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研究成果の概要（和文）：間期の真核細胞では染色体は核膜によって細胞質と隔てられた細胞核に収納されてお
り、染色体の機能が核膜タンパク質によって調節されることが示唆されている。本研究では核膜孔複合体と染色
体の相互作用を明らかにすることを目的に、分裂酵母を用いた解析をおこない、核膜孔複合体の構造を明らかに
するとともに、核膜孔複合体タンパク質と相互作用するタンパク質を網羅的に同定した。この過程で、分裂酵母
の核膜孔複合体が他に類を見ない特異な構造をもつことが明らかとなった。また核膜孔複合体と遺伝学的に相互
作用する因子をいくつか同定することができた。

研究成果の概要（英文）：In interphase eukaryotic cells, chromosomes are stored in the nucleus, which
 is separated from the cytoplasm by the nuclear membrane, suggesting that chromosome function is 
regulated by nuclear membrane proteins. In this study, we analyzed the interaction between the 
nuclear pore complex and chromatin structure using fission yeast to elucidate the structure of the 
nuclear pore complex and to comprehensively identify proteins that interact with the nuclear pore 
complex proteins. This process revealed that the nuclear pore complex of fission yeast has a unique 
structure that is not found in any other species. We also identified several factors that 
genetically interact with the nuclear pore complex proteins.

研究分野： 分子遺伝学、細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核膜孔複合体タンパク質と密接な関連する可能性のあるタンパク質を多く同定することができた。今後の研究の
進展によって、核膜孔複合体タンパク質の異常と関連の深い、様々な疾患との関係が明らかになれば、原因の解
明や治療につながる可能性がある。学術的には、新規の核膜孔複合体の構造が明らかとなり、真核細胞の進化を
理解する上で重要な成果を上げることができた。本研究は真核細胞の核膜の機能についてヒトを始め高等動物に
も普遍的な分子メカニズムの理解や、疾患の原因の特定とその治療にも繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

真核生物のゲノムは核膜によって細胞質から隔離されて収納された状態で、転写、複製、組換
え、修復などの調節を受けている。核内において、ゲノムは局所的なヒストン修飾や染色体間の
相互作用によって形成される高次クロマチン構造をとりながら機能しており、そのための基盤
構造のひとつとして核膜が機能していると考えられている。哺乳類では核膜内膜に数百種類の
核膜タンパク質が存在することが報告されている。核内膜タンパク質や核膜孔複合体タンパク
質の異常が原因となる病気（核膜病）や個体発生の異常が知られていることから、核膜タンパク
質が遺伝子発現の調節に関与することが示唆されており、核膜タンパク質の機能についての国
際的関心が高まっているが、クロマチンがどの核膜タンパク質とどのように相互作用している
のか、その詳細な分子機構は解明されていない。研究代表者は、核構造の研究に適したモデル生
物として知られる分裂酵母を用いた研究によって、核内膜タンパク質 Lem2 が染色体の構造や
安定維持に必須の機能を持つことを明らかにしてきたが、31 種類の核膜孔複合体タンパク質の
うち 12 種類がゲノムの安定保持に必要であることを最近発見し、分裂酵母において核膜孔複合
体タンパク質がクロマチンと相互作用する可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 

真核細胞では、クロマチンの機能が核膜タンパク質によって調節されると言われている。しか
し、核膜タンパク質の機能の詳細は不明であり、クロマチンが核膜周辺領域でどのように調節さ
れるのか具体的な分子機構は明らかにされていない。本研究では核膜構成因子のうち核膜孔複
合体（核膜孔複合体）に注目し、核膜孔複合体タンパク質の遺伝子破壊株それぞれのクロマチン
関連機能を評価することによって、クロマチン機能に関わる核膜孔複合体タンパク質を見つけ
出し、クロマチンと核膜孔複合体タンパク質が相互作用する分子機構を解明すること、また分裂
酵母のみならず真核生物に普遍的な細胞核構造と機能を進化的観点から考察することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 

クロマチンの機能に特に関係が深いことが予想される核膜孔複合体タンパク質の具体的な機
能を調べるために、核膜孔複合体タンパク質の遺伝子を破壊した細胞を作成し、どのような不具
合が生じるかを詳しく調べた。調べる方法としては、感度の高い方法として知られるミニ染色体
の脱落頻度を調べたほか、複製、転写、組換え、修復などに異常がないかを調べた。さらに、核
膜孔複合体タンパク質同士の関係を調べるために、二重遺伝子破壊株を作製し、異常が強まるか
どうかを調べた。また、核膜孔複合体タンパク質と相互作用する核内タンパク質の探索をおこな
った。核膜孔複合体タンパク質を免疫沈降法によって回収し、相互作用によって同時に回収され
るタンパク質を網羅的に同定した。同定した既知のタンパク質の機能から、核膜孔複合体タンパ
ク質の構造的機能的役割を考察した。他の生物種の核膜孔複合体タンパク質と比較し、進化的観
点からも考察をおこない、核膜構造としての核膜孔複合体の意義を明らかにした。また核膜孔複
合体と関連のあるタンパク質因子についても積極的に解析をおこない、多くの知見を得ること
ができた。 
 
４．研究成果 

（１）免疫電子顕微鏡法による核膜孔複合体タンパク質の局在同定 

分裂酵母の核膜孔複合体の構造を知るために、30
種類の核膜孔複合体タンパク質それぞれの局在を免
疫電子顕微鏡法によって決定した。核膜孔複合体の
基盤構造の一つとして知られているNup107-160サブ
複合体は、核膜孔複合体の細胞質側と核質側の両方
で環状構造（アウターリング）を形成することが多く
の生物で知られているが（図１）、分裂酵母の核膜孔
複合体では一部のタンパク質は核内側に、その他は
細胞質側にと、分かれて配置していることがわかっ
た（図２）。免疫電子顕微鏡法は細胞を化学固定処理
して観察するのに対し、次に、生きた細胞で核膜孔複
合体タンパク質の局在位置の解析を試みた。任意の
２種類の核膜孔複合体タンパク質をそれぞれ緑色と
赤色の蛍光タンパク質との融合タンパク質とし
て発現させ、画像処理を利用した高精度計測に 図 1 核膜孔複合体アウターリングの配置と構造 



よって 2 色間の距離を測定したところ、生きた細胞の中でアウターリング複合体のタンパク質
が分かれて局在していることが明らかとなった（図３）。また、それ以外の核膜孔複合体タンパ
ク質は他の生物で報告されている局在と同じであることがわかった。このことは核膜孔複合体
アウターリングの構造が、真核生物全体で必ずしも共通ではなく、生物種によって多様化してい
ることを示している（図４）。また、興味深いことに、核内側に分かれて配置している核膜孔複
合体タンパク質を、人為的に細胞質側に配置するように遺伝子融合によって操作すると、減数分
裂の異常が見られたことから、核膜孔複合体の構造の特異性が、染色体の挙動に直接影響を及ぼ
すことを示すことができた。（Asakawa et al., 2019; Hirano et al., 2020）。 

 

図 4 ヒト、出芽酵母、分裂酵母のアウターリング複合体と核膜孔複合体の構造 

図 2 免疫電子顕微鏡法による核膜孔複合体タンパク質の局在解析 

図 3 高精度蛍光顕微鏡測定法による距離測定 



 
（２）核膜孔複合体タンパク質と相互作用するタンパク質の網羅的同定 

核膜孔複合体タンパク質を免疫沈降によって回収し、相互作用因子として同時に回収される
タンパク質を質量分析によって同定した。Nup107-160 サブ複合体の核膜孔複合体タンパク質の
うち、細胞質側に局在化するものからは細胞質に特異的なタンパク質が見つかり、核質側に局在
化するものからは核に特異的なタンパク質が見つかり、（１）に述べた局在解析の結果を裏付け
る結果が得られた。また核膜孔複合体に依存して核膜に局在化するタンパク質として Far8 を新
たに見出した（図５）。また、核膜孔複合体タンパク質同士の相互作用も判明し、分裂酵母の核
膜孔複合体の構造の理解が大きく進展した。（Asakawa et al., 2019; Hirano et al., 2020） 

  
 
（３）Sec13 タンパク質の核膜孔複合体における機能 
核膜孔複合体タンパク質と相互作用するタンパク質として、小胞輸送に働く COPII 複合体の

因子である必須タンパク質 Sec13 を同定した。蛍光顕微鏡解析により Sec13-GFP は細胞質中の
ドットとして、また同時に核膜領域にも局在が観察された。多くの真核生物と同様に、Sec13 は
核膜孔複合体タンパク質 Nup96 と相互作用していた。Sec13 との相互作用が失われる Nup96 の変
異体を作製したところ、変異体は生存可能であり、Sec13 の核膜領域への局在は失われたが、細
胞質中のドットとしての局在はほとんど変わらなかった。従って、Sec13 は核膜孔複合体の機能
には必須ではない可能性が示唆された。（論文準備中） 
 
（４）核膜孔複合体タンパク質 Nup184 と DNA 結合タンパク質 Cdb4 の合成致死性の発見 

生育に非必須の核膜孔複合体タンパク質 Nup184 と DNA 結合タンパク質 Cdb4 が二重に欠損す
ると細胞が生育できなくなることを発見した。これは、cdb4 遺伝子破壊株に cdb4 遺伝子を外来
のプラスミドとして保持させた状態で薬剤による変異導入をおこない、プラスミドを欠落した
ときに致死となる変異をスクリーニングし、発見した（図６）。他の核膜孔複合体タンパク質に
ついても Cdb4 との関連を調べたが、生育に必須でない核膜孔複合体タンパク質の遺伝子の中で
cdb4 の欠損と特異的に合成致死性を示すのは Nup184 だけだった。Cdb4 の細胞内での機能は今
までほとんど知られていなかったが、この結果を手掛かりに Nup184 と Cdb4 の機能が明らかに
なることが期待できる。（Osemwenkhae et al., 2020） 

 
 

図 5 核膜孔複合体の細胞質側タンパク質 spNup131 と核質側タ
ンパク質 spNup132 の相互作用因子の同定 

図 6 cdb4, nup184二重遺伝子破壊による合成致死性 



（５）二重欠損によって合成致死性を示す核膜孔複合体タンパク質の遺伝子の同定 

免疫電子顕微鏡法による局在解析の結果を元に、核内側に特異的に局在化する核膜孔複合体
タンパク質について遺伝子破壊株を作成した。個別に遺伝子破壊をしても生育に影響のない、非
必須核膜孔複合体遺伝子に注目し、二重欠損変異体を作成したところ、致死性を示すものはなか
ったが、温度感受性の生長を示す二重欠損変異体を単離することができた。この変異体では、ミ
ニ染色体の脱落頻度が高いことやセントロメアタンパク質の局在量が減少するなど、染色体の
保持に欠損が見られることがわかった。 
 
（６）核膜タンパク質 Lem2, Elo2 の解析 

（２）の結果から、核膜孔複合体タンパク質と相互作用するタン
パク質として、既知の核内膜タンパク質 Lem2 を見出した。Lem2 は
さらに別の核内膜タンパク質 Bqt4 とともに二重欠損すると細胞が
生育できなくなることが知られており、核膜の機能において重要な
因子と考えられる。この致死性を相補する遺伝子として極長鎖脂肪
酸合成酵素をコードする elo2 遺伝子を同定し、機能解析をおこな
った。Elo2 を欠損すると核膜に破れが生じることから、核膜の構
造維持に極長鎖脂肪酸の合成が核膜の構造および機能に重要な意
義をもつことが示された（図 7）。（Kinugasa et al., 2019） 
 
 
 

 
 
（７）分裂酵母の減数分裂で見られる核膜バリア機能の消失の意義 

分裂酵母は、減数分裂に伴って細胞内に胞子細胞を新生し、胞子細胞核にゲノムを継承する。
酵母では核分裂をしても核膜崩壊はせず、クロマチンは核膜に包まれたまま分配されるため
（closed mitosis）、細胞内の分子は混ざることなく核内や細胞質内に局在を維持する。研究代
表者は以前に減数分裂の際に核膜を維持したまま一時的に核と細胞質の分子が局在を保つこと
なく混ざり合うことを発見している。核膜の機能調節が関わると思われるこの現象の意義を理
解するために解析をおこない、核膜に局在化するタンパク質分解酵素プロテアソームの構成因
子 Rpn11 がこの過程において一時的に細胞質へ局在を変えることが、次世代の細胞である胞子
を正常に形成し、ゲノムを次世代に継承するために必須であることがわかった。（Yang et al., 
2020） 

 
 
 
 
 
 
 

図 8 野生株（左, rpn11+）と rpn11 遺伝子破壊
株（右, rpn11Δ）で Rpn11 を核内膜に人為的に
係留させたときの表現型。野生株 Rpn11 をもつ
左の株は細胞内に 4 つの胞子を形成するが、もた

ない右の株では胞子形成に異常が見られる。 

 
 

 
 
（８）ゴルジ体内におけるタンパク質輸送機構 

核膜孔複合体タンパク質のいくつかは膜輸送にも関わることが知られている。膜輸送の中心的
細胞内小器官のひとつであるゴルジ体において、タンパク質がどのように輸送されるのかは不
明な点が多かった。CLEM イメージングを利用して、細胞内の膜の動態を解析し、タンパク質が
ゴルジ体の「槽成熟」に伴って形成されるゴルジ体内の領域間を移動しながら輸送されることが
明らかとなった。（Kurokawa et al., 2019） 

図 7 Elo2 の欠損による核膜の破れ 
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