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研究成果の概要：細胞核の重要な構造体である核膜孔複合体に焦点を当て、その分子動態が複

雑な生命現象とどのように深く関連しているのかを解析した。その結果、筋芽細胞から筋細胞

への分化の過程で、核膜孔複合体構成因子の１つ NUP358 の発現量が分化に応じて変動し、その

変動が筋分化に必須であることがわかった。また、核輸送因子 importin ・サブタイプ発現の

スイッチングが細胞の分化・未分化決定機構に重要な役割を果たすことを、マウス ES 細胞を用

いて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

核―細胞質間タンパク質輸送に関する研

究は、輸送因子 importin ・, importin ・や

輸送の方向性を決定する分子である低分子

量 GTPase Ran の発見を契機にして急速に進

み、基本的な輸送メカニズムの理解は進んで

いた。しかし、核膜孔通過の問題は理解が遅

れており、特に、１つの核膜孔を、細胞質か

ら核内へ、核内から細胞質へと絶えず両方向

に異なる蛋白質が移動するメカニズムやそ

の制御については全く理解されていなかっ

た。また、哺乳動物細胞の核膜孔複合体を構
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成する因子（ヌクレオポリン）は、プロテオ

ミクス解析から、約３０種類存在するという

報告がなされたが、それらの分子動態はほと

んど解析されていないのが現状であった。さ

らに、核―細胞質間タンパク質輸送という機

能と関連付けた研究も遅れていた。また、核

膜孔をタンパク質が核内外に移行するそれ

ぞれの分子メカニズムについては理解が進

んでいたが、それに関わる輸送因子、核膜孔

構成因子、輸送システムが、複雑な生命現象

とどのように深く関わっているのかは全く

理解されていなかった。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、細胞核の重要な高次構造

体の１つである核膜孔複合体に焦点を当て、

この複合体の重要な機能である核―細胞質

間タンパク質輸送の制御を指標にして、その

分子構築ならびに分子動態を明らかにする

とともに、核タンパク質輸送システムが、複

雑な生命現象とどのように関わり、制御して

いるのかを知ることを目的とする。近年、核

―細胞質間タンパク質輸送に関する研究は

急速に進展し、importin ・, importin ・な

どの多くの輸送因子が同定され、また、低分

子量 GTPase Ran の役割などが明らかとなり、

輸送の基本的メカニズムの理解はかなり進

んだ。しかし、核タンパク質/輸送因子複合

体がどのように核膜孔を通過するのか、また、

１つの核膜孔をタンパク質が互いに干渉を

受けずに両方向性にどのように通過するの

かという点はほとんど解析されていない。そ

こで、本研究では、核膜孔複合体構成因子（ヌ

クレオポリン）に焦点を当て、個々のヌクレ

オポリンの分子動態を生細胞で観察すると

と も に 、 FRET (fluorescence resonance 

energy transfer)法などを駆使して、ヌクレ

オポリン相互の関係が、例えば、細胞周期を

通して、どのようにダイナミックに変化して

いるのかを明らかにする。一方、１つの核膜

孔を異なるタンパク質が両方向性に通過す

るための制御機構を解明するため、１つは、

核―細胞質間タンパク質輸送の方向性を保

証している分子である Ran に着目し、そのサ

イクルに重要な役割を果たしている RanGAP 

(Ran GTPase activating protein)が SUMO 化

を受けて核膜孔に局在することが知られて

いるので、RanGAP に焦点を当て、その分子動

態を解析するとともに、核内外の輸送が

RanGAP の動態変化に対応してどのように変

化するかを解析する。さらに、細胞分化に焦

点を当て、核膜孔を介したタンパク質輸送制

御が、細胞分化に及ぼす効果を検討すること

を通して、核―細胞質間タンパク質輸送制御

と高次生命現象のつながりを解明する。 

 
３．研究の方法 

（１）ヌクレオポリンならびに RanGAP の動態

と核―細胞質間タンパク質輸送制御の関連に

関する解析 

それぞれのヌクレオポリンの動態と核―

細胞質間タンパク質輸送の関連、特に、核内

外の輸送制御の関係を解析する。具体的には、

１つは、GFP に核局在化シグナルと核外輸送

シグナルの両方を付加した融合遺伝子を作

成し、輸送のレポーター分子として培養細胞

で発現させる。この分子の挙動は、例えば、

細胞周期の進行に依存した核内外輸送の効

率の変化に対応して細胞内の局在が変化す

る可能性が考えられる。このレポーター分子

の局在変化とヌクレオポリンの挙動変化に

相関関係が見られた場合、そのヌクレオポリ

ンは、核内外タンパク質輸送の制御に関わる

候補分子と考える。もう１つは、ある種のヌ

クレオポリンの挙動が、例えば、細胞周期や

細胞分化に依存して大きく変動することが

わかったものについて、その変動の時期に核

局在化シグナルを持つタンパク質あるいは



 

 

核外輸送シグナルを持つタンパク質をイン

ジェクションすることにより、輸送効率が変

化しているか否かを解析する。さらに、レポ

ーター分子としての工夫として、異なるシグ

ナルの組み合わせで作成した、複数のレポー

ター分子を利用し、複数の輸送経路について

も解析を進める。一方、RanGAP に着目した研

究として、RanGAP がどのようなダイナミクス

で核膜孔複合体と結合したり解離したりし

ているかという動態解析を GFP融合タンパク

質を利用して行う。その動態と核―細胞質間

タンパク質輸送制御機構との関連を知るた

めの解析は、上記ヌクレオポリンの解析で用

いたものと同様のレポーター分子を利用す

る。 

 

（２）核膜孔複合体の分子動態と細胞分化と

の関連性に関する解析 

核膜孔複合体のダイナミックな動態と高

次生命機能の関連を解析するための実験系

として、１つは、細胞分化の観点からの研究

を考える。具体的には、筋芽細胞である C2C12

細胞や多能性幹細胞である ES 細胞を用い、

細胞を未分化状態で増殖を続けさせた場合

と、分化誘導させた場合とで比較し、核膜孔

複合体構成因子であるヌクレオポリンの発

現量や細胞内局在がどのように変化するか

を網羅的に解析する。また、核膜孔全体の構

築や形態が変化するかを、原子間力顕微鏡シ

ステムを駆使することにより解析する。もし、

発現量の変化するヌクレオポリンが同定で

きた場合、その発現量を人工的に変化させた

場合に、細胞の分化にどのような影響がある

かを RNAi 法や強制発現法などを用いて解析

する。また、細胞内局在が変化するヌクレオ

ポリンが存在すれば、その局在変化に必要な

ドメインを同定し、そのドメインを欠く変異

体を発現させた場合、細胞分化にどのような

影響を及ぼすかを解析し、その局在変化の重

要性を知る。 

 

４．研究成果 

（１）核膜孔複合体が細胞の環境変化に応答

してどのように動態変化を示すかを明らか

にするため、細胞間接着に応じて核膜孔が変

化するかどうかを解析できる実験系の構築

を目指した。その結果、MDCK 細胞を用いるこ

とにより、細胞接着の有無により核膜孔の動

態を解析できる系の開発に成功した。さらに、

核―細胞質間タンパク質輸送の方向性を保

証している分子である Ran に着目し、そのサ

イクルに重要な役割を果たしている RanGAP 

(Ran GTPase activating protein)が SUMO 化

を受けて核膜孔に局在することが知られて

いるので、RanGAP に焦点を当て、その分子動

態を解析するとともに、核内外の輸送が

RanGAP の動態変化に対応してどのように変

化するかを解析した。その結果、RanGAP が

casein kinase II によってリン酸化を受ける

ことを発見し、リン酸化が RanGAP の細胞内

局在に変化を与える可能性が示された。この

リン酸化は SUMO 化と直接関係ないこともわ

かり、RanGAP がリン酸化によっても動態が調

節されていることを示唆する興味深い結果

が得られた。今後、このリン酸化による

RanGAP の動態変化と核膜孔物質通過効率と

の関連を追及する研究が展開されれば、核タ

ンパク質輸送制御と核膜孔複合体との関連

の理解に向けた大きな展開が期待できる。 

（２）核膜孔のダイナミックな動態と高次生

命機能との関連性を解析するための実験系と

して、主として細胞分化の観点からの研究を

進めた。具体的には，筋芽細胞であるC2C12

細胞や未分化ES細胞を用い、細胞を未分化状

態で増殖を続けさせた場合と分化誘導させた

場合とで比較した場合、核膜孔複合体がどの



 

 

ように変化するか、また、変化するのであれ

ば、その動態を個々のヌクレオポリンに着目

して解析するとともに、発現量、局在が変化

するヌクレオポリンがあるかどうかを網羅的

に解析を進めた。その結果、C2C12細胞を血清

除去により筋細胞に分化させた場合、ヌクレ

オポリンの１つであるNup358の発現量が増加

するとともに、その局在が、核全体から核膜

孔部分に大きく変化することが明らかとなっ

た。また、原子間力顕微鏡を用いて、核膜孔

複合体の構造変化も解析したところ、分化に

応じて、NUP358が局在していると思われる、

核膜孔の細胞質側の直径が大きくなること

を発見した。この時、同時に、蛋白質の核外

輸送に関わる因子であるCrm1も核膜孔に強く

局在することがわかり、核外輸送の効率が増

加することがわかった。さらに、RNAiの手法

を用いてNUP358の発現を抑制すると、筋芽細

胞から筋細胞への分化が抑制されることが

わかり、ヌクレオポリンの変動が、核内外の

タンパク質輸送のバランスを変化させ、細胞

分化に重要な役割を果たしているという興

味深い成果が得られ、核膜孔複合体研究に大

きなインパクトを与えた。一方、未分化ES細

胞に分化を誘導して、いくつかのヌクレオポ

リンに対する抗体を用いて、その局在変化、

発現量変化を解析したところ、Nup62が、未

分化状態ではほとんど核膜に局在している

にも関わらず、分化に伴って核内、特にヘテ

ロクロマチン領域に局在するようになるこ

とが明らかとなった。未分化ES細胞が分化す

るに際し、クロマチンの凝集が進むと考えら

れており、その制御にNup62が関与する可能

性が示唆されるという興味深い成果が得ら

れ、今後の研究の進展が期待される。 

（３）核膜孔複合体のみならず、核輸送因子

に着目し、核―細胞質間タンパク質輸送制御

と ES細胞の細胞分化に関わる研究に着手し、

マウスでは５種類存在すると考えられてい

る importin ・のサブタイプの発現パターン

が、細胞分化に応じてスイッチすることを発

見した。そのスイッチングが細胞分化に果た

す役割を解明するため、未分化 ES 細胞から

神経細胞への分化に着目して研究を進めた。

その結果、importin ・のサブタイプの発現

がスイッチすることにより、細胞の分化・未

分化を決定する転写因子の発現パターンが

変化し、細胞分化が誘導されることが明らか

となった。このように、核輸送因子が、細胞

分化に極めて重要な役割を果たすことを見

出し、細胞分化における核輸送因子 importin 

・の果たす重要性を世界に先駆けて提唱す

ることができた。さらに、importin ・が、

ある種の転写因子の核への輸送に対して抑

制的に働く場合があるという、importin ・

の新しい生理機能を見出した。この importin 

・の抑制的機能が、細胞の運命決定を制御し

ている可能性が見えてきており、細胞運命決

定制御機構の理解に新しい展開を提唱する

研究へと展開することが大いに期待される。 
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