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研究成果の概要： 
核膜孔複合体は、核膜上の巨大な超分子複合体である。この核膜孔複合体が、どのように形成

されるのかは未だなぞのままである。このため、代表者らは代表的な蛋白質に蛍光タグを付け、

HeLa 細胞の安定発現株を作製した。これらの細胞では核膜孔がラベルされ、そのダイナミクス

をライブ観察することが可能となった。さらに、レーザーをもちいて新たに形成された核膜孔

を可視化できるようになった。この手法と細胞周期阻害剤を組み合わせ、間期の核膜孔形成が、

細胞周期によって厳密にコントロールされていることが示された。 
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研究分野：細胞生物学 
科研費の分科・細目：生物学・細胞生物学 
キーワード：細胞核 核膜孔 ライブイメージング 
 
１．研究開始当初の背景 
核膜孔の数が細胞周期に従って 2 倍に増加す
るという事実は今から 30 年以上前から報告
されていたが(Maul et al. J. Cell Biol., 1971)、
それ以後ほとんど解析されていなかった。代
表者らは「核膜孔がいつ、どこで、どのよう
に増えるのか」に注目して解析をおこない、

核膜孔分布の驚くべき不均一性を見い出し、
新しい核膜ドメインである”Pore-free island”
を同定していた。また、その当時、核膜孔形
成の解析は、細胞分裂期直後の核膜形成に伴
う核膜孔新生を対象とするものが主流であ
り、本計画の主題である「核膜の二重膜形成
後にどのようにして新たな核膜孔が膜に挿



入され、構築されていくか」に注目している
ものは他に例が無かった。 
 
２．研究の目的 
 細胞核の二重膜上に存在する核膜孔は、核
膜上のもっとも顕著な構造体であり、細胞質
と核をつなぐ物質輸送･情報伝達の場として
機能している。代表者らはこれまで、核膜孔
を指標として細胞核の動的な形成過程の解
析をおこなってきた。その結果、核膜上の核
膜孔の分布には大きな偏りが存在し、核膜孔
の数や分布は細胞周期や分化の過程でダイ
ナミックに変化することを明らかした
（Maeshima et al., 2006）。そして、G1 初期の
核膜上の核膜孔が存在しない領域を、あたら
しい核膜ドメインとして“Pore-free island”と
名付けた。本研究では、代表者らがそれまで
おこなってきた細胞周期における核膜孔ダ
イナミクスの解析を足がかりとして、光学顕
微鏡ライブ観察と、透過･走査電子顕微鏡観
察を組み合わせ、単一核膜孔のイメージング
をおこなった。そしてこの巨大な複合体が
「いつ、どこで、どのように、構築されるの
か」という核膜孔形成のメカニズムを解明す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 核膜孔複合体は、数個のサブコンプレック
スから形成されることが近年明らかになっ
ている。このため、代表者らは各サブコンプ
レックスに含まれる代表的な蛋白質に蛍光
タグを付け、HeLa 細胞内で発現させて安定
発現株を作製することにした。これらの安定
発現株では核膜孔がラベルされ、そのダイナ
ミクスをライブ観察することが可能となる。
とりわけ、複合体の中で最も安定に存在する
Nup133-YFP の発現株では、488nm レーザー
をもちいると、核膜表面のある核膜孔領域を
安定的に bleach することができるため、予想
される bleach後の輝点は核膜上に新たに形成
された核膜孔であると考えられた。この手法
と細胞周期阻害剤を組み合わせ、間期核に
おける核膜孔の形成を可視化できる系の構
築、およびその系を用いて核膜孔形成がどの
ように制御されているか解析した。 
 
４．研究成果 
 核膜孔複合体の各サブコンプレックスに
含まれる代表的な蛋白質に蛍光タグを付け、
HeLa 細胞内で発現させて安定発現株を作製
した結果、これらの安定発現株では核膜孔が
ラベルされ、そのダイナミクスをライブ観察
することが可能となった。とりわけ、複合体
の中で最も安定に存在する Nup133-YFP や
Nup107-YFP の発現株では、488nm レーザー
をもちいて核膜表面のある核膜孔領域を
bleach することができ、新たに形成された核

膜孔を可視化できるようになった。この手法
と細胞周期の阻害剤を組み合わせることに
よって、間期の核膜孔形成が、細胞周期によ
って厳密にコントロールされていることが
示された（投稿準備中）。さらに、走査電顕
観察では、増殖期細胞において、核膜孔の形
成過程らしき前駆体構造も得られている。こ
のような前駆体は脳のプリキンエ細胞など、
分化細胞では観察されなかった。さらに興味
深いことに、細胞周期の阻害剤によって、間
期の核膜孔の形成は阻害されたが、細胞核の
成長は阻害されなかった。このことは、細胞
核の構築と、その核膜上にある核膜孔の構築
が異なるメカニズムで制御されていること
を意味している（投稿準備中）。 
 このような間期の核膜孔形成のメカニズ
ムをためには、核膜孔形成を人為的にコント
ロールするシステムがあれば非常に便利で
ある。この目的のため、代表者らはRanGTPase
サイクルを制御する RCC1 の温度感受性変異
体である tsBN2 細胞を用いて、温度依存的に
核膜孔形成を制御できる哺乳類細胞のシス
テムをはじめて確立した。今後、このシステ
ムを用いて、間期の核膜孔形成のメカニズム
を解析していく予定である。 
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