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研 究 業 績 発 表 会 要 旨 
 

アルギニンに富む人工タンパク質の核局在発現とクロマチン構造変換誘導に関する研究 
先端生命科学専攻 ゲノム機能学講座（分子細胞生物学研究室）  東山 幸弘

 
【背景・目的】 
 細胞増殖・分化・生存・死・発癌などの高次生命現象は‘細胞核’により制御される。核内 DNA は、ヒ
ストンに代表される核内タンパク質と結合し機能的に折り畳まれることで、クロマチンと呼ばれる高次構

造を形成している。クロマチン構造はダイナミックに組織化されており、分子密度が低く転写活性を示す

‘ユークロマチン領域’と分子密度が高く遺伝子サイレンス領域である‘ヘテロクロマチン領域’とに動的に
構造変換することで、その遺伝子機能の on-offが厳密に制御されている。 
 クロマチン構造は核内タンパク質の正電荷とDNAのもつ負電荷によって成立しており、構造制御には
核内の電荷の均衡が重要である。本研究では、オワンクラゲ由来緑色蛍光タンパク質変異体 EGFP 
(Enhanced Green Fluorescent Protein) をコードする遺伝子をフレームシフトさせると核内タンパク質
と同様に正電荷に富んだタンパク質をコードする遺伝子になることが予想されたことから、人工的に塩基

性に富んだタンパク質を作製することとした。作製した塩基性タンパク質を細胞核内に発現させ、細胞核

及びクロマチン構造への影響を解析することで、クロマチン構造変換誘導機構の解明を目指した。 
 
【方法・結果】 
１）アルギニンに富んだ人工タンパク質の作製 
 EGFP遺伝子の開始コドンより 30番目及び 31番目のヌクレオチドを削除し、フレームシフト変異体
を作製した。本変異体を構成するアミノ酸の 31％が塩基性アミノ酸であり、特にアルギニンに富んでい
ることから、Arginine-rich cationic protein (以下、Arg-CAP) と名付けた。Arg-CAPはアルギニンのク
ラスター配列を多数有しており、これらは核移行シグナルとして機能していることがデータベース解析に

より予想された。 
 
２）Arg-CAPの核局在とクロマチン 
凝縮の誘導 
 培養細胞株COS-1細胞において、 
FLAGエピトープタグしたArg-CAP  
(Arg-CAPF) が主に核内に局在する 
ことが免疫蛍光染色法を用いた 
共焦点レーザー顕微鏡の結果か 

 ら明らかとなった (Fig.1)。 
 また、高倍率での顕微鏡観察に 
より、Arg-CAPF発現細胞の核では 
クロマチン凝縮が誘導されている 

Fig.1. EGFP及びArg-CAPFの局在 
DNA 染色された場所が核を表す．EGFP は主に細胞質に局在
する. 
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ことが分かった（Fig.2）。フローサイトメトリーを用いた細胞周期解析により、本凝縮は通常の培養細胞
で見られる細胞分裂期、及びアポトーシスに伴うクロマチン凝縮ではないことが分かった。核内における

Arg-CAPFの局在部位を詳しく見ると、DNA染色像と一致しないことから、クロマチン間領域（インタ
ークロマチン）に局在していることが示唆された（Fig.2）。 
 
 
 
 
 
 
 
３）アルギニンクラスター配列によるクロマチン凝縮 
 Arg-CAPFによるクロマチン凝縮に、アルギニンの 
クラスター配列が寄与していると予想し、クラスター 
配列の一つ（RRRKR配列、R：アルギニン、K：  
リジン）にGFPを融合させたRRRKR-GFP変異体を 
作製し、発現細胞の核内構造を観察した。 

   RRRKR-GFP発現細胞では、Arg-CAPと同様に 
 クロマチン凝縮が誘導されており、また、驚く事にR 
を塩基性アミノ酸であるKに入れ替えたKKKRK-GFP 
変異体ではクロマチン凝縮が誘導されなかった（Fig.3）。 
このことから、クロマチン凝縮にはアルギニンの 
クラスター配列が寄与していることが示された。 
単に正電荷アミノ酸のクラスターがあればクロマ 
チン凝縮が誘導される訳ではなく、アルギニンと 
いうアミノ酸がクラスターをつくる事がクロマチン凝縮に重要であることが判明した。 

 
４）核骨格におけるRNAとArg-CAPFの結合 
 アルギニンは RNA との結合能を有することが知られている。近年、RNA は遺伝子情報を司るだけで
なく、クロマチン間領域に存在する様々な核内小器官や構造体の構成成分の一つとなり、核内構造の制御

や維持にも寄与していることが報告されている。そこで、細胞核を高塩濃度溶液による抽出、及びDNase
処理してDNAを消化して核骨格分画を調整すると、RNAとArg-CAPFとの共局在が観察された。また、
RNase処理によりRNAを消化するとArg-CAPFタンパク質の存在も消失した（Fig.4）。従って、RNA
消化により、RNAと結合していたArg-CAPFも同時に細胞核から洗い流されたものと考えられ、核骨格
分画におけるRNAとArg-CAPFとの結合が示唆され、核内でのRNA-Arg-CAPF複合体の形成がクロマ
チン構造に影響を与えるものと推測された。 
 

Fig.2. Arg-CAPFの核内局在部位とクロマチン凝縮
Arg-CAPF によって誘導されたクロマチン凝縮．
anti-FLAG抗体染色で表される Arg-CAPFの局在
部位はDNA染色部位とは異なる． 

Fig.3. アルギニンクラスター配列による 
クロマチン凝縮 
Arrow-head:クロマチン凝縮した細胞． 

anti-FLAG DNA
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【総括】 
 本研究の結果より、EGFP遺伝子をフレームシフト 
させることで作製した、アルギニンに富んだ人工タン 
パク質は核内のクロマチン間領域に局在し、クロマチン 
凝縮を誘導することが明らかとなった。クロマチン凝縮 
にはアルギニンクラスター配列が関与しており、クロマ 
チン間スペース領域に存在する核内RNAに結合し作用 
することによって、クロマチン構造変換を誘導している 
ことが示唆された。 
 クロマチンのダイナミックな構造変換は遺伝子発現や 
エピジェネティックな遺伝子制御に関与している。そし 
て、クロマチン凝縮は細胞周期進行の過程、細胞分化、 
細胞老化、アポトーシスなどで観察される。現在、クロ 
マチンの凝縮と脱凝縮は、ヒストンタンパク質のアセチ 
ル化、メチル化、ユビキチン化、リン酸化など、いわゆる 

 ヒストン修飾反応により制御されていることが分かって 
きた。さらに、核内には機能未知のRNAが豊富に存在し 
ていることが知られてきた。 
 従って、本研究で作製した人工タンパク質を新たな 
ツールとして用いることで、RNAによる核内構造変換 
及びクロマチン構造変換制御メカニズムの解明に繋がる 
ことが期待される。 
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Fig.4. 核骨格分画における Arg-CAPF と
RNAの結合 
高塩濃度溶液による抽出と DNase 消化後
に anti-FLAG 抗体を用いて Arg-CAPF を
免疫染色．  RNase 未処理では、PI 
(propidium iodide) に 染 ま る 核 酸 と
Arg-CAPF が共局在していた. しかしなが
ら 、 DNA と 特 異 的 に 反 応 す る

DAPI(4',6-diamidino-2-phenyl-indole)では
染色されなかったことから DNase 消化は
十分であったこと、及び、RNase処理によ
り PI 染色が消失したことから、PI で染色
されているのはRNAであると考えられる．
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Abstract 

7)&4"#&%)4#-J",$#&)*5;#%&8(&5*;4*-#'&5#;;$M&5"-8+,4%)&%$&58+J,54#'&,)'&8-E,)%N#'&"%E"#-O8-'#-&

$4-*54*-#$& 4"-8*E"& 4"#& 58)'#)$,4%8)& ,)'& '#58)'#)$,4%8)& J-85#$$#$0& P"-8+8$8+#$& %)& 4"#&

%)4#-J",$#& )*5;#*$& ,-#& H)8I)& 48& 855*J.& '%$4%)54& 4#--%48-%#$0& !"#& 5"-8+8$8+#&

4#--%48-.O%)4#-5"-8+,4%)&58+J,-4+#)4&+8'#;&J-#+%$#$&4",4&4"#&%)4#-5"-8+,4%)&58+J,-4+#)4&%$&

$#J,-,4#'& (-8+& 58+J,54& "%E"#-O8-'#-& 5"-8+,4%)& '8+,%)$& ,)'& #LJ,)'$& %)& 3#4I##)& 4"#$#&

5"-8+,4%)O8-E,)%N#'& 4#--%48-%#$0& P"-8+,4%)& %)& 5*;4*-#'& 5#;;$& %$& 58+J,54#'& *)'#-& $8+#&

58)'%4%8)$M& $*5"& ,$& 4"#& $4-#$$& 8(& "#,4& $"85H& ,)'& "%E"& 8$+8;,-%4.M& ,)'&Q-5O+#'%,4#'& )*5;#,-&

4.-8$%)#&J"8$J"8-.;,4%8)0&R#&-#J8-4&"#-#&4",4&,&)8S#;&,-E%)%)#O-%5"&5,4%8)%5&J-84#%)&%$&5-#,4#'&

3.& (-,+#$"%(4& +*4,4%8)& 8(& #)",)5#'& E-##)& (;*8-#$5#)4& J-84#%)& TKUDVW0& !"#& ,-E%)%)#O-%5"&

5,4%8)%5&J-84#%)&%$&"%E";.&".'-8J"%;%5&,)'&58)4,%)$&J84#)4%,;&,-E%)%)#O3,$#'&)*5;#,-&;85,;%N,4%8)&

$%E),;$0&KLJ-#$$%8)&8(&4"#&,-E%)%)#O-%5"&5,4%8)%5&J-84#%)&$"8I$&%4$&J-#'8+%),)4&;85,;%N,4%8)&48&

4"#& )*5;#*$& ,)'& %)'*5#$& $4-%H%)E& 5"-8+,4%)& 58)'#)$,4%8)& %)& 4"#& %)4#-J",$#M&I"%5"&+%E"4& 3#&

%)S8;S#'& %)& %)4#-5"-8+,4%)& $J,5%)E& 8-& #*5"-8+,4%)%N,4%8)0& !"*$M& 4"#& ,-E%)%)#O-%5"& 5,4%8)%5&

J-84#%)&,$&,&)#I&488;&I8*;'&3#&*$#(*;&(8-&'%$$#54%)E&5"-8+,4%)&,-5"%4#54*-#&'.),+%5$0&
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Introduction 

2&$4-%H%)E&(#,4*-#&8(&)*5;#,-&,-5"%4#54*-#&%$&4"#&#L%$4#)5#&8(&'%$4%)54&$4-*54*-,;&,)'&(*)54%8),;&

58+J,-4+#)4$0&7)&4"#&%)4#-J",$#&)*5;#%&8(&5*;4*-#'&5#;;$M&5"-8+,4%)&%$&58+J,54#'&,)'&8-E,)%N#'&

"%E"#-O8-'#-& $4-*54*-#$& 4"-8*E"& 4"#& 58)'#)$,4%8)& ,)'& '#58)'#)$,4%8)& J-85#$$#$& TX8-)& ,)'&

V#4#-$8)& >==>W0& P"-8+8$8+#$& ,-#& '.),+%5,;;.& 8-E,)%N#'& ,$& '%$4%)54& 4#--%48-%#$& %)& 4"#&

%)4#-J",$#&)*5;#*$&,)'&E#)#&,54%S,4%8)&8-&$%;#)5%)E&%$&8(4#)&,$$85%,4#'&I%4"&-#J8$%4%8)%)E&8(&4"#&

E#)8+%5& -#E%8)$& %)& )*5;#,-& $J,5#& TQJ#548-& >==1Y& F,)54Z4& #4& ,;0& >==9W0& 2;4"8*E"& )*5;#,-&

58+J,-4+#)4,;%N,4%8)M& 5"-8+,4%)& ,55#$$%3%;%4.M& ,)'& $J,4%,;& $#[*#$4-,4%8)& 8(& E#)#$& ,)'& 4"#%-&

-#E*;,48-.&(,548-$&$#-S#&48&+8'*;,4#&4"#&8*4J*4&,)'&(*)54%8),;&$4,4*$&8(&E#)8+#$M&4"#&J-%)5%J;#$&

8(& 4"#& 5#;;*;,-& 8-E,)%N,4%8)& 8(& E#)8+#$& ,)'& -#8-E,)%N,4%8)& 8(& )*5;#,-& ,-5"%4#54*-#& ,-#& $4%;;&

#;*$%S#&T:%$4#;%&>==9W0&&

V-84#%)$& '#$4%)#'& (8-& 4-,)$J8-4& %)48& 4"#& )*5;#*$& 58)4,%)& ,+%)8& ,5%'& 4,-E#4%)E& $#[*#)5#$&

5,;;#'& )*5;#,-& ;85,;%N,4%8)& $%E),;$& T\FQ$W0& !"#& 5;,$$%5,;& \FQ& 58)$%$4& 8(& #%4"#-& 8)#&

T+8)8J,-4%4#W&8-&4I8&T3%J,-4%4#W&$4-#45"#$&8(&3,$%5&,+%)8&,5%'$0&:8)8J,-4%4#&,)'&3%J,-4%4#&\FQ$&
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,-#&#L#+J;%(%#'&3.&4"#&Q]?=&;,-E#&!&,)4%E#)&\FQ&TV^^^@^]W&,)'&4"#&)*5;#8J;,$+%)&\FQ&

T^@V22!^^2U_2^^^^WM& -#$J#54%S#;.& TC%)EI,;;& ,)'& F,$H#.& <GG<W0& KS#)& 4"8*E"&

;.$%)#O-%5"&$#[*#)5#$&E#)#-,;;.&$#-S#&,$&#((#54%S#&\FQ$M&4"#&X7]&!,4O\FQ&T@^^@@_@@@W&%$&

,&$#+%58)$#)$*$&,-E%)%)#O-%5"&+84%(&,)'&%$&(8*)'&%)&$#S#-,;&J-84#%)$M&%)5;*'%)E&4"#&X7]O<&@#S&

J-84#%)&T!-*,)4&,)'&P*;;#)&<GGGY&P,-',-#;;%&#4&,;&>==BW0&&

!"#&E-##)&(;*8-#$5#)4&J-84#%)&TUDVW&I,$&8-%E%),;;.&%'#)4%(%#'&(-8+&4"#&`#;;.(%$"&Aequorea 

victoria&,)'&5;8)#'&UDV&",$&$*3$#[*#)4;.&3##)&+8'%(%#'&48&,)&#)",)5#'M&"*+,)%N#'&S#-$%8)&8(&

UDV&T#)",)5#'&E-##)&(;*8-#$5#)4&J-84#%)&KUDVM&P;8)4#5"&F,38-,48-%#$W&T!$%#)&<GGBWM&I"%5"&%$&

8(4#)&*$#'& 48& 4,E&,& 4,-E#4&J-84#%)&8(& %)4#-#$4& %)& ;%S%)E&5#;;$&8I%)E& 48& %4$&"%E"&3-%E"4)#$$&,)'&

$4,3%;%4.& TP*3%44& #4& ,;& <GGAY& F%JJ%)5844OQ5"I,-4N& #4& ,;& >==<W0& R#& )84%5#'& 4",4& (-,+#$"%(4&

+*4,4%8)&8(&KUDV&I%4"&'#;#4%8)&8(&4I8&)*5;#84%'#$&TJ8$%4%8)$&1=&,)'&1<&'8I)$4-#,+&(-8+&4"#&

2!U& $4,-4& 58'8)W& %$& #LJ#54#'& 48& E#)#-,4#& ,& )8S#;& ,-E%)%)#O-%5"& 5,4%8)%5& J-84#%)0& 74& I8*;'&

4"#-#(8-#&3#&I8-4"I"%;#&#L,+%)%)E&4"#&5",-,54#-%$4%5$&8(&4"%$&)8S#;&J-84#%)0&
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7)& 4"%$& $4*'.M& I#& #L,+%)#'& 4"#& #LJ-#$$%8)& ,)'& ;85,;%N,4%8)& 8(& 4"%$& )8S#;& ,-E%)%)#O-%5"&

5,4%8)%5&J-84#%)&,)'&$"8I#'&4"#&%)'*54%8)&8(&5"-8+,4%)&58)'#)$,4%8)&3.&4"%$&)8S#;&J-84#%)0&
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Materials and methods 

Plasmid construction 

!8&58)$4-*54&,)&,-E%)%)#O-%5"&5,4%8)%5&J-84#%)&T2-EOP2VWM&4"#&Ja;*#$5-%J4&77&Q^&TbW&S#548-&

TQ4-,4,E#)#W&#)58'%)E&KUDV&TJa;*#$5-%J4cKUDVW&I,$&J-#J,-#'&(-8+&4"#&J5C\2?c!d&S#548-&

T7)S%4-8E#)W& #)58'%)E& P"H QX1 QX>OKUDV& TJ5C\2?c!dcP"H QX1 QX>OUDVW&

T\,H,.,+,& ,)'&e,+,E*5"%& >==AW& ,)'& 4"#& Ja;*#$5-%J4& 77& Q^& TbW& S#548-0& !"#)M& 48& ,;4#-& 4"#&

-#,'%)E& (-,+#M& Ja;*#$5-%J4cKUDV& I,$& '%E#$4#'& I%4"& Bse@7M& 3;*)4#'& ,)'& ;%E,4#'M& 4"#-#3.&

-#$*;4%)E& %)& E#)#-,4%8)& 8(& 4"#& Ja;*#$5-%J4& 77& Q^& TbW& S#548-& #)58'%)E& 2-EOP2V&

TJa;*#$5-%J4c2-EOP2VW0&Ja;*#$5-%J4c2-EOP2V&I,$&$*3$#[*#)4;.&'%E#$4#'&I%4"&Age7&,)'&Sma7&

48& 834,%)& 4"#& 2-EOP2V& (-,E+#)40& 2(4#-& -#+8S%)E& 4"#& \FQOP"HTV!^W& (-,E+#)4& (-8+& 4"#&

J5C\2?c!d&S#548-& #)58'%)E&\FQOP"HTV!^WODF2U& TJ5C\2?c!dc\FQOP"HTV!^WODF2UW&

T\,H,.,+,& ,)'& e,+,E*5"%& >==AW& 3.& '%E#$4%8)& I%4"& Eco@7& ,)'& Sma7& ,)'& 3;*)4%)EM& 4"#&

2-EOP2V& (-,E+#)4&I,$& ;%E,4#'& %)48& 4"#& -#$*;4%)E&J5C\2?c!d&S#548-& 58)4,%)%)E& 4"#&DF2U&

#J%48J#&48&5-#,4#&2-EOP2V&4,EE#'&I%4"&4"#&DF2U&#J%48J#&,4&4"#&PO4#-+%)*$&T2-EOP2VDW0&&
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Antibodies 

!"#& (8;;8I%)E& ,)4%38'%#$& I#-#& *$#'f& 4"#& DF2U& #J%48J#& T:>Y& Q%E+,WM& ;,+%)& a<& TFOAY&

g.+#'WM&UDV&T:#'%5,;&,)'&a%8;8E%5,;&F,38-,48-%#$M&P80M&\,E8.,W&,)'& O4*3*;%)&T:P29BUY&

Q#-84#5W0& X8-$#-,'%$"& J#-8L%',$#& TX@VWODT,3hW>& $#58)',-.& ,)4%38'%#$& I#-#& J*-5",$#'& (-8+&

2+#-$",+&a%8$5%#)5#0&D7!PODT,3hW>&8(&7EU&8-&!@7!PO7EU&$#58)',-.&,)4%38'%#$&I#-#&(-8+&

a%8Q8*-5#&7)4#-),4%8),;&,)'&Q%E+,O2;'-%5"0&

&

Cell culture and transfection  

PdQO<&5#;;$&I#-#&5*;4*-#'&%)&7$58S#h$&+8'%(%#'&C*;3#558h$&+#'%*+&$*JJ;#+#)4#'&I%4"&Ai&

(#4,;&38S%)#&$#-*+0&!-,)$%#)4& 4-,)$(#54%8)&I,$&J#-(8-+#'&*$%)E&Trans7!&4-,)$(#54%8)&-#,E#)4&

T:%-*$WM&,558-'%)E&48&4"#&+,)*(,54*-#-h$&%)$4-*54%8)$M&,$&-#5#)4;.&'#$5-%3#'&TQ,48&#4&,;&>==GW0&

P#;;$&I#-#&,),;.N#'&,4&>?&"&8-&16&"&,(4#-&4-,)$(#54%8)0&

&

&
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 Western blotting 

P#;;$&I#-#&$##'#'&%)48&1AO++&5*;4*-#&'%$"#$&T<& &<=
A&
5#;;$&J#-&'%$"W&,)'&5*;4*-#'&(8-&<&',.M&

,)'&j<&kE&8(&J;,$+%'&C\2&I%4"&Trans7!&I,$&,''#'&48&#,5"&5*;4*-#&'%$"0&P#;;$&I#-#&5*;4*-#'&(8-&

16&"M& ,)'& 4"#)&'%-#54;.& ;.$#'& %)&<==&kF&8(&QCQOV2UK&$,+J;#&3*((#-& ,)'&5#;;& ;.$,4#$&I#-#&

,),;.N#'&3.&QCQOV2UK& Tj<&L&<=
?
& 5#;;$& J#-& ;,)#W& ,)'&R#$4#-)&3;844%)E&*$%)E& 4"#& #)",)5#'&

5"#+%;*+%)#$5#)5#& TKPFW& '#4#54%8)& $.$4#+& TUK&X#,;4"5,-#WM& ,$& '#$5-%3#'& T^,$,",-,& #4& ,;&

>==9Y&^*E,&#4&,;&>==BW0&7+,E#$&8(&5"#+%;*+%)#$5#)5#&I#-#&834,%)#'&*$%)E&,)&7+,E#&2),;.N#-&

F2QO<===J;*$&TD*`%(%;+M&!8H.8W0&P8+J8$%4#&(%E*-#$&I#-#&J-#J,-#'&*$%)E&V"848$"8J&A0=&,)'&

7;;*$4-,48-&G0=&$8(4I,-#&T2'83#W0&

&

Immunofluorescence 

7++*)8(;*8-#$5#)5#&$4,%)%)E&I,$&'#4#54#'&*$%)E&,&D;*8S%#I&D]A==&58)(85,;&;,$#-&$5,))%)E&

+%5-8$58J#&I%4"&,&?=L&<0==&\2&8%;&8-&,&6=L&<0==&\2&I,4#-O%++#-$%8)&83`#54%S#&Td;.+J*$M&

!8H.8W&,$&'#$5-%3#'&T^,$,",-,&#4&,;&>==?Y&Q,48&#4&,;&>==GW0&PdQO<&5#;;$&I#-#&(%L#'&%)&VaQ&
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58)4,%)%)E&?i&J,-,(8-+,;'#".'#&(8-&>=&+%)M&,)'&J#-+#,3%;%N#'&%)&J"8$J",4#O3*((#-#'&$,;%)#&

TVaQW& 58)4,%)%)E& =0<i& $,J8)%)& ,)'& 1i& 38S%)#& $#-*+& ,;3*+%)& ,4& -88+& 4#+J#-,4*-#0&

DF2UO4,EE#'& 2-EOP2V& T2-EOP2VDW& I,$& -#,54#'& I%4"& ,)4%ODF2U& ,)4%38'.& (8-& <& "& ,)'&

$*3$#[*#)4;.& $4,%)#'& I%4"& D7!PO58)`*E,4#'& DT,3hW>& $#58)',-.& ,)4%38'.& (8-& <& "0& C\2&I,$&

$4,%)#'&I%4"&>=&kEc+F&J-8J%'%*+&%8'%'#&TV7W&(8-&1=&+%)&,(4#-&4-#,4+#)4&I%4"&>==&kEc+F&@\,$#&

2&(8-&<&"M&,)'&5#;;$&I#-#&+8*)4#'&I%4"&V-8;8)E&2)4%(,'#l&-#,E#)4&T:8;#5*;,-&V-83#$W0&D8-&

'#4#54%8)&8(&;,+%)&a<M&5#;;$&I#-#&(%L#'&I%4"&<==i&+#4",)8;&,4&O1=mP&(8-&<&+%)&,)'&$4,%)#'&I%4"&

,)4%O;,+%)&a<&,)4%38'.M&,$&'#$5-%3#'&J-#S%8*$;.&T\,H,.,+,&,)'&e,+,E*5"%&>==AW0&K+%$$%8)&

$%E),;$&I#-#&'#4#54#'&,4&3#4I##)&A=A&,)'&A1=&)+&(8-&(;*8-#$5#%)M&,)'&,4&+8-#&4",)&6A=&)+&(8-&

V70&P,-#&I,$&4,H#)&48&#)$*-#&4",4&4"#-#&I,$&)8&3;##'O4"-8*E"&(-8+&4"#&(;*8-#$5#%)&$%E),;&%)48&4"#&

-#'&5",))#;&T!,',&#4&,;&<GGGW0&d)#&J;,),-&TL.W&$#54%8)&$;%5#&T=06Ok+&4"%5H)#$$W&%$&$"8I)&%)&,;;&

#LJ#-%+#)4$0&P8+J8$%4#&(%E*-#$&I#-#&J-#J,-#'&*$%)E&V"848$"8J&A0=&,)'&7;;*$4-,48-&G0=&$8(4I,-#&

T2'83#W0&

&
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Cell cycle analysis 

P#;;$&4-,)$(#54#'&I%4"&)84"%)EM&2-EOP2VD&8-&KUDV&I#-#&'#4,5"#'&3.&4-.J$%)%N,4%8)M&(%L#'&

%)&<0Ai&J,-,(8-+,;'#".'#&,4&?
8
P&(8-&<&"M&,)'&4"#)&(%L#'cJ#-+#,3%;%N#'&I%4"&9=i&#4",)8;&,4&

O1=
8
P&(8-&+8-#&4",)&<&"0&D%L#'&5#;;$&I#-#&I,$"#'&4I%5#&I%4"&VaQ&58)4,%)%)E&1i&DaQM&,)'&

$4,%)#'&I%4"&,)4%ODF2U&,)4%38'.&(8-&<&"M&I,$"#'&I%4"&VaQ&,)'&$4,%)#'&I%4"&D7!PO58)`*E,4#'&

$#58)',-.&,)4%38'.&(8-&<&"0&2(4#-&4-#,4+#)4&I%4"&>==&kEc+F&@\,$#&2&,)'&A=&kEc+F&V7&,4&19
8
P&

(8-&1=&+%)&48&$4,%)&C\2M&5#;;&5.5;#&J",$#&I,$&,),;.N#'&%)&5#;;$&#LJ-#$$%)E&2-EOP2VD&8-&KUDV&

3.&(;8I&5.48+#4-.&*$%)E&,&:8D;8&5#;;&$8-4#-&#[*%JJ#'&I%4"&,&?BBO)+&,-E8)&;,$#-&Ta#5H+,)&

P8*;4#-WM&,$&'#$5-%3#'&T\,H,.,+,&,)'&e,+,E*5"%&>==AY&!,H,",$"%&#4&,;&>==GW0&

&
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Results  

Frameshift mutation of EGFP yielding an arginine-rich cationic protein  

!"#-#&,-#&'%((#-#)4&4.J#$&8(&C\2&+*4,4%8)$M&$*5"&,$&%)$#-4%8)&,)'&'#;#4%8)&+*4,4%8)$M&,)'&

J8%)4&+*4,4%8)$0&@#E,-';#$$&8(&'#;#4%8)&8-& %)$#-4%8)M&,&(-,+#$"%(4&+*4,4%8)&*$*,;;.&4-,)$;,4#$&

%)48&,&J-84#%)&4",4&'8#$&)84&(*)54%8)&J-8J#-;.0&X8I#S#-M&I#&)84%5#'&4",4&(-,+#$"%(4&+*4,4%8)&8(&

KUDV&I%4"&'#;#4%8)&8(&4I8&)*5;#84%'#$&TJ8$%4%8)$&1=&,)'&1<&'8I)$4-#,+&(-8+&4"#&2!U&$4,-4&

58'8)W&%$&#LJ#54#'&48&E#)#-,4#&,&)8S#;&,-E%)%)#O-%5"&5,4%8)%5&J-84#%)0&R#&4"#-#(8-#&E#)#-,4#'&,&

)8S#;&J8;.J#J4%'#&58)4,%)%)E&,&;,-E#&)*+3#-&8(&3,$%5&,+%)8&,5%'&-#$%'*#$&T2-EM&X%$M&,)'&F.$WM&

,$&'#$5-%3#'&*)'#-&:,4#-%,;$&,)'&+#4"8'$M&,)'&I#&),+#'&%4&,)&,-E%)%)#O-%5"&5,4%8%)%5&J-84#%)&

T2-EOP2VW0&!8&'#4#54& J-84#%)& #LJ-#$$%8)&8(&2-EOP2VM&I#& 4,EE#'&2-EOP2V&I%4"& 4"#&DF2U&

#J%48J#&,4&4"#&PO4#-+%)*$&T2-EOP2VDW&TD%E0&<,W0&

2-EOP2VD& T<O>B=Y& I%4"& <& '#$%E),4%)E& 4"#& %)%4%,48-& +#4"%8)%)#W& %$& 58+J8$#'& 8(& ,)&

\O4#-+%),;& KUDV& -#E%8)& T<O<=WM& ,& )#I;.& 5-#,4#'& -#E%8)& 3.& (-,+#$"%(4& T<<O>?<WM& ,& $J,5#-&

T>?>O>9>WM&,)'&4"#&DF2U&#J%48J#&T>91O>B=W&TD%E0&<,W0&2-EOP2VD&T>B=&,+%)8&,5%'&-#$%'*#$W&%$&
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,&"%E";.&5,4%8)%5&J-84#%)&I%4"&,&5,;5*;,4#'&%$8#;#54-%5&J8%)4&8(&<>019&,)'&58)4,%)$&1<i&3,$%5&

,+%)8&,5%'&-#$%'*#$0&2-EOP2VD&",$&,+%)8&,5%'&58+J8$%4%8)&8(&AG&2-EM&>?&X%$M&?&F.$M&<?&2$JM&

<6&U;*M&>6&U;.M&1<&2;,M&G&Q#-M&>&!"-M&=&2$)M&>9&U;)M&>G&V-8M&<1&],;M&>=&F#*M&<&7;#M&<&V"#M&>&!.-M&=&

!-JM&<&P.$M&,)'&<&:#4M&I"#-#,$&KUDV&T>1G&,+%)8&,5%'&-#$%'*#$W&",$&4",4&8(&6&2-EM&G&X%$M&>=&F.$M&

<B&2$JM&<6&U;*M&>>&U;.M&B&2;,M&<=&Q#-M&<6&!"-M&<1&2$)M&B&U;)M&<=&V-8M&<B&],;M&><&F#*M&<>&7;#M&<>&

V"#M&<<&!.-M&<&!-JM&>&P.$M&,)'&6&:#40&2&$#,-5"&8(&4"#&,+%)8&,5%'&$#[*#)5#&8(&2-EOP2VD&*$%)E&

4"#& VQd@!& 77& J-8E-,+& T"44JfccJ$8-40%+$0*O48H.80,50`JcW& %)'%5,4#$& 4",4& 2-EOP2VD& ",$& 4I8&

5;*$4#-$&8(&#%E"4&2-EO-%5"&$4-#45"#$&TD%E0&<,M&*)'#-;%)#$W0&!8&#L"%3%4&4"#&-#E%8)$&8(&2-EOP2VD&

4",4& ,-#& 5",-E#'& ,)'& ".'-8J"%;%5M& ,& "#L,J#J4%'#& ".'-8J"%;%5%4.& ,),;.$%$& TX8JJ& ,)'&R88'$&

<GB<W&I,$&J#-(8-+#'0&:8-#&4",)&>A&$4-#45"#$&8(&,+%)8&,5%'&$#[*#)5#&,-#&"%E";.&".'-8J"%;%5&

TD%E0&<3WM&$*EE#$4%)E&4",4&+8$4&8(&4"#&-#E%8)$&8(&2-EOP2VD&+,.&3#&#LJ8$#'&48&4"#&+8;#5*;,-&

$*-(,5#0&

&

&
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Nuclear expression of Arg-CAPF 

PdQO<& 5#;;$& 4-,)$%#)4;.& 4-,)$(#54#'&I%4"&2-EOP2VD& 8-& KUDV&I#-#& ;.$#'& %)& QCQOV2UK&

$,+J;#& 3*((#-M& ,)'& 5#;;& ;.$,4#$& I#-#& ,),;.N#'& 3.& R#$4#-)& 3;844%)E0& D%E0& >,& $"8I$& 4",4&

2-EOP2VD&I,$&'#4#54#'&,$&,&$%)E;#&3,)'&,4&,JJ-8L%+,4#;.&1A&HC,&*$%)E&,)4%ODF2U&,)4%38'.&

3*4&KUDV&I,$&,4&,JJ-8L%+,4#;.&1>&HC,&I%4"&,)4%OUDV&,)4%38'.0&2;4"8*E"&,)4%OUDV&,)4%38'.&%$&

,3;#&48&-#,54&I%4"&I%;'O4.J#&UDV&,)'&%4$&S,-%,)4$M&$*5"&,$&KUDVM&KaDVM&KPDV&,)'&KeDVM&%4&%$&

*)'#-$58-#'& 4",4& ,)4%OUDV& ,)4%38'.& '%'& )84& -#58E)%N#& 2-EOP2VD0& !"#-#(8-#M& 4"#$#& -#$*;4$&

%)'%5,4#&4",4&4"#&KUDV&5C\2&5,)&3#&-#,'&%)&,)&,;4#-),4%S#&-#,'%)E&(-,+#&(8-&2-EOP2VDM&I"%5"&

%$&*)-#;,4#'&48&KUDV0&

P;*$4#-$&8(&3,$%5&,+%)8&,5%'&-#$%'*#$&,-#&58)$%'#-#'&48&J;,.&,)&%+J8-4,)4&-8;#&(8-&J-84#%)&

;85,;%N,4%8)&48&4"#&)*5;#*$0&Q%)5#&2-EOP2VD&58)4,%)$&4I8&5;*$4#-$&8(&#%E"4&2-EO-%5"&$4-#45"#$&8(&

J-#'%54#'&\FQ$M&I#&#L,+%)#'&I"#4"#-&2-EOP2VD&I,$&5,J,3;#&8(& ;85,;%N%)E& 48& 4"#&)*5;#*$0&

PdQO<&5#;;$&I#-#&4-,)$%#)4;.&4-,)$(#54#'&I%4"&KUDV&8-&2-EOP2VD&,)'&S%$*,;%N#'&I%4"&KUDV&

(;*8-#$5#)5#&8-&,)4%ODF2U&,)4%38'.&,)'&V7&(8-&C\20&2-EOP2VD&J#-&$#&I,$&)8)(;*8-#$5#)4M&
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3*4&%4&I,$&5;#,-;.&S%$*,;%N#'&*$%)E&,)4%ODF2U&,)4%38'.0&n);%H#&KUDVM&2-EOP2VD&I,$&(8*)'&48&

;85,;%N#& J-#'8+%),)4;.& %)& 4"#& )*5;#*$& TD%E0& >3W0& R#& -#5#)4;.& 5-#,4#'& \FQOKUDVM& I"%5"&

%)5;*'#$&4"#&5;,$$%5,;&;.$%)#O-%5"&\FQ&8(&4"#&Q]?=&;,-E#&!&,)4%E#)M&,)'&$"8I#'&4",4&+8-#&4",)&

G=i&8(&\FQOKUDV&-#$4-%54#';.&;85,;%N#'&48&4"#&)*5;#*$&T!,H,",$"%&#4&,;&>==GW0&!"#$#&-#$*;4$&

$*EE#$4&4",4&4"#&2-EO-%5"&$4-#45"#$&%)&2-EOP2VD&(*)54%8)&,$&\FQ$&'#$J%4#&3#%)E&;#$$&#((%5%#)4&

58+J,-#'&I%4"&4"#&5;,$$%5,;&Q]?=&\FQ0&

&

Induction of chromatin condensation by Arg-CAPF 

X%E"& +,E)%(%5,4%8)& %+,E#$& $"8I& 4",4& #LJ-#$$%8)& 8(& 2-EOP2VD& 3*4& )84& KUDV& %)'*5#'&

$4-%H%)E&5"-8+,4%)&58)'#)$,4%8)&%)&PdQO<&5#;;$&,)'&,&;,-E#&(-,54%8)&8(&2-EOP2VD&J-#$#)4&%)&4"#&

)*5;#*$& I,$& ,55*+*;,4#'& %)& 4"#& ,-#,$& 8(& %)4#-5"-8+,4%)& 58+J,-4+#)4$& 8-& ".J858)'#)$#'&

5"-8+,4%)c#*5"-8+,4%)& TD%E0& 1,W0& X8I#S#-M& I#& -#5#)4;.& $"8I#'& 4",4& )*5;#,-& #LJ-#$$%8)& 8(&

\FQOKUDV&8);.& %)'*5#$& $*34;#& 5",)E#$& %)& 5"-8+,4%)& 58)'#)$,4%8)& T!,H,",$"%& #4& ,;& >==GWM&

$*EE#$4%)E&4"#&%+J8-4,)5#&8(&,-E%)%)#&-#$%'*#$&(8-&5"-8+,4%)&58)'#)$,4%8)0&2-EOP2VDO%)'*5#'&
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5"-8+,4%)&58)'#)$,4%8)&I,$&,;$8&$##)&%)&84"#-&4.J#$&8(&5*;4*-#'&5#;;$M&$*5"&,$&X#F,M&XK^>G1M&

,)'& (%3-83;,$4%5& 5#;;$& T',4,& )84& $"8I)W0& Q%)5#& 5"-8+,4%)& 58)'#)$,4%8)& )8-+,;;.& 855*-$& %)&

+%48$%$M& ,J8J48$%$M& E#)#& -#E*;,4%8)M& ,)'& 5#;;& 5.5;#& J-8E-#$$%8)M& I#& #L,+%)#'& I"#4"#-&

2-EOP2VD&#LJ-#$$%8)&I,$&;%)H#'&48&+%48$%$&8-&,J8J48$%$0&X8I#S#-M&2-EOP2VD&'%'&)84&%)'*5#&

3-#,H'8I)&8(& 4"#&)*5;#,-&#)S#;8J#M&I"%5"&,$$85%,4#$&I%4"& 4"#&)*5;#,-& %)4#-+#'%,4#&(%;,+#)4&

J-84#%)&;,+%)&a<M&%)'%5,4%)E&4",4&4"#&5"-8+,4%)&58)'#)$,4%8)&%$&)84&'*#&48&+%484%5&J-8E-#$$%8)&

TD%E0&13W0&D2PQ&,),;.$%$&$"8I#'&4",4&2-EOP2VD&'%'&)84&,((#54&4"#&5#;;&5.5;#&)8-&'%'&%4&%)'*5#&

$*3U<O5#;;& J8J*;,4%8)& TD%E0& 15WM& $*EE#$4%)E& )8& ,J8J484%5& %)'*54%8)0& nJ8)& (%L,4%8)& I%4"&

+#4",)8;& 3*4& )84& J,-,(8-+,;'#".'#M& +8$4& 2-EOP2VD&I,$& )84& -#4,%)#'& %)& 4"#& )*5;#8J;,$+&

#L5#J4&4"#&)*5;#,-&#)S#;8J#&TD%E0&13M&-%E"4&J,)#;$WM&$*EE#$4%)E&,&I#,H&8-&%)'%-#54&%)4#-,54%8)&8(&

2-EOP2VD&I%4"&5"-8+,4%)0&!,H#)&48E#4"#-M&4"#$#&-#$*;4$&$*EE#$4&4",4&%)'*54%8)&8(&5"-8+,4%)&

58)'#)$,4%8)&3.&2-EOP2VD&4,H#$&J;,5#&%)&%)4#-J",$#&I%4"8*4&;#,'%)E&48&+%48$%$&8-&,J8J48$%$M&

$*EE#$4%)E&4",4&2-EO-%5"&$4-#45"#$&+,.&3#&%)S8;S#'&%)&5"-8+,4%)&$4-*54*-,;&'.),+%5$0&&

&
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Discussion 

7)& 4"#&J-#$#)4&$4*'.M&I#&'#+8)$4-,4#& 4",4& (-,+#$"%(4&+*4,4%8)&8(&KUDV&E#)#-,4#$&)*5;#,-&

;85,;%N#'&2-EOP2VDM&I"%5"& 58)4,%)$& 5;*$4#-$& 8(& ,-E%)%)#O-%5"& $4-#45"#$& ,)'& %)'*5#$& $4-%H%)E&
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Figure Legends 

Fig. 1.  Frameshift mutation of EGFP cDNA.  

(a)& \*5;#84%'#& ,)'& '#'*5#'& ,+%)8& ,5%'& $#[*#)5#$& 8(& 4"#& KUDVO(-,+#$"%(4#'& +*4,)4&

2-EOP2VD0&C#;#4%8)&8(&4I8&)*5;#84%'#$&TJ8$%4%8)$&1=&,)'&1<&'8I)$4-#,+&(-8+&4"#&2!U&$4,-4&

58'8)W&%$&$"8I)0&P,4%8)%5&,+%)8&,5%'&-#$%'*#$&,-#&+,-H#'f&,-E%)%)#&T5%-5;#WM&"%$4%'%)#&T$[*,-#W&

,)'&;.$%)#&T8S,;W0&!"%)&,)'&,&4"%5H&*)'#-;%)#$&%)'%5,4#&J-#'%54#'&+8)8J,-4%4#&,)'&3%J,-4%4#&\FQ$M&

-#$J#54%S#;.0& & (b)& 2& ".'-8J"%;%5%4.& J;84& 8(& 2-EOP2VD& *$%)E& X8JJOR88'$& "#L,J#J4%'#&

".'-8J"%;%5%4.&S,;*#$0&

 

Fig. 2. Expression of Arg-CAPF.  

(a) R"8;#&5#;;&;.$,4#$&(-8+&PdQO<&5#;;$&4-,)$(#54#'&I%4"&)84"%)EM&KUDVM&8-&2-EOP2VD&,(4#-&16&

"&I#-#& $*3`#54#'& 48&R#$4#-)& 3;844%)EM& J-83#'&I%4"& ,)4%ODF2U& ,)4%38'.M& ,)'& -#J-83#'&I%4"&

,)4%OUDV&,)'&,)4%O O4*3*;%)&,)4%38'%#$0&&(b) PdQO<&5#;;$&4-,)$(#54#'&I%4"&KUDV&8-&2-EOP2VD&

I#-#&5*;4*-#'& (8-&>?&"M& (%L#'&I%4"&J,-,(8-+,;'#".'#&,)'&'8*3;.&S%$*,;%N#'&I%4"&J-8J%'%*+&

%8'%'#& TV7W& (8-& C\2& ,)'& UDV& (;*8-#$5#)5#& 8-& ,)4%ODF2U& ,)4%38'.0& Q5,;#& 3,-$M& <=& k+0&
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\*5M&)*5;#,-&#LJ-#$$%8)Y&P.48M&5.48J;,$+%5&#LJ-#$$%8)0&

&

Fig. 3. Induction of chromatin condensation by Arg-CAPF.  

(a) PdQO<& 5#;;$& 4-,)$(#54#'& I%4"& KUDV& 8-& 2-EOP2VD& I#-#& 5*;4*-#'& (8-& >?& "M& (%L#'& I%4"&

J,-,(8-+,;'#".'#&,)'&'8*3;.&S%$*,;%N#'&I%4"&V7&,)'&UDV&(;*8-#$5#)5#&8-&,)4%ODF2U&,)4%38'.0&

!I8&4.J#$&8(&2-EOP2VD&#LJ-#$$%8)&I#-#&$"8I)&,$&T%W&\*5&u&P.48&T\*5W&,)'&T%%W&\*5&v&P.48&

T\*5&b&P.48W0&Q5,;#&3,-$M&<=&k+0&&(b)&PdQO<&5#;;$&4-,)$(#54#'&I%4"&)84"%)E&8-&2-EOP2VD&I#-#&

5*;4*-#'&(8-&>?&"M&(%L#'&I%4"&+#4",)8;&,)'&'8*3;.&$4,%)#'&I%4"&,)4%O;,+%)&a<&,)4%38'.&,)'&V7&8-&

I%4"&,)4%O;,+%)&a<&,)'&,)4%ODF2U&,)4%38'%#$0&Q5,;#&3,-$M&<=&k+0&&(c)&PdQO<&5#;;$&4-,)$(#54#'&

I%4"&)84"%)EM&KUDVM&8-&2-EOP2VD&I#-#&5*;4*-#'&(8-&>?&"0&C\2&58)4#)4$&I#-#&,),;.N#'&3.&

(;8I&5.48+#4-.0&
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