CARF_880 導入細胞株の作製 

pENTRTM/H1/TO-CARF_880プラスミドベクター導入細胞株を作成するために親細胞株

としてFlp-In T-Rex 293細胞を用いた。実際には、1) Lipofectamin 2000 4 μlとOpti-MEMI 100 

μl、2) pENTRTM/H1/TO-CARF_880プラスミドベクター 1.6 μgとOpti-MEMI 100 μlを混合

し、室温で5分間インキュベートした。1) 及び2) を混合し、20 分間インキュベート後、

12-well plateに50 %細胞密度になるように培養したFlp-In T-REx 293 細胞に添加しトランス

フェクションを行った。pENTRTM/H1/TO vectorはZeocin耐性遺伝子をもつので、500 

µg/ml Zeocinを含む培地で培養し、pENTRTM/H1/TO-CARF_880プラスミドベクターが導入

された細胞の選択を行った。得られた細胞株をCARF_880 細胞と名付けた。その後、96ウ

ェルプレートに1ウェルに1細胞になるように希釈後、播種し、クローニングを行った。 

 

5-2-5 FEHc-XRN2恒常発現細胞株の作製 

FEHc-XRN2恒常発現細胞株を作成するために親細胞株としてCARF_880 細胞を用い
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た。実際には、1) Lipofectamin 2000 2 μlとOpti-MEMI 50 μl、2) pc-DNA3.1 (+)-FEHc-XRN2

プラスミドベクター 500 ngとOpti-MEMI 50 μlを混合し、室温で5分間インキュベートし

た。1) 及び2) を混合し、20 分間インキュベート後、24-well plateに50 %細胞密度になる

ように培養したFlp-In T-REx 293 細胞に添加しトランスフェクションを行った。pcDNA3.1 

(+) vectorはNeomycin耐性遺伝子をもつので、500 µg/ml G418を含む培地で培養し、pc-

DNA3.1 (+)-FEHc-XRN2プラスミドベクターが導入された細胞の選択を行った。その後、

96ウェルプレートに1ウェルに1細胞になるように希釈後、播種し、クローニングを行っ

た。 

 

5-2-6 イムノブロット 

2-2-6に記載した方法に従って行った。 

 

5-2-7 FEHc-XRN2恒常発現細胞を用いた XRN2 の精製 

 80 % 細胞密度の FEHc-XRN2恒常発現細胞を 150-mm カルチャーディッシュ 2枚を

PBS で洗浄後回収した。コントロールとして親細胞株として CARF_880 細胞も同時に回

収した。6 x 107 cells を用いて 2-2-11に記載した方法で nuclear extract fraction-1を調製し、

2-2-4に記載した方法で anti-FLAG M2 agarose beads 25 μl を用いて FEHc-XRN2を回収し、

1 mg/ml FLAG peptide 120 μl を用いて溶出した。 

 

5-2-8 一過的過剰発現細胞を用いた FEHc-XRN2 (wt) 及び FEHc-XRN2 (ΔN278) の精製 

親細胞株として Flp-In T-REx 293 細胞を用いて 2-2-10に記載した方法と同様に

pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (wt)及び pcDNA3.1 (+)-FEHc-XRN2 (ΔN278)を用いてリン酸カル

シウム法によるトランスフェクションを行い、トランスフェクション 60時間後に 80 % 

細胞密度の 150-mm カルチャーディッシュ各 3枚を PBS で洗浄し、回収した。6 x 107 

cells を用いて 2-2-11 の方法で cytosol fraction、nuclear extract fraction-1を調製し、2-2-4 の
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方法で anti-FLAG M2 agarose beads 25 μl を用いて FEHc-XRN2 (wt) 及び FEHc-XRN2 

(ΔN278) を回収し、1 mg/ml FLAG peptide 120 μl を用いて溶出した。 

 

5-2-9 GST 及び GST-CARFの大腸菌内での発現と精製 

 大腸菌内での GST 及び GST-CARF発現のために GST 発現プラスミドベクター

pGEX4T2及び pGEX4T2/FLAG-CARFを大腸菌株 BL21 (DE3) のコンピテントセルに添加

し、氷上で 30分間処理し、42℃、45秒間のヒートショック後、氷上で 2分間冷やした。

室温の SOC 培地を 0.5 ml 加え、30分間振盪培養後、抗生物質を含む LBamp+寒天培地に塗

布し、37℃でコロニーを形成するまで培養した。シングルコロニーを LBamp+液体培地で前

培養後、前培養液 3 ml を LBamp+液体培地 150 ml に植菌し、37℃で 3 時間培養した。IPTG

を終濃度 0.7 mM になるように液体培地に添加し、25℃で 1晩培養することで GST、20℃

で 1晩培養することで GST-CARFを大腸菌内で発現させた。遠心分離機 HIMAC により

3,500 rpm、4℃、10分間遠心分離し、大腸菌体を回収した。上清を取り除き、得られた大

腸菌を 4 ml の Binding Buffer (PBS (-), 0.5 mM EDTA, 0.1 mM PMSF) に懸濁し、15 ml ポ

リプロピレンチューブに分け、BioRuptorを用いて 4℃、1サイクル (LEVEL medium: 20

秒間、インターバル: 20 秒間) として、GST は 18サイクル、GST-CARFは 27サイクル

行い、大腸菌を破砕した。遠沈管に移し、遠心分離機 HIMAC により 18,000 rpm、4℃、

30分間遠心分離し、GST 及び GST-CARFを含む上清を回収した。GST 及び GST-CARF

の精製には glutathione sepharose 4Bビーズを充填したカラムを用いて行い、結合した GST

及び GST-CARFは 10 mM reduced glutathione, 50 mM Tris-HCl (pH8.0) を 1 ml 添加し、

4℃、10分間インキュベートし、溶出した。この溶出の操作を 3回繰り返し、順番に

Elution 1、Elution 2、Elution 3と名付けた。最も吸光度が高いフラクション Elution 2 を 30 

mM Tris-HCl, 50 mM NaCl (pH8.0) に 1時間、4℃、3回透析した。 
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5-2-10 XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定 

 XRN2のエキソリボクレアーゼ活性を XRN1 の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定

の報告 (201) や XRN2 の酵母オーソログ Rat1 の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定の

報告 (192) を改良して活性測定を行った。その模式図を Fig. 5-1に示した。基質として

RNA合成用 pSPT 19プラスミドベクターを AflIIIで切断し、SP6 RNAポリメラーゼによ

り SP6/T7 Transcription kit を用いて転写を行った。その際に、Pellegrini らの報告によると

GTP: GMP を 1: 6.25 以上の割合で混合すると 5’-mono P の RNAが合成されるので 

(201) 、この方法を利用し、1: 8 の割合で混合して RNA合成を行った。 

pSPT 19プラスミドベクターを AflIIIにより 37℃、2時間制限酵素反応を行い、アガロ

ース電気泳動により DNA 断片の大きさを確認した後、0.1 mg/ml proteinase K 及び最終濃

度 0.5% SDS 存在下で、50℃、30分間反応させ、制限酵素を分解した。その後、フェノー

ル・クロロホルム抽出、エタノール沈殿により DNAを精製した。沈殿を風乾後、滅菌水

20 μl に懸濁し、Nano Drop を用いて濃度測定し、以後の実験に用いた。SP6/T7 

Transcription kit に添付の Bufferを 1 x になるように加え、AflIIIにより切断した pSPT19

プラスミドベクターを 741 ng、NTPs + GMP 溶液 (10 mM ATP、10 mM UTP、10 mM 

CTP、2.5 mM GTP、20 mM GMP) を 10 μl、10 U/μl SP6 RNAポリメラーゼを 2 μl、総量

20 μl になるように Nuclease-free DW を加えて、37℃、6時間転写反応を行った。反応液に

TURBO DNaseを添加して、37℃、15分間、DNAを分解した。Nuclease-free DW 30 μl、

7.5 M LiCl 30 μl を添加し、緩やかに攪拌した。-20 ℃で 1晩静置し、RNAを沈殿形成

後、20,000 g、4℃、20 分間遠心分離し、上清を取り除いた。沈殿に氷冷 75 % EtOHを 1 

ml 添加し、20,000 g、4℃、5分間遠心分離し、上清を取り除いた。沈殿を風乾後、

Nuclease-free DW 15 μl に懸濁し、Nano Drop を用いて濃度測定し、5’-mono リン酸化 RNA

として以後の実験に用いた。5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定は、作成した 5’-mono

リン酸化 RNA 50 ngを基質として、30 mM Tris-HCl (pH 8.0)、5 mM MgCl2、50 mM NaCl、

0.5 mM DTTの反応液中に酵素 40 ng: FEHc-XRN2 (wt) もしくは FEHc-XRN2 (ΔN278)を添
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加し、40℃条件下 10、20、30分間酵素反応を行った。その際に GST もしくは GST-CARF

を 50 ng添加し、CARFによる XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性への影響を調べ

た。反応温度の条件検討を行う際は FEHc-XRN2 恒常発現温細胞から精製した FEHc-

XRN2を用いて、反応時間 90分間で酵素反応を行った。コントロールとして親細胞から

同じ操作をして得られた画分を用いた。Loading Buffer (80%ホルムアミド、0.025% ブロ

モフェノール、10 mM EDTA (pH8.0)) を 5 μl 添加することにより酵素反応を止めた後、

ローディングコントロールとして 4 μM Oligo nucleotide: 5’-

CACCGCTCCTAAATGCAGCTATTGACGAATCAATAGCTGCATTTAGGAGC-3’を 1.1 μl 添

加し、8% アクリルアミド/7.5 M Urea PAGE により RNA及び DNAを分離した。エチジウ

ムブロマイド溶液で 30 分間染色を行い、LAS4000で取り込み、AU として得られる相対

的な量を求めた。 

 

5-2-11 siRNAによる CARFのノックダウン 

 35 mm ディッシュに 80%細胞密度に培養した HeLa 細胞もしくは CARF恒常発現細胞

をトランスフェクション前に 1 ml の Opti-MEMIに培地交換した。35 mm ディッシュ 1枚

に対して 1) Lipofectamin 2000 2.5 μl と Opti-MEMI 250 μl、2) 60もしくは 100 pmol の

siRNA (コントロールとして scRNAを使用) と Opti-MEMI 250 μl を混合し、室温で 5分間

インキュベートした。1) 及び 2) を混合し、20 分間インキュベート後、Opti-MEMIに培

地交換した HeLa 細胞から Opti-MEMIを除き添加しトランスフェクションを行った。

37℃、5% CO2条件下 5 時間培養後、ノーマル培地に培地交換した。その後、必要にあわ

せてトランスフェクション後 48時間後に再度 siRNAのトランスフェクションを同様に行

った。適宜継代及びスケールアップを行い実験に用いた。 

・Stealth siRNA for CARF (siRNA):  

5′-GCUCAGAGGUAGAAUUGCCACUAUU-3′ 

5′-AAUAGUGGCAAUUCUACCUCUGAGC-3′ 
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・Stealth siRNA for control (scRNA):  

5′-AAAUAGUGUAGACCAAUGCUUGUCU-3′  

5′-AGACAAGCAUUGGUCUACACUAUUU-3′ 

 

5-2-12 qRT-PCR による XRN2 及び CARFの mRNA量の定量化 

 4-2-4に従い抽出した RNAを PrimeScript® RT reagent Kit (Perfect Real Time) のマニュア

ルに従い、抽出した RNAから qRT-PCR 用 cDNAを作成した。GoTaq® qPCR Master Mix

を用いて添付のマニュアルに従って qRT-PCR を行い、XRN2 及び CARF の mRNA量を定

量した。実際には、Go Taq qPCR Master Mix を 10 μl、下記の primer set を 10 μM 濃度で

0.5 μl、template DNAを 3 μl、DNase、RNase free DW を 6 μl を用いて、下記の Standard 

cycling program により Real Time PCR を行った。ΔCT method法 (202) を用いて検量線を作

製し、定量化した。Actin の mRNA量を内部標準として用いて試料内の mRNAをノーマラ

イズした。 

Primer set:  

・XRN2 forward: 5’-TGTTGCTCTCTTGCCATTCGT-3’ 

・XRN2 reverse: 5’-TGGGTGATGTTTCCCCACAAA-3’ 

・CARF forward: 5’-TCAAAGTGACAGATGCTCCAAC-3’ 

・CARF reverse: 5’-GGTTTTTGCGTGATCTTGCTC-3’ 

・Actin forward: 5′-CATGTACGCGTTGCTATCCAGGC-3′ 

・Actin reverse: 5′-CTCCTAATGTCACGCACGAT-3′ 

Standard cycling program 

95℃、2分間を 1サイクル、95℃、15秒間、60℃、60秒間を 40サイクル、60-95℃、各

サイクル終了後にデータを取得した。 
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5-2-13 CARF薬剤誘導発現細胞を用いた過剰発現による XRN2の発現量への影響の検出 

Doxycycline濃度 0、10 ng/ml で CARFの発現を 72時間誘導した約 80%細胞密度の

TOCARF 細胞を PBS で洗浄後、1 mM PMSFを含む PBS に懸濁し、BioRuptorを用いて

4℃、LEVEL high: 20 秒間、インターバル: 60 秒間を 3サイクル行い、細胞を破砕した。

タンパク質量を定量し、細胞抽出液 20 μgを用いてイムノブロットにより解析を行った。

イムノブロットの結果を Image J により解析し、GAPDHを用いてノーマライズし、コン

トロールを 1として相対的な値で表した (n=3)。4-2-4に従い RNA を抽出し、5-2-11に従

い qRT-PCR により XRN2 の mRNA量を調べた (n=3)。 

 

5-2-14 CARF一過的過剰発現細胞を用いた過剰発現による XRN2の発現量への影響の検出 

HeLa 細胞に CARF-FLAG 発現プラスミドベクターpcDNA3.1 (+)/CARF-FLAGを 2-2-10

に従ってトランスフェクションした。コントロールとして pcDNA3.1 (+)-FLAGをトラン

スフェクションした。トランスフェクション 48時間後に、5-2-12と同様の方法で細胞を

回収、XRN2の発現量を解析した。 

 

5-2-15 CARFノックダウンによる XRN2の発現量への影響の検出 

CARFをノックダウンした約 80%細胞密度の HeLa 細胞を PBS で洗浄後、1 mM PMSF

を含む PBS に懸濁し、BioRuptorを用いて 4℃、LEVEL high: 20秒間、インターバル: 60

秒間を 3サイクル行い、細胞を破砕した。タンパク質量を定量し、細胞抽出液 10 μgを

用いてイムノブロットにより解析を行った。イムノブロットの結果を Image J により定量

化し、GAPDHを用いてノーマライズし、コントロールを 1として相対的な値で表した 

(n=3)。4-2-4に従い RNAを抽出し、5-2-11 に従い qRT-PCR により XRN2 の mRNA量を

解析した (n=3)。 
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5-2-16 CARF過剰発現細胞における免疫染色 

 Doxycycline濃度 0、10 ng/ml で CARFの発現を 72時間誘導した約 70%細胞密度の

TOCARF 細胞、CARF恒常発現細胞もしくは CARF変異体恒常発現細胞を 2-2-3に記載し

た方法で免疫染色を行った。TOCARF 細胞の結果については CARF発現細胞と CARF 非

発現細胞について XRN2 の核小体おける存在が減少し、核内で XRN2 が染色されない領

域がある細胞を数え、グラフに示した。 

 

5-2-17 CARF恒常発現細胞における CARFノックダウンの影響について免疫染色による検

出 

 CARF恒常発現細胞に 5-2-14と同様の方法で siRNAによる CARFのノックダウンを行

い、約 70%細胞密度の細胞を用いて 2-2-3に記載した方法で免疫染色を行った。同時に実

験を行った細胞を PBS で洗浄後、1 mM PMSFを含む PBS に懸濁し、BioRuptorを用いて

4℃、LEVEL high: 20 秒間、インターバル: 60 秒間を 3サイクル行い、細胞を破砕した。

タンパク質量を定量し、細胞抽出液 10 μgを用いてイムノブロットにより解析を行った。

イムノブロットの結果を Image J により定量化し、GAPDHを内部標準として用いてノー

マライズし、コントロールを 1として相対的な値として表した (n=3)。 

 

5-2-18 CARFによる XRN2 の細胞内局在への影響について細胞分画、イムノブロットによ

る検出 

siRNAを用いて CARFに対するノックダウン行った 72時間後の約 80 %細胞密度の

HeLa 細胞もしくは CARF恒常発現細胞を PBS で洗浄後回収し、buffer F (16.7 mM Tris-

HCl (pH 8.0), 50 mM NaCl, 1.67 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 0.05% TritonX-100): 1ml に懸濁後、

氷上で 5分間インキュベートし溶解した。それぞれのコントロールとして、scRNAをト

ランスフェクションした HeLa 細胞もしくは親細胞である Flp-In T-REx 293 細胞を用い

た。その細胞溶解物を 1,000 g、4 C 条件で 5 分間遠心分離後、上清を回収し cytosol 
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fraction (C) を得た。沈殿を buffer F: 1ml で洗浄後、buffer G (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 

mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM PMSF): 0.5 ml に懸濁した。オンタイム 20秒間、インターバ

ルタイム 90秒間を 1セットとし、Bioruptor を用い、ハイレベル設定で 2回ソニケーショ

ンを行い、沈殿を破砕した。そのソニケートを 15,000 g、4 C 条件で 15分間遠心分離

後、上清を回収し nuclear extract fraction a (NEa) を得た。沈殿を buffer G: 0.5 ml に懸濁し

た。オンタイム 20秒間、インターバルタイム 90秒間を 1セットとし、Bioruptorを用い、

ハイレベル設定で 10回ソニケーションを行い、沈殿を破砕した。そのソニケートを

15,000 g、4 C 条件で 30 分間遠心分離後、上清を回収し nuclear extract fraction b (NEb) を

得た。沈殿を buffer E (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM DTT, 1 

mM PMSF): 0.5 ml に懸濁後、前述した条件でソニケーションを行い、沈殿を破砕した。そ

のソニケートを 16,000 g、4 C 条件で 30分間遠心分離後、上清を回収し nucleolar/Cajal 

bodies extract fraction (NoE) を得た。得られたフラクションのタンパク質量を希釈したサ

ンプルと同じ濃度の detergent 存在下で検量線を作成し、タンパク質定量を行い、等量の

各フラクションを用いてトリクロロ酢酸 (TCA) 沈殿、エタノール洗浄を行った。沈殿に

0.1 ml の 1 x SDS sample buffer を添加し、ミキサーで 30分間攪拌し、溶解した。試料をイ

ムノブロットに用いた。 
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第 3節 結果 

5-3-1 CARFによる XRN2 の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性に対する影響 

 緒言で述べたように第 3章の結果から、CARFは XRN2の 5’-3’エキソヌクレアーゼ活

性部位に相互作用する可能性が考えられる。そこで、CARFが XRN2 の 5’-3’エキソヌク

レアーゼ活性を阻害する可能性について調べた。In vitro 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活

性測定には、基質として 5’-mono リン酸化 RNAを用い、酵素は XRN2 及びコントロール

として活性欠失 XRN2 変異体 (ΔN278) は Flp-In T-REx 293 細胞において過剰発現させ

FLAGタグを利用して pull down精製したものを用いた。XRN2及び ΔN278の模式図を

Fig. 5-2に示した。活性測定に使用した CARFは、GST タグ融合組換えタンパク質として

大腸菌において発現させたものを GST アフィニティ精製したものを、またコントロール

には GST タンパク質を用いた。酵素反応後、Urea PAGEにより分離した RNAをエチジウ

ムブロマイド染色により可視化し、XRN2酵素活性により分解された RNA量を測定し

た。その模式図を Fig. 5-1に示した。 

 第一段階として、C 末端に FLAGタグ、TEVプロテアーゼ認識 site、HAタグ (FEHcタ

グ) を付加した FEHc-XRN2 の精製を試みた。FEHc-XRN2 (wt) 恒常発現細胞を樹立、2-2-

11に記載した方法で分画した Nuclear extract fraction 1から FLAG タグに対する pull down

法により精製した。精製した FEHc-XRN2 (wt) をイムノブロットにより解析した結果、精

製した FEHc-XRN2 (wt) は pull downにより精製、濃縮され、核マーカーである Lamin B

を含まなかった (Fig. 5-3)。この結果から、夾雑物である他の核タンパク質の混入は少な

いと判断した。この精製 FEHc-XRN2を用いて、XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活

性測定を行うこととした。 

GST-CARF及び GST の精製を Glutathione Sepharose 4Bカラムを用いて行った。得られ

た GST-CARF及び GST を SDS PAGEにより分離後、CBB染色により可視化した (Fig. 5-

4, 5-5)。その結果、Glutathione Sepharose 4B カラムを用いた精製により予想した分子量の

GST-CARF (約 87 kDa) 及び GST (約 26 kDa) を得た。 



 

172 

基質として使用した 5’-mono P-RNAを合成し、8% Urea PAGE により分離した。RNA

をエチジウムブロマイド染色により検出後、5’-mono-P-RNAを 1として相対的な値を示し

た (Fig. 5-6右)。また電気泳動による分子量推定により約 515 nt の 5’-mono P-RNA が合成

されたことを確認した (Fig. 5-6右)。 

5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定の温度条件を検討した。5’-mono P-RNA 50 ngと

FEHc-XRN2を 4、25、31、34、37、40、45、65℃条件下で 90分間酵素反応を行った 

(Fig. 5-7)。その結果、40℃反応条件の酵素活性が最も高かった。一方、高温の酵素反応は

XRN2非存在下でも 5’-mono P-RNAの分解がみられた。この分解がコントロールとして使

用した XRN2を過剰発現していない細胞から得られた画分の 5’-3’エキソリボヌクレアー

ゼ活性によるものか、熱分解によるものかを明らかにするために、基質として使用した

5’-mono P-RNAを各温度条件: 4、25、31、37、45、65℃で 30分間インキュベートし、解

析した (Fig. 5-8)。その結果、65℃で 30分間の条件で RNAの分解が観察された。前述し

た XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定で用いた 90分間の反応時間でも、RNA

の分解が起こったと考えられた。このことから、高温の酵素反応で観察された RNAの分

解はコントロールとして使用した画分に含まれるタンパク質の影響ではないと結論づけ

た。以後、40℃で酵素反応を行うこととした。 

観察されているリボヌクレアーゼ活性が真の XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活

性であることを示すための活性測定のネガティブコントロールとして、5’-3’エキソリボヌ

クレアーゼ活性ドメインを欠いた活性欠失変異体に FEHcタグを付加した FEHc-XRN2 

(ΔN278) を用いた。FEHc- XRN2 (ΔN278) を一過的に過剰発現させた細胞を分画し、

Cytosol fraction 及び Nuclear extract fraction 1から FLAGタグに対する pull down法により精

製した。イムノブロットを行った結果、精製した FEHc- XRN2 (ΔN278) は主に Cytosol 

fraction に存在していた (Fig. 5-9)。Cytosol fraction から精製した FEHc- XRN2 (ΔN278) 及

び FEHc- XRN2 (wt) は pull down法により濃縮、精製され、細胞質マーカーである

GAPDHを含まなかった (Fig. 5-9)。このことから、夾雑物である他の細胞質タンパク質の
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混入は少ないと推測された。Cytosol fraction から精製した FEHc- XRN2 (ΔN278) 及び

FEHc- XRN2 (wt) を用いて、GST-CARFによる XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活

性への影響を解析した。 

基質 5’-mono-P-RNA 50 ngに酵素 40 ng: FEHc-XRN2 (wt) あるいは FEHc-XRN2 (ΔN278) 

を添加し、GST あるいは GST-CARF (50 ng) 存在下 40℃で 10、20、30分間酵素反応を行

った。GST-CARFによる XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性に対する影響は検出

できなかった (Fig. 5-10)。 さらに GST-CARFを添加する量を 800 ngに増やしたが、GST-

CARFによる XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性に対する影響は検出できなかっ

た (結果未提示)。XRN2 を精製した際に XRN2 相互作用因子群を含んでいて、CARFの影

響が検出できていない可能性が考えられた。そこで、HAタグによる pull down、TEVプ

ロテアーゼによる溶出、そして FLAGタグによる pull downを行う 3 段階精製を行った

XRN2を用いて、5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性を測定した (Fig. 5-11, 5-12)。その結

果、XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性が著しく低下し、XRN2 と基質を 120分間

反応させた条件でもコントロールと比較して僅かな RNAの分解しか検出されなかった。

多段階精製により、XRN2 の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性が失活した可能性が考えら

れる。 

 

5-3-2 CARFによる XRN2の発現量への影響についての検証 

緒言で述べた理由から CARF薬剤誘導発現細胞及び一過的過剰発現細胞を用いて CARF

による XRN2の発現量への影響について解析した。その結果、CARFの過剰発現による

XRN2の発現量への影響は検出されなかった (Fig. 5-13-a, 5-13-b)。さらに CARFのノック

ダウンによる XRN2の発現量に対する影響についても解析した。CARFノックダウンによ

り CARFの mRNA量が 20%程度まで減少した細胞においても、XRN2 の発現量に影響が

なかった (Fig. 5-14)。 
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5-3-3 CARFによる XRN2 の細胞内局在の変動 

CARFが XRN2の細胞内分布を変えることにより 5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシン

グにおける XRN2の働きを阻害する可能性について調べた。はじめに、CARFの過剰発現

により XRN2の細胞内分布が変化するのか調べた。CARF薬剤誘導発現細胞を用いて

CARFの発現による XRN2 の細胞内分布への影響を免疫染色により解析した。その結果、

CARFが過剰発現した細胞では XRN2が核にも核小体にも分布するが、そのうち核小体へ

の分布が減弱した (Fig. 5-15)。CARFが過剰発現した細胞において XRN2 の分布が変化し

た細胞数を調べた結果、免疫染色した写真 12 枚中平均 92.8%の細胞において XRN2の核

小体での染色が減弱した。 

次に、CARF恒常発現細胞における XRN2の細胞内分布を解析した。その結果、CARF

恒常発現細胞において CARF薬剤誘導発現による影響と同様に XRN2 は核にも核小体に

も分布するが、そのうち核小体の分布が減弱した (Fig. 5-16)。他の過剰発現系を用いても

CARFが XRN2の細胞内分布を変化させた。 

また、前述した XRN2 の細胞内分布変化が CARFと XRN2の相互作用によるものなの

か間接的な影響なのかを CARF変異体恒常発現細胞を用いて調べた。その結果、第 3章に

おいて XRN2との相互作用がみられなかった CARF変異体: C1、C2、NC を恒常発現した

細胞では XRN2の細胞内分布の変化は観察されなかった (Fig. 5-17)。一方で、XRN2との

相互作用した CARF変異体: N1、N2の恒常発現細胞では XRN2の細胞内分布の変化が観

察された (Fig. 5-17)。これらの結果から、CARFとの相互作用が XRN2 の細胞内分布を変

化させることが明らかになった。 

次に、CARF恒常発現細胞に siRNAによる CARFのノックダウンを行うことにより

XRN2の細胞内分布が元に戻るか調べた。XRN2 の核内の分布を調べるために核小体のマ

ーカーである Fibrillarin の分布を調べた。その結果、CARFのノックダウンによって

FLAG-CARF染色の減弱がみられた細胞では、XRN2の核小体での染色が確認された (Fig. 

5-18)。このことは、CARFが XRN2を核質に留めることを示唆している。 
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最後に、蛍光免疫染色の手法に加えて、細胞分画法を用いて XRN2 の細胞内分布が

CARFによって変化するのか検証した。siRNAにより CARFをノックダウンした HeLa 細

胞を細胞分画し、イムノブロットにより XRN2 の細胞内分布を調べた。その結果、CARF

のノックダウンにより Nucleolar/Cajal bodies extract fraction における XRN2の分布が増加

し、Nuclear extract fraction aにおける XRN2の量が減少した (Fig. 5-19)。このことから、

CARFが XRN2を核質に留める機構に関与することが示唆された。逆に、CARF恒常発現

細胞を分画し、イムノブロットにより CARF過剰発現による XRN2 の細胞内分布への影

響を調べた。その結果、CARF恒常発現細胞は親細胞株 Flp-In T-REx 293 細胞と比べて、

Nucleolar/Cajal bodies extract フラクションにおける XRN2の量が減少し、Nuclear extract 

fraction aにおける XRN2 の量が増加した (Fig. 5-20)。このことから、細胞分画法を用いて

も CARFが XRN2の細胞内局在を核質に留めることが明らかになった。 

  



 

176 

第 4節 小括 

前章において、5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2 の働きを CARF

が阻害することが明らかになったことから、その作用機序について調べた。CARFが

XRN2の酵素活性を阻害することにより、XRN2 が有する 5’ETS 領域の pre-rRNAプロセ

ッシングの過程が阻害される可能性について解析した。XRN2を過剰発現させた細胞から

3段階精製により得られた XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性は著しく低下してい

た(Fig. 5-11, 5-12)。多段階の精製により、XRN2 を失活させた可能性が考えられる。原因

として 1) 精製に時間が掛かったために途中で酵素活性が失活した、2) 酵母オーソログ

Rat1 の酵素活性が Rai1 により促進される (192) ように XRN2の酵素活性には他の因子が

必要であり、3段精製を行う途中でその因子が外れた可能性が考えられた。大腸菌で発現

させ精製した recombinant XRN2を用いた in vitro での XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアー

ゼ活性測定の報告があることから (180)、前述の 2)の可能性は除外した。そこで、HAタ

グに対する pull down法と FLAGタグに対する pull down法で比較し、収量の多かった

FLAGタグに対する pull down 法のみで精製した FEHc-XRN2を用いて 5’-3’エキソリボヌ

クレアーゼ活性測定を行った (Fig. 5-7)。その結果、XRN2の 5’-3’エキソリボヌクレアー

ゼ活性が十分に測定可能であった。さらに、分画した細胞抽出液から精製した XRN2を用

いて 5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性測定を行った。コントロールとして用いたΔN278

が cytosol fraction に分画された。そこで、夾雑物を同じにするために XRN2についても

cytosol fraction 分画から精製した。第 3章 3-3-3の mKGレポーターシステムを用いた結果

から、CARFと XRN2は核質で相互作用するので、核質と細胞質で XRN2のリン酸化など

の修飾が異なり、cytosol fraction から精製した XRN2を用いた 5’-3’エキソリボヌクレアー

ゼ活性への CARFの影響が検出されなかった可能性も考えられる。活性測定に用いた

XRN2は FLAGタグに対する pull downのみを用いた精製だったので、CARFを含む

XRN2相互作用因子群を含んでいる可能性が考えられる。このために精製した recombinant 

CARFを反応させても、5’-3’エキソリボヌクレアーゼ活性に影響がみられなかった可能性
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も考えられる。酵素反応開始 10分後に基質である RNAが全て分解されていることから 

(Fig. 5-10)、反応時間や温度、XRN2、基質、CARFの添加量などの条件を検討することが

必要である。CARFが XRN2の酵素活性へどのような影響を与えるかを結論づけるには更

なる検証が必要である。C. elegansでは、CARFの N末端領域に存在する DUF3469ドメイ

ンを持つ PAXT-1は XRN2 のエキソリボヌレアーゼ活性を促進する (133)。PAXT-1の

DUF3469ドメインは XRN2 のエキソリボヌレアーゼ活性へ影響を与えるのではなく、

XRN2との相互作用の安定化に働いている (133) ことから、CARF は XRN2のエキソリボ

ヌレアーゼ活性に影響を与えない可能性が考えられる。 

  CARFが XRN2の細胞内分布を変えて 5’ETS 領域の pre-rRNA プロセッシングにおける

XRN2の働きを阻害する可能性について解析した。免疫染色法により CARFを過剰発現さ

せた影響を調べた結果、核質及び核小体で見られた XRN2の染色のうち核小体での染色が

減弱した (Fig. 5-15, 5-16)。この CARFの過剰発現による XRN2の核小体での染色の減弱

が CARFのノックダウンによって、XRN2の核小体での染色が確認されるようになった 

(Fig. 5-18)。これらの結果から、CARFが XRN2 を核質に留めることが明らかになった。

XRN2の細胞内局在変化が CARFと XRN2の相互作用によるのか間接的なものなのかを調

べた際に、CARF変異体 NC は非常に発現が低く、免疫染色によるはっきりした染色像が

得られなかった。これは第 3章における一過的過剰発現の実験系においても発現が確認で

きなかった結果とも符合する。細胞分画法を用いた生化学的手法により XRN2の細胞内分

布が CARFにより制御されるのか解析した結果でも、CARFが XRN2を核質に留めていた 

(Fig. 5-19, 5-20)。免疫染色法を用いた実験及び生化学的手法を用いた実験でも HeLa細

胞、Flp-In T-REx 293 細胞と 2種の細胞株を用いたことから、ある細胞株特異的な現象と

は考えにくい。 

以上の結果から、CARFは XRN2を核質に留めることにより、5’ETS 領域の pre-rRNA

プロセッシングにおける XRN2の働きを阻害することが明らかになった。次章では総括と

して本論文を簡潔にまとめ、今回発見した CARFの新規細胞内機能の生理的意義について
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包括的に議論を試みる。 
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第 6章 総括 

本学位論文において、以下の 9点を明らかにした。 

1) CARF は、リボソーム生合成に関与するタンパク質 3 種、pre-mRNA スプライシングに

関与するタンパク質 7 種、シャペロンタンパク質が 4 種、p53 関連アポトーシスに関与す

るタンパク質、翻訳に関与するタンパク質、機能未知タンパク質、その他のタンパク質 2種

の計 19種のタンパク質と相互作用する。 

2) CARFは、1) で同定したタンパク質のうち XRN2と細胞内の核質で直接相互作用する。 

3) CARFは、その N末端領域 1-175 aaを介して XRN2と相互作用する。 

4) XRN2は、その 1-680 aaを介して CARFと相互作用し、XRN2の 1-151 aa、501-680 aaが

必要である。 

以上 4つの結果から、XRN2 が CARFの相互作用因子であると結論づけた。 

その相互作用の生理機能として XRN2のリボソーム生合成における働きに CARFが関与す

るか調べ、下記の事項を明らかにした。 

5) CARFは、5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングで 01 siteの切断における XRN2の働

きを阻害する。 

6) CARFは、5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングで 01 siteの切断が起こらないと次の

pre-rRNAプロセッシング過程へ進ませないという品質管理の役割を果たす XRN2の作用

を阻害しない。 

7) CARFは、pre-rRNA プロセッシングで XRN2 による 5’-ETS-pre-rRNA fragments の分解

を阻害する。 

以上 3つの結果から、5’ETS 領域の pre-rRNA プロセッシングにおける XRN2の 2つの働

きを CARFが阻害すると結論づけた。 

更に、そのメカニズムについて解析を行い、下記の事項を明らかにした。 

8) CARFは、XRN2の発現量に対して影響を与えない。 

9) CARFは、XRN2を核質に留める。 
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これらの結果から、CARFは XRN2を核質に留めることにより、5’ETS 領域の pre-rRNA

プロセッシングにおける XRN2の働きを阻害すると結論づけた。本研究により初めて明ら

かにされた CARFが XRN2 を核質に留めること、pre-rRNAプロセッシングにおける

XRN2の働きを CARFが阻害することの生理的意義について考察する。 

 

「pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2の生理的機能と CARF」 

CARFの既知の生理機能は、ARF依存的/非依存的に p53-p21WAF経路を介してがん細胞

の増殖を調節すること (43, 126) や p53-p21 WAF経路以外に、ミトコンドリアストレスに含

まれる ATM-ATR や Ras-MAPK、RB-E2F1 経路を介してアポトーシスを引き起こすことも

知られている (131) が、いずれにしても細胞の異常を感知して働くシグナル経路を介し

た機能である。一方、本論文において見出された CARFが XRN2を核質に留め、5’ETS 領

域の pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2 の働きを阻害することは通常条件下の細胞

での生理的機能である。 

第 4章において CARFは、5’ETS 領域の pre-rRNAプロセッシングで 01 siteの切断にお

ける XRN2の働き及び XRN2による 5’-ETS-pre-rRNA fragments の分解を阻害することを

明らかにした。一方で、01 siteの切断が起こらないと次の pre-rRNA プロセッシング過程

へ進ませないという品質管理の役割を果たす XRN2の作用を阻害しなかった。01 siteの切

断において XRN2以外の多くの因子: nucleolin (159, 160, 161)、U3 snoRNP (158, 203)、U14 

snoRNP (203)、U17 snoRNP (203)、E3 snoRNP (203)、UTP4 (158, 204)、UTP10 (158, 204)、

UTP12 (158)、UTP23 (158)、UTP24 (158)、RCL1 (158)、BMS1 (158)、IMP3 (158) 、MTR4 

(158) が働くことが報告されている。まず、rDNAに SSU processome の complex である

tUTP complex が相互作用し、そのことにより U3 snoRNP complex、MPP complex、bUTP 

complex などが recruit されると推測されている (158, 161)。SSU processome、MTR4、

nucleolin、XRN2などの働きにより、01 siteが切断される (158)。nucleolin の pre-rRNA結

合部位は 01 siteを含む領域であり (161)、01 siteが切断され、pre-rRNA fragment: 5’-01が
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切り離されることにより nucleolin と pre-rRNA の結合が不安定になり、SSU processomeを

含む complex 群から遊離する可能性が考えられる。SSU processome と Nucleolin の結合量

から、Nucleolin は U3 snoRNP を pre-rRNAに輸送後、01 siteを切断するエンドヌクレアー

ゼが結合できるように遊離する可能性も提案されている (161)。01 site の切断に必須な

SSU processome構成 complex である tUTP も 01 site 切断中もしくは切断後すぐに pre-rRNA

から遊離する (161)。このように 01 site切断に伴い、いくつかのタンパク質 (01 site-trans-

actingタンパク質群と名付ける) が遊離し、次の pre-rRNAプロセッシング過程に必要なタ

ンパク質が SSU processome を含む complex 群に結合する (158, 161)。そこで、01 site切断

後 01 site-trans-actingタンパク質群が complex 群から遊離する際に XRN2 が重要な役割を

担うという仮説をたてた。01 site切断後 01 site-trans-actingタンパク質群が XRN2により

complex 群から遊離することで、次の pre-rRNAプロセッシング過程に必要なタンパク質

が complex 群に結合し、次の pre-rRNAプロセッシング過程に進むことができると考えら

れる。第 4章で CARF過剰発現条件において CARFにより XRN2が核質に留められ、01 

siteに XRN2が分布しないために、本来なら XRN2 により complex 群から遊離する 01 site-

trans-actingタンパク質群が遊離できず、次の pre-rRNAプロセッシング過程に必要なタン

パク質が complex 群に結合できないため次の pre-rRNAプロセッシング過程に進むことが

できなかったと推論される。そのため 01 site の切断が起こらないと次の pre-rRNAプロセ

ッシング過程へ進まないという XRN2の品質管理に CARFが影響しなかった実験結果に

なったと推論される。一方で、01 siteの切断や 5’-ETS-pre-rRNA fragments の分解は、

5’ETS 領域付近に XRN2 が存在する必要があり、CARFにより 5’ETS 領域付近に XRN2が

分布しないために、CARFによりこれらの生理的機能が阻害されたと考えられ、前述した

仮説と第 4章の実験結果は符合する。しかし、XRN2をノックダウンしたときには次の

pre-rRNAプロセッシング過程に進むことができるので、他の XRN2 の作用が存在するも

しくは XRN2が仮説の役割を担っていないと考えられ、更なる研究が必要である。 

この pre-rRNAプロセッシングにおける XRN2 の生理的機能の CARFによる阻害は正常
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の状態ではバランスが保たれているが、細胞の異常を感知して CARFが増加すると、不要

な 5’ETS-pre-rRNAs が分解されず、新規の必要な pre-rRNAs の合成の材料として使用する

ことができないため rRNAのリサイクリングが滞る可能性が考えられる。増殖期にある細

胞は、消費する 70〜80％のエネルギーと物質をリボソーム合成に費やす必要があり、速

やかな rRNAのリサイクリングが必須である。CARFの過剰発現状態が続けば、XRN2の

pre-rRNAプロセッシングが CARFにより阻害された状態が続き、長期間に渡れば rRNA

の生合成が低下する可能性が考えられる。CARFの過剰発現が細胞増殖を抑制する報告も

あり (130, 132) 、今まで考えられてきた様々なシグナル経路を介した働きのみではなく

CARFが XRN2の pre-rRNA プロセッシングにおける生理的機能を阻害することに起因す

る細胞増殖停止である可能性も考えられる。 

 

「XRN2の細胞内局在と CARF」 

第 2章小括で述べたように XRN2は核質における pol IIによる RNA 転写の終結を促進

する (178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185) ことから、pol IIによる pre-mRNA転写の終結

点に CARFが XRN2を留めることも予想される。hnRNPK は XRN2 を poly(A)シグナル配

列下流の poIIによる RNA転写の終結点へ留める報告 (184) があり、第 2章で同定された

相互作用因子群に hnRNP Kが含まれたことから、CARFが XRN2及び hnRNP Kと複合体

を形成し、XRN2を pol IIによる RNA転写の終結点に XRN2を留めることも考えられ

る。同じ場所に XRN2 を留める他のタンパク質は p54や PSFが報告されており、これら

タンパク質の相互作用因子群に hnRNP Lが含まれていた (180)。hnRNP Lは XRN2の C

末端側: 786-950 aaを介して相互作用している (180) ことと、第 3 章で CARFが XRN2: 1-

680 aaを介して直接相互作用すること (Fig. 3-12) は、XRN2上の CARFと hnRNPLのに

おける相互作用領域が重複しないことを示している。これら 3つのタンパク質は 3量体を

形成する可能性が考えられる。更に、XRN2-hnRNP K は直接相互作用であり (184)、

hnRNP K相互作用因子群に hnRNP Lが XRN2 と共に含まれていた (184) ことを前述の
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hnRNP Lと CARFの XRN2 の相互作用領域を併せて考えると、hnRNP K の相互作用領域

が狭い範囲に限定されるが、相互作用領域が重複しないことから 4つのタンパク質は 4量

体を形成する可能性も考えられる。これらのことから、CARFが XRN2 を pol IIによる

pre-mRNA転写の終結点に留め、その反応を促進している可能性も考えられる。細胞の異

常を感知して CARFが増加すると、XRN2が pol IIの pre-mRNA転写の終結点に必要以上

に蓄積し、pol IIによる pre-mRNA転写の終結が過剰に進み、細胞増殖が正常に行われな

い可能性も考えられる。 

 

「がん抑制と CARF」 

CARFは ARFと相互作用し、p53-p21WAF経路を介して細胞増殖を抑制する (43, 126)。

本研究において CARFは XRN2とも相互作用することが明らかとなったことから、ARF

と XRN2が CARFを相互作用因子として競合すると推測される。ARFは CARFを介さな

い経路においてがん化抑制機能を果たす (15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22) ので、CARFと相互

作用していない ARF もがん化抑制機能を果たすと考えられる。前述したように CARFが

XRN2の pre-rRNAプロセッシングを阻害することによりリボソーム生合成が低下し、細

胞増殖が低下する可能性も考えられる。従って、CARFが関与する 2つの作用機序により

がん化抑制が促進されると考えらる。がん細胞特異的に CARFの発現を誘導できるような

薬剤を開発できれば、新たな抗がん剤の開発につながる可能性が期待される。CARFを中

程度過剰発現すると細胞増殖を抑制したが、過度に過剰発現するとヌードマウスにおいて

がんを形成した (132) という報告を考慮すると、細胞内の CARFの量を厳密に規定でき

なくてはならない。抗がん剤である doxorubicin を U2OS 細胞や HeLa細胞に低濃度条件で

添加すると、CARFが増加し、細胞増殖が停止した (130)。この現象は CARFの増加によ

るのではなく、doxorubicin の細胞傷害性に起因する可能性も考えらる。今後、CARFと

XRN2の相互作用や生理的機能に関する更なる研究が進み、私の研究を基礎として新規抗

がん剤が開発されることを待ち望みたい。  
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