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研究研究研究研究成果成果成果成果のののの概要概要概要概要：：：：    

（１）新しいナノスケール解析法の開発として、高速 AFM の応用法の確立をした。また、効
率的な「AFM－カンチレバーの修飾法」を確立し、細胞核動態の解析に応用した。 

（２）細胞核マトリックス画分はＷＤ repeats を持つタンパク質と disordered 領域を多く含む
タンパク質（DO タンパク質）を高率で含むことを明らかにし、４５種の新規タンパク質を同
定した。また、新しい核マトリックス構造モデルとして”Dynamic scaffold-based model”を提案し
た。 

（３）各種核膜内膜タンパク質の分裂期におけるリン酸化とクロマチンからの解離の関係を明
らかにした。 
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 直接経費 間接経費 合 計 

2004年度 29,200,000 0 29,200,000 

2005年度 19,700,000 0 19,700,000 

2006年度 19,700,000 0 19,700,000 

2007年度 19,700,000 0 19,700,000 

2008年度 19,700,000 0 19,700,000 

総 計 108,000,000 0 108,000,000 
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１１１１．．．．研究開始当初研究開始当初研究開始当初研究開始当初のののの背景背景背景背景    

細胞核は２ｍにおよぶゲノム DNA と多くの
構造タンパク質、機能タンパク質を含み、核
膜で囲まれている。この動態を最新のイメー
ジング技術とプロテオミクス解析により解
明しようという動きが数年前から世界中で
みられた。 
 

２２２２．．．．研究研究研究研究のののの目的目的目的目的 

○ ナノスケール解析による核内構造タンパ
ク質の動態の解明  

○ 新規核マトリクスタンパク質の同定 

○ 細胞周期に依存した核膜とクロマチンの
結合調節機構の解明 

○ 核研究に応用可能な新しいナノスケール
解析法の開発 
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３３３３．．．．研究研究研究研究のののの方法方法方法方法 

（（（（１１１１））））    これまでに抗原決定できたモノク
ロ ー ナ ル 抗 体 の う ち 、 核 小 体
（ISP36,SP120 など）と核骨格（サイト
ケラチン 18、α アクチニン 4、SP120 な
ど）を認識するものを中心に解析し、核
内構造タンパク質の動態および核内構
造と核機能の関係を明らかにする。さら
に核マトリックスタンパク質画分のプ
ロテオーム解析も進め新規構造タンパ
ク質の検索と、見いだされたタンパク質
の動態解析も進める。 

（（（（２２２２））））    核膜内膜タンパク質のエメリンや
LBR、LAP2Lとクロマチンとの直接結合
様式を解析し、その調節機構を明らかにす
る。 

（（（（３３３３））））    フィブロネクチン（核内にも存在す
ることが知られている）、Ski8、 nodal 

modulator 等のタンパク質が ISP36 に結合
することが明らかになったことから、
ISP36 が核構造と mRNA の合成・分解を
つなぐキータンパク質であることが考え
られる。よってこの機能の解析を進める。 

（（（（４４４４））））    液中ナノスケール画像と蛍光顕微
鏡像の同時解析技術、高速原子間力顕微鏡
の核膜形成の素過程解剖への応用法等を
確立する。他の計画班との共同研究を積極
的に進め、細胞周期依存的な核構造再構成
系と最新の可視化技術を組み合わせる、等
の研究から、核内構造の形成機構及び動態
を明らかにする。 

 

４４４４．．．．研究成果研究成果研究成果研究成果 

（（（（１１１１））））    モノクローナルモノクローナルモノクローナルモノクローナル抗体抗体抗体抗体のののの抗原検索抗原検索抗原検索抗原検索：：：：
動態解明のための道具をそろえるため、
細胞核質、核マトリックスおよび分裂期
クロマチンに対するモノクローナル抗
体ギャラリーを作成し、核内および分裂
期染色体上の染色パターンを確定し、そ
の結果をホームページ上にアップした。
これらのモノクローナル抗体に対する
抗原を検索し、21 種類の抗体に対する
抗原を決定した。それらの中には、新規
タンパク質である JmjC ドメインタンパ
ク質に対するものを含む核小体特異的
抗体 12 種類の他、核内にあるサイトケ
ラチン 18 のみを特異的に染色する抗体、
核内にある α アクチニン 4 のみを特異
的に染色する興味ある抗体も含まれて
いた。 

（（（（２２２２））））    核研究核研究核研究核研究にににに応用可能応用可能応用可能応用可能なななな新新新新しいしいしいしいナノスナノスナノスナノス
ケールケールケールケール解析法解析法解析法解析法のののの開発開発開発開発：：：：（１）高速 AFM の
応用法の確立を目指し、酵素と DNA との
反応機構の解明に、また、GroEL/ES の
ATP/ADP存在下での反応機構の解明に成

功した。本装置は世界で唯一の「液中で
の生体試料観察が可能な高速原子間力顕
微鏡」である。（２）GSH-ポリエチレン
グリコールリンカーを用いた「AFM－カ
ンチレバーの修飾法」を確立した。この
系を用いて、核膜孔複合体とインポーチ
ンとの間の力学測定に成功した。また、
ラミン B 受容体とクロマチンとの結合力
も測定した。（３）ラミン B 受容体とクロ
マチンとの結合の解析において、ピコト
レックモードを用いて、AFM 画像とその
画像上でのラミン B 受容体の結合部位の
情報を同時取得する方法（Recognition 

Imaging 法）を確立した。 

（（（（３３３３））））    細胞核細胞核細胞核細胞核マトリックスマトリックスマトリックスマトリックス画分画分画分画分ののののプロテプロテプロテプロテ
オームオームオームオーム解析解析解析解析をををを基基基基にしたにしたにしたにした核内構造核内構造核内構造核内構造のののの解析解析解析解析：：：：
核内構造に寄与するタンパク質が多く含
まれている細胞核マトリックス画分の構
成タンパク質を３回（ラット肝１回と
HeLa 細胞２回）のプロテオーム解析で網
羅的に調べ、１）２８（このうち新規タ
ンパク質１）、８３（５）及び３３３（３
９）種のタンパク質を同定し、データベ
ースにして公開した。２）この画分は、
ゲノム全体と比べて、しばしば超タンパ
ク質複合体の骨格タンパク質として見出
される、ＷＤ repeats を持つタンパク質と
disordered 領域を多く含むタンパク質
（DO タンパク質）を高率で含むことを
明らかにした。また、３）機能未知タン
パク質 BXDC1 と EBNA1BP2 の機能と動
態を解析し、これらのタンパク質がリボ
ソーム形成において dynamic scaffoldとし
て働いていることを明らかにした。４）
これらの結果を基に新しい核マトリック
ス 構 造 モ デ ル と し て ”Dynamic 

scaffold-based model”を提案した。 

（（（（４４４４））））    新規核内新規核内新規核内新規核内タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの機能機能機能機能・・・・動態動態動態動態
解析解析解析解析：：：：機能未知核マトリックスタンパク
質で DO タンパク質の一種である ISP36

の機能解析のため Yeast two hybrid 法を行
いった。（１）１２種類の結合タンパク質
を検出したがその多くはシグナリングに
関係するタンパク質であった。（２）その
うち調べた５種はいずれも一部は ISP36

の核内スペックルと共局在した。（３）
FRAP 法により、ISP36 の動きは通常の核
内タンパク質よりかなり遅いことが示さ
れた。（４）これらの結果より ISP36 は、
核内のクロマチン間にあって情報伝達分
子超分子複合体の dynamic scaffoldとして
働いていることが示唆された。さらに、
機能未知の核小体タンパク質である
BXDC1、EBP2、NO66 は、核小体内にお
いて特徴的にモビリティーが遅く、難溶
性であり、また分裂期にも特徴的な動態



を示すことが明らかになった。 

（（（（５５５５））））    核膜核膜核膜核膜タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの細胞周期依存的細胞周期依存的細胞周期依存的細胞周期依存的
なななな翻訳後修飾翻訳後修飾翻訳後修飾翻訳後修飾のののの解析解析解析解析：：：：アフリカツメガエ
ル卵抽出液の系での解析により、１）核
膜内膜タンパク質のラミンＢ受容体
(LBR)とエメリンの分裂期におけるリン
酸化を詳細に調べ、クロマチンからの解
離機構を明らかにした。また、２）核膜
再構成時のクロマチン表面への核膜の集
積に LBR が寄与し、またタンパク質リン
酸化酵素１が重要な働きをしていること
を明らかにした。また、エメリンとの機
能的相同性が示唆され、かつヒトから線
虫まで保存されている MAN1の細胞周期
依存的リン酸化状態の解析を行った。
MAN1 は、N 末端領域（MAN1-N、1-471

残基）、C 末端領域（MAN1-C、651-911

残基）の二つの核質領域を持つ。MAN1-N

は合成期、分裂期ともリン酸化され、
MAN1-C は分裂期のみ弱くリン酸化され
た。In vitroのBAF結合実験から、MAN1-N

の分裂期におけるリン酸化が、MAN1-N

と BAF の結合を抑制することが明らか
になった。 
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