
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

大腸がんにおけるβ-カテニン核移送に作用する核膜孔複合体因子の探索と機能解析

Identification and functional analysis of nuclear pore complex components that 
function to transport beta-catenin between cytoplasm and nucleus

５０２３９３２３研究者番号：

源　利成（Minamoto, Toshinari）

金沢大学・がん進展制御研究所・教授

研究期間：

１５Ｋ１５４９３

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：核移行成分のないβ-カテニンの細胞質-核間移行の仕組みを理解する目的で，分子の
核移送に機能する核膜孔複合体因子(Nups)とβ-カテニンの発現や相互作用を調べた．正常細胞，大腸がん細胞
と大腸がん症例のがん，正常粘膜を対象にNupsの発現を比べ，がん細胞である種のNup(NupX)の発現がβ-カテニ
ン核集積と逆相関することを見いだした．大腸がん細胞でβ-カテニンとT細胞因子4の抗体により免疫沈降する
Nupsのうちの1つがNupXであった．大腸がん組織における発現解析とがん細胞における機能解析により，NupXは
β-カテニンの核排出に作用し，大腸がんのWnt経路には抑制的に作用することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism by which β-catenin with no nuclear localization
 signal transits between cytoplasm and nucleus, this study investigated expression of and 
interaction between β-catenin and nucleoporins (Nups) that constitute nuclear pore complex and 
participate in nucleocytoplasmic trafficking of various functional macro-molecules. Comparative 
analysis of expression of 30 Nups in normal cells, colon cancer cell lines, human colorectal cancer 
(CRC) tissues and the non-neoplastic mucosa found an inverse association between the expression of a
 certain Nup (here called NupX) and the nuclear accumulation of β-catenin in colon cancer cells and
 CRC tissues. Subsequent analysis identified NupX among Nups coimmunoprecipitated with β-catenin 
and T-cell factor (Tcf)4 in protein extracts from colon cancer SW480 and HCT116 cells. Analysis of 
its expression and function indicated that NupX functions to excrete β-catenin from nucleus, 
thereby inactivating the Wnt signal pathway in CRC.

研究分野： 腫瘍外科学
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１．研究開始当初の背景 

大腸発がんと進行過程を推進する Wnt 経路
活性化は，その指令伝達因子 -カテニンが核に
移入し，腸型転写因子 T-cell factor (Tcf)7L2 

(Tcf4) と協働することにより全うされる 1, 2)．我々
の研究や国内外の研究では，-カテニン活性化
の仕組みは蛋白質安定性や Tcf7L2 (Tcf4) との
協働に焦点が当てられてきた 1,2)．しかし，Wnt 経
路活性化の必須要件でありながら，分子内に核
移行モチーフを持たない -カテニンが細胞質と
核を往来する仕組みや，それに作用する細胞内
微細構造は明らかではない． 

核封膜（nuclear envelope）に内在する核膜孔
は約 30 種類の核膜孔複合体（ nuclear pore 

complex: NPC）因子（Nups）から構成される．
NPC による細胞質－核間の分子移送は綿密に
制御され，その誤送は疾患の発症や病態に関与
するが，NPC とがんに関する研究は国内外で始
められたばかりである 3, 4)． 

 

２．研究の目的 

本研究は，分子の核移送や排出に機能する
核膜孔複合体因子（nucleoporins: Nups）3, 4) と -

カテニンの発現の関連性，相互作用や機能解析
を行い，-カテニンの細胞質－核間移送に機能
する Nup(s)の同定を試みる．また，大腸がんに
おけるこれら Nup(s)の発現や役割りを検討する．
そして，Wnt 経路活性化の根幹をなす -カテニ
ン核移行のメカニズムを明らかにする． 

 

３．研究の方法 

(1) 大腸がんにおける Nups発現と -カテニン活
性化の比較解析 

がん細胞で -カテニンの核移行に関与する
Nups を探索するために，正常細胞とがん細胞の
Nups 発現を比較した．実際には，非腫瘍性腎上
皮細胞 HEK293，-カテニンの核移行・活性化を
示 す 大 腸 が ん 細 胞 SW480 （ adenomatous 

polyposis coli [APC] 変異）と HCT 116（CTNNBI 

[-カテニン遺伝子] 変異），および 12 例の大腸
がん症例のがん組織と非がん部粘膜 1検体を対
象に，30 種類の Nups 3, 4) の発現を定量的
reverse transcription (RT)-PCRにより比較測定し
た．がん細胞や組織における -カテニンの発現
と局在は免疫蛍光および組織化学染色により観
察した． 

 

(2) 細胞核で -カテニンと会合するNupsの探索 

正常細胞HEK293 と -カテニン核局在を示す
大腸がん細胞 SW480 と HCT116 からそれぞれ
核蛋白質を抽出し，-カテニン抗体あるいは抗
体 Tcf4 抗体で免疫沈降した．そして，がん細胞
で -カテニンと共沈する蛋白質分画を，sodium 

dodecyl sulfate (SDS)-電気泳動や二次元電気泳
動により分離，同定した． 

 

(3) -カテニン核集積と特異的に関係する Nups

の発現と機能解析 

上記の解析から同定された Nup(s)の発現と大
腸がんの臨床病理学的所見や病期を比較解析
した．大腸がん細胞における当該 Nup(s)の機能
を RNA干渉法により検討した． 

 

４．研究成果 

正常細胞 HEK293，大腸がん細胞（SW480, 

HCT116）と 12 例の大腸がん症例のがんおよび
非がん部粘膜の組織検体について，30 種類の
Nups 発現を定量的 RT-PCR により測定，比較し
た．その結果，がん細胞におけるある種の Nup 

（Nup X）の発現が β-カテニン核集積（活性化）と
逆相関を示した． 

ヒト大腸がん細胞 SW480 と HCT116 を対象に
β-カテニンと Tcf4 に対する抗体で免疫沈降する
タンパク質分画において，複数の Nups を同定し
た．そのなかに，上記の発現解析により同定され
た NupX が含まれていた．同じがん細胞に対す
る RNA干渉法による機能解析の結果，NupXが
核膜に発現しているがん細胞では β-カテニン核
集積は少なかった．これらの細胞で NupX の発
現を抑制すると β-カテニンの細胞質集積と核局
在が顕著になった（図１）．これに伴い，β-カテニ
ン/Tcf4経路の分子発現が亢進した（図２）．ヒトが
ん組織の解析により，腫瘍における NupX 発現
は大腸がんの病期と逆相関を示した． 

図１．大腸がん SW480 細胞に非特異的 small 
interfering (si)RNA (Control siRNA)あるいは
NupX 特異的 siRNA (NupX siRNA)を導入したと
きの β-カテニン（緑）とNupX（赤）の発現と局在．
細胞核は 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
で染色した．上段，中段，下段の各画像は同一
視野を観察した．最右側は DAPI，β-カテニンと
NupX の視野を融合した画像． 

図２．大腸がん SW480 細胞に非特異的 siRNA 



(Control siRNA)あるいは NupX siRNA を導入し
たときの Tcf4，c-mycおよび cyclin D1の相対的
発現レベルを定量的 RT-PCR により比較した． 

図３．β-カテニンと NupX の細胞内局在と機能の
関係を図示した．(A) NupX は β-カテニンに結合
して，その核移入を阻止あるいは核からの排出
を促進している．(B) 何らかの原因で NupX の発
現が低下することにより，β-カテニンは核に移行
し Tcf4 による遺伝子転写を促進する． 

以上の結果より，NupXは β-カテニンの核排泄
に作用し，大腸がんのWnt経路には抑制的に作
用することが示唆された（図３）．本研究の当初の
目的の 1 つであった β-カテニンの細胞質から核
移行に作用する Nup(s)は，この研究期間内に同
定できなかった． 
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