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研究成果の概要（和文）：ヌクレオポリンNup88の発現促進機構およびがん悪性化への関与を、前立腺癌細胞株
およびHeLa細胞を用いて調べた。前立腺癌細胞におけるNup88の発現は、当初予想とは異なりアンドロゲンに依
存して抑制された。一方、HeLa細胞に過剰発現したNup88はKif7の発現を抑制し、Gli1の発現を促進した。すな
わち、がん促進にはたらくヘッジホッグ経路を活性化することを見出した。Gli1の発現促進はKif7の発現抑制に
依存していたので、過剰発現したNup88はKif7の発現抑制を介してヘッジホッグ経路を活性化することによりが
んを悪性化する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the regulatory mechanism of Nup88 expression and its 
involvement in the progression of the cancer malignancy using prostate cancer cell lines and HeLa 
cells.  In the former, the expression of Nup88 was unexpectedly suppressed by androgen, an 
exacerbation factor for prostate cancer, so we abandoned the analysis. For the latter, we found that
 overexpression of Nup88 suppressed Kif7 expression and promoted Gli1 expression, indicating that 
the hedgehog signaling pathway associated with cancer malignancy is activated.  Since the knockdown 
of Kif7 promoted the Gli1 expression, it was suggested that overexpression of Nup88 may contribute 
to cancer malignancy by activating the hedgehog signaling through suppression of Kif7 expression.

研究分野： 分子生物学、細胞生物学、生化学

キーワード： Nup88　Kif7　ヘッジホッグ経路　がん　Gli1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Nup88の発現量とがんの悪性度には正の相関があると報告されている。しかしながら、Nup88ががんの悪性化にど
のように寄与しているのかは不明であった。本研究は、Nup88がヘッジホッグ経路を活性化してがんを悪性化す
るという全く新しい可能性を示した点で重要である。この可能性に基づいた今後の研究展開によりNup88依存的
なヘッジホッグ経路の活性化が明確になれば、ヘッジホッグ経路を標的にした新たな抗腫瘍薬の開発の基礎的知
見となり得るだろう。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

  Nup88 は核膜孔を構成するヌクレオポリンの一つとして核-細胞質間の分子輸送を担う一方、

種々のがん腫瘍細胞に異所性に高発現していることが報告されている。この発現レベルはがん

のグレードや予後不良と正に相関することから、Nup88 はがん進展に重要な役割を果たしてい

ると考えられている。しかしながら、運動性や浸潤性などの「がんの悪性化」に関与するかどう

かはほとんど不明である。実際これまでに、Nup88 は細胞骨格因子 vimentin を介してわずかに細

胞の運動性を亢進する効果が確認されたのみであり、全く未知の仕組みによってがんを悪性化

する可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、腫瘍細胞に過剰発現した Nup88 が、ヘッジホッグ（HH）経路を活性化して

がんを悪性化する分子機序を解明することである。いくつかの癌では HH 経路の異常亢進が悪

性化に関与している。我々は、HeLa 細胞に強制発現させた Nup88 が、HH 経路の調節因子であ

るキネシン様タンパク質 Kif7 の遺伝子発現を抑制する現象を見出したので、Nup88 が HH 経路

の活性化を導いてがんを悪性化する可能性を考えた。本研究では、前立腺癌細胞株と HeLa 細胞

を用いて、Nup88 の過剰発現から HH 経路の調節異常に至る一連の分子機序の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1)  Nup88 発現のホルモン応答性の検討 

 前立腺癌細胞である LNCaP 細胞をホルモン不含培地で培養し、これにアンドロゲンの一つで

あるジヒドロテストステロン（DHT）を加えた際の、Nup88 の発現量変化をウエスタンブロッテ

ィング（WB）法によって検討した。 

 

(2)  Nup88 の発現調節機構の解析 

 Nup88 の発現がアンドロゲン受容体（AR）に依存するか否かを、AR を発現していない HeLa

細胞および AR を発現している前立腺癌細胞(PC-3)を用いて検討した。また、推定される AR 結

合エレメントを少なくとも 9 カ所含む NUP88 のプロモーター領域を用いてレポーターアッセイ

を行い、AR 応答エレメントの同定を試みた。 

 

(3)  Kif7 の発現抑制機構の解析 

 Nup88 の持続的な過剰発現に依存した Kif7 の発現抑制が、LNCaP 細胞で見られるか否かを

WB 法によって検討した。HeLa 細胞については、KIF7 プロモーターのメチル化状態をバイサル

ファイトシークエンスによって調べた。 

 

(4)  HH 経路のシグナル伝達の解析 

 Kif7 の発現抑制が HH 経路を活性化するか否かを、本経路の最終標的遺伝子（GLI1）の発現

増加を指標に調べた。さらに、HH 経路を構成する転写因子 Gli2 および Gli3 の活性化状態を WB

法によって検討した。  



４．研究成果 

(1) Nup88 発現の男性ホルモン応答性の検討 

 前立腺癌において Nup88 の高発現が見られること、および NUP88 のプロモーター配列には推

定されるアンドロゲン受容体(AR)の結合配列が少なくとも 9 カ所存在することが示唆されてい

る(図 1A)。そこで Nup88 の発現がアンドロゲンやアンドロゲン受容体を介して促進される可能

性を考え、前立腺癌（LNCaP）細胞を用いて検討した。アンドロゲン枯渇状態で培養した LNCaP

細胞にDHT を添加してNup88 発現変化を調べたところ、DHT を加えていない時(0 時間)にNup88

の発現量が最も多く、DHT を加えるとその発現量が時間依存的に減少することがわかった。す

なわち、当初予想であったアンドロゲン依存的な Nup88 発現の増加ではなく、減少が確認され

た（図 1B）。 

 

図 1 DHT に依存した Nup88 の発現抑制 

 (A)NUP88 のプロモーター領域に存在する推定される 9 カ所の AR 結合配列。(B)DHT 依存的

な Nup88 の発現変化。LNCaP 細胞をホルモン不含培地で 2 日間培養した後、DHT を 10 nM 加

えて、Nup88 のタンパク質量変化を継時的に調べた。 

 

(2) Nup88 の発現調節機構の解析 

 遺伝子発現レベルでの NUP88 の発現が DHT によって抑制されるか否かをルシフェラーゼレ

ポーターアッセイによって検討した。アッセイには NUP88 の上流-4003〜-1 の領域を用いた。こ

のプラスミドをアンドロゲン枯渇状態の LNCaP 細胞に導入し、DHT への応答性を確かめようと

試みた。しかしながら、信頼できるデータを得られなかった。一方、Nup88 のタンパク質発現が

DHT に応答したことから（図 1B）、この応答は AR を介していると考えられた。そこでこの点

を、AR を発現していない HeLa 細胞および AR を多く発現している前立腺癌（PC-3）細胞を用

いて検討した。その結果、HeLa 細胞に対して PC-3 細胞の Nup88 発現量は約 70%程度にまで減

少していることがわかった(図 2)。以上をまとめると、Nup88 の発現抑制は、DHT および AR が

関わることが示唆された。  
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図 2 AR 依存的な Nup88 の発現変化 

 (A)血清入り培地で通常培養した HeLa 細胞および PC-3 細胞における Nup88 の発現量を WB

法によって比較した。(B)(A)に基づき Nup88 のバンド強度を定量した。 

 

(3) Kif7 の発現抑制機構 

 Nup88 の過剰発現に依存した Kif7 の発現減少が HeLa 細胞同様に前立腺癌細胞でも見られる

か否かを、Nup88 を transient あるいは stable に過剰発現する LNCaP 細胞を用いて確認しようと

試みた。Nup88 を一過性に過剰発現した LNCap 細胞では Kif7 の発現抑制は起こらなかった。一

方、LNCaP 細胞の stable transfectant の樹立はうまくいかなかった。以上から、LNCaP 細胞での

KIF7 プロモーター解析は中止した。この代わりに、HeLa 細胞の Nup88 過剰発現株における KIF7

プロモーターのメチル化解析を進めた。その結果、Nup88 の持続的な過剰発現によって、CpG の

メチル化が著しく亢進することがわかった（図 3） 

 

図 3 HeLa 細胞の Nup88 過剰発現細胞株における KIF7 プロモーターのメチル化解析 

 (A) KIF7 プロモーター（-169〜+70）の DNA 配列ならびにメチル化され得る 29 カ所の CpG 配

列のポジションを示す。(B)Nup88 発現細胞（■）とコントロール細胞（□）の各 CpG 配列のメチ

ル化率を示す。いずれも 20 クローンを取得し、CpG メチル化をバイサルファイトシークエンス

によって解析した。 

 

(4)  Nup88 の過剰発現が与えるヘッジホッグ(HH)経路のシグナル伝達への影響 

 LNCaP 細胞の Nup88 過剰発現株が構築できなかったことから、HeLa 細胞の Nup88 過剰発現
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細胞を用いて HH 経路の活性化状態を検討した。その結果、HH 経路を構成する因子であり、本

経路の最終標的因子でもある Gli1 の発現が、Nup88 を過剰発現することによって増加した(図

4A)。さらに KIF7 をノックダウンすると、Gli1 の発現が増加した(図 4B)。以上から、HeLa 細胞

において Nup88 の過剰発現は、Kif7 の発現抑制を介して HH 経路を活性化する可能性が示され

た。 

 

図 4 Nup88 の過剰発現および Kif7 の発現減少に依存した HH 経路の活性化 

 (A)Nup88 を過剰発現した HeLa 細胞における Kif7 及び Gli1 の発現変化。(B)Kif7 をノックダ

ウンした細胞における Gli1 の発現変化 

 

(5)  高発現した Nup88 によるがん悪性化効果の検討 

 LNCaP 細胞の Nup88 過剰発現株が構築できなかったため、細胞運動性を検討できなかった。

代わりに Nup88 の過剰発現が HeLa 細胞の遊走性および浸潤性を促進することを報告した

(Makise et al. 2021)。 
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