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１． はじめに  

 

液性因子Wnt5aは、その受容体であるRor2受容体型チロシンキナーゼを介するシグナル伝達により

細胞極性・細胞運動を制御し、形態形成過程において重要な役割を担っている（文献1）。これま

でに我々は、Wnt5a-Ror2シグナルが糸状突起、葉状突起や浸潤突起の形成を制御し、核膜の形態変

化を伴うような細胞運動にも関与することを明らかにした（文献2-4）。最近我々は、Wnt5a-Ror2

シグナルにより形成される糸状突起が、Rhoファミリー低分子量Gタンパク質であるRif (Rho in 

filopodia)により形成される糸状突起と細胞生物学的特性がきわめて類似することを見出した（文

献5, 6参照、未発表）。また、免疫沈降法／質量分析法による解析から、Rif結合分子としてグア

ニンヌクレオチド交換因子であるRap1GDS1（文献7）や核膜タンパク質でありEmery-Dreifuss筋ジ

ストロフィーの原因遺伝子産物として知られるエメリン（文献8, 9）などを同定することに成功し

た（未発表）。エメリンについては、その核膜での局在に加えて、核膜形態・機能と密接に関連す

ることが知られている（文献10）。そこで、このような研究成果や研究背景を踏まえて、本研究に

おいては「Wnt5a-Ror2シグナルは、Rifを介して、細胞膜形態・機能を制御するとともに、核膜形

態・機能を制御する」という作業仮説を立て、その検証を試みた。 

 

 

２． 方法 

 

まずRor2を発現していないL細胞を用いて、この細胞にRor2、活性化型Rif [Rif(QL)変異体]を発現

させ、形成される糸状突起の性状を細胞生物学的に比較検討した。また、Ror2（またはWnt5a-Ror2

シグナル）による糸状突起形成について、Rif及びCdc42の優性阻害性変異体 [それぞれRif(TN)、

Cdc42(TN)変異体] の発現が与える影響を解析した。また、NIH3T3細胞ではRor2による糸状突起形

成が観察されなかったが、NIH3T3細胞ではRifの下流で機能するエフェクター分子であるmDia2 

(mammalian homolog of Drosophila diaphanous) の発現が殆ど検出されず、このことがこの細胞

でRor2による糸状突起の形成が認められない理由と考え、この細胞にmDia2を発現させるという再

構成実験を行った。次に、免疫沈降法／質量分析法によるRif会合候補分子として同定したRap1GDS1、

エメリン、DDB1 (damage-specific DNA binding protein 1)（文献11、12）について、これらが実

際に細胞内でRifと結合するかどうかを確認するために、培養細胞にRifとともにこれらの各分子を

発現させ、共免疫沈降法／免疫ブロット法により分子間の結合を解析した。また、Rifとエメリン

の機能的連関を解析する目的で、両分子を内在性に発現している培養細胞に、優性阻害性Rif変異

体[Rif(TN)]を発現させ、エメリンタンパク質の発現や局在に与える影響を検討した。その結果見

出された“Rif(TN)によるエメリンタンパク質の発現抑制”について、薬理学的手法によりその機

序解析を行った。 

 

 

３． 結果 研究成果 

 

L細胞においてRor2あるいは活性化型Rif [Rif(QL)]の発現による糸状突起の形成部位や形状等を

詳細に比較したところ、両者が非常に類似することが示された。Ror2の発現により誘導される糸状

突起形成は、Rifの優性阻害性変異体 [Rif(TN)]の発現により抑制されたものの、Cdc42の優性阻害

性変異体 [Cdc42(TN)]の発現によっては影響を受けず、Ror2はRifを介して糸状突起形成を誘導す

ることが示唆された。また、NIH3T3細胞ではRifの下流のエフェクター分子であるmDia2の発現が欠

失しており、Ror2による糸状突起形成は観察されないが、mDia2を発現させることにより糸状突起

形成が回復することから、(Wnt5a-)Ror2-Rif-mDia2経路がこの糸状突起形成に重要な役割を担うと



考えられる。 

 

次に、免疫沈降法／質量分析法により同定したRif会合候補分子であるRap1GDS1、エメリン、DDB1

が、それぞれRifと結合するかどうかについて免疫沈降法／免疫ブロット法により解析したところ、

RifはそれぞれRap1GDS1、エメリン、DDB1に特異的に結合することが明らかになった。興味深いこ

とに、野生型または活性化型Rif [Rif(QL)]を発現させても、エメリンの発現や核膜（内膜）での

局在には影響が認められなかったが、優性阻害性Rif変異体 [Rif(TN)]を発現させると、エメリン

の発現が顕著に消失するとともに、核膜（内膜）での局在が消失することが見出された。また、

Rif(TN)の発現によるエメリンの発現消失と核膜での局在の消失は、プロテアゾーム阻害剤である

MG132を添加することにより顕著に抑制された。これらの知見から、不活化型のRif、すなわちGDP

結合型Rifはエメリンと結合し、エメリンの分解に作用すると考えられる。 

 

 

４．考察 まとめ 

 

本研究により、Ror2（またはWnt5a-Ror2）による糸状突起形成には、Rhoファミリー低分子量Gタン

パク質であるRifが重要な役割を担っており、その下流のエフェクター分子であるmDia2を介してア

クチン細胞骨格の再編成を誘導すると考えられる。また、RifとRhoファミリー低分子量Gタンパク

質の活性化因子であるRap1GDS1が結合することが見出されており、今後Rap1GDS1が実際にRifを活

性化できるかどうかの検証が必要である。加えて、本研究により、Rifは細胞膜形態（糸状突起）

の制御に加えて、核膜（内膜）に局在するタンパク質でありEmery-Dreifuss筋ジストロフィーの原

因遺伝子産物であるエメリンと結合し、その分解制御に関わることが示された。Rifと結合する別

の分子であるDDB1はCUL4ユビキチンリガーゼの構成要素であることが知られており（文献11、12）、

今後Rifがこのユビキチンリガーゼ系とどのような関係にあるのかを明らかにすることが重要と思

われる。さらに、エメリンは核膜形態やその機能に関与することが報告されており（文献10）、今

回見出した知見は、Rifを介して、細胞膜形態・機能と核膜形態・機能が共役して制御されるとい

う興味深い可能性を示唆するものと考えられる。 
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