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研究成果の概要（和文）：核膜形成制御機構の解明を目的として、分裂期セミインタクト細胞を

用いた in vitro 核膜再構成系を樹立した。核膜形成の初期ステップである核膜タンパク質の染

色体への局在化には、細胞質画分と ATP/GTP が必要であり、核タンパク質によって必要とする

細胞質因子が異なる可能性を示した。その細胞質因子依存性は分裂期のステージによって異な

ること、細胞質非依存性のステップには脱リン酸化活性が必要であることがわかった。核膜孔

形成初期に必要な核膜孔構成因子が、核膜形成にも関与することを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： To analyze mechanism of postmitotic NE assembly, we tried to 
reconstitute and visualize NE subdomain formation in a cell-free system using semi-intact 
mitotic human cells. Using this assay system, it was shown that INM proteins localized 
to metaphase chromosomes in a cytosol and ATP/GTP dependent manner and that different 
cytosol factor would be required for localization of each INM protein to metaphase 
chromosomes. We further showed that the cytosol dependency is not maintained during 
mitosis and that dephosphorylation activity is needed for the cytosol-independent step. 
We reported that a nucleoporin that required for the first step of nuclear pore complex 
assembly, organizes INM protein accumulation on the chromosome in living cells. 
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１．研究開始当初の背景 
核膜の裏打タンパク質であるラミンが遺伝

子発現制御に関与しており、プロジェリアな

どの重篤な病因であること、核膜孔の構成因

子と転写制御因子や複製関連因子との相互

作用することなどが示され、核構造と核膜直

下での核機能発現制御や核内構造との関連
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性を示す報告が蓄積してきた。核機能発現の

場の構築といった観点からも核膜の形成は

真核生物にとって重要な生命活動の素過程

の１つである。核膜形成機構についての解析

は、これまで、アフリカツメガエル卵抽出液

と精子核などを材料とした生化学的手法や、

核膜タンパク質の細胞内局在変化の観察な

どのイメージングを通して進められてきた。

分裂期後の核膜再形成は、クロマチン上への

前核膜小胞の結合、核膜前駆小胞同士の融合

と核膜孔形成、クロマチンの脱凝縮などを伴

う核の成熟化、といった幾つかのステップか

ら成ることが示されてきた。しかし、実験材

料である膜成分は分画操作によって、本来の

膜構造が失われてしまっていた。生殖系細胞

を使用しているため、体細胞との違いがある

可能性もあった。 
 最近では、イメージング技術を駆使し、間

期核の核膜形成についての解析も行われる

ようになってきた。所属研究室では、それに

先駆けて間期核の核膜形成機構の解析に着

手し、その過程で間期核の核膜上に核膜孔や

ラミンの分布が異なる２つの核膜ドメイン

の存在が明らかにされた。G1 期には核膜孔

の分布に大きな偏りがあり、細胞周期の進行

にしたがって徐々に解消される。この細胞周

期依存的な核膜孔の分布の大きな偏りは細

胞の種類に依らないので、普遍的な現象であ

ると考えられた。核膜孔に富むポア領域と核

膜のないポアフリー領域は、それぞれラミン

A とエマリン（ラミンＡ結合膜タンパク質）、

ラミン B と LBR（ラミンＢ結合膜タンパク

質）の分布の偏りと一致しており、核膜上に

は膜タンパク質の分布が異なる２つ領域（核

膜サブドメイン）が存在することがわかった。

内膜タンパク質であるエマリンと LBR は、核

膜が再形成される姉妹染色体上でも分布パ

ターンが異なっているため、核膜が崩壊して

いる分裂期に、異なる膜構造（もしくは膜領

域）に分布している可能性があった。生細胞

中での LBR-Venus, SECFP-エマリンの局在を

経時的に観察すると、これまでの報告の通り、

エマリンと LBR はまず染色体の両端に同じ

ように局在し、その後、エマリンは娘染色体

上のコア領域と呼ばれる中央領域へ強く集

積し、一方 LBR は両端に強く集積した。核膜

形成の初期ステップは、核膜の染色体への局

在化と集積といった２段階で制御されるこ

とが考えられた。 
 エマリンは BAF や、DNA 結合活性が知ら

れて、コア領域への集積には紡錘体の安定化

が必要であることが示されている。しかし、

一度染色体へ結合したエマリンが紡錘体（チ

ューブリン）依存的にスライドするのか、コ

ア領域へのターゲットに紡錘体が必要なの

かは不明である。 
 LBR は、エマリンとは異なった染色体局

在・集積様式が予想された。LBR は DNA と

結合能を有し、間期における細胞質-核間の物

質輸送を担う Importinβとの結合活性が知ら

れている。Importin 輸送システムは、分裂期

細胞内においてもタンパク質の局在化に寄

与することが知られているが、核膜形成にお

ける詳細な役割については不明な点がある。 
 核膜孔は核膜と同様に、分裂期前期から終

期にかけて崩壊し再形成される。核膜と核膜

孔は同時期に平行して形成されるための制

御が予想された。核膜孔膜タンパク質は、核

膜孔の形成や核膜上での安定化に寄与する

と考えられていた。その１つである Pom121
は、生細胞中で LBR と同様、姉妹染色体が分

離した直後に染色体両端に局在する。LBR と

Pom121 の染色体への局在化機構は不明であ

るが、LBR と同様、Pom121 にも核局在化シ

グナルを見出しており、Importin 依存的な制

御が 1 つの可能性として考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 核膜形成についての生化学的な解析はア

フリカツメガエル卵抽出液と精子核などを

用いた核再構成系が精力的に進められてき

たが、上述した分裂期染色体表層の核膜ドメ

イン構築の分子基盤を明らかにするために

は分裂期細胞の染色体を観察対象とした解

析手法が必要であった。細胞膜を透過膜にし

た分裂期同調したセミインタクト細胞を利

用して、核膜タンパク質の動態を指標とした、

新たな実験系の樹立を目指す。核膜サブドメ

インに局在する核膜タンパク質のセミイン

タクト細胞内での動態を指標にして、核膜形

成を可視化する。これまでの検討の過程で得

られた結果を基に解析を進め、核膜形成初期

のメカニズムを明らかにすることを目的と

する。 

 

 
３．研究の方法 
(1) 核膜再構成系： まず、核膜タンパク質を
蛍光タンパク質との融合体として発現する
安定発現株を単離した。具体的には核膜孔膜
タンパク質である Pom121 を YFP 標識した
Pom121-Venus 発現株と、核内膜タンパク質
LBR とエマリンを蛍光タンパク質標識した
LBR-Venus, SECFP-Emerin の共安定発現株を
HeLa 細胞より樹立した。これらの株を分裂
期に同調した後、ジギトニン処理でセミイン



 

 

タクト細胞を調製する。セミインタクト細胞
内の細胞質成分を洗い流した後、ATP 再生系
や細胞質画分、さらに阻害剤や、ペプチドの
過 剰 添 加 に よ る 阻 害 効 果 な ど を 、
Pom121-Venus、LBR-Venus/SECFP-Emerin を
指標として核膜動態観察を行った。その他の
タンパク質局在については、反応前後のセミ
インタクト細胞を免疫染色で確認した。 
(2) 核膜孔形成抑制による核膜形成への影
響： 核膜孔形成に必須と考えられている核
膜孔構成因子、ELYS の減少による核膜形成
への影響を LBR-Venus/SECFP-Emerin の分裂
期染色体への局在を指標に観察した。特に局
在に変化が観察された LBR については相互
作用を免疫沈降で確認した。 
(3) Pom121 分子内の細胞内局在化領域の検
索： Pom121 については領域欠失変異体シリ
ーズを作成し、Venus 融合体として細胞に発
現させ、細胞内局在観察などによって、核膜
局在、核膜孔局在に必要な分子内領域を決定
した。タンパク質相互作用については免疫沈
降、GST-プルダウンなどで確認した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 核膜再構成系の樹立： 本来、生細胞内で
は分裂期中期に染色体への核膜タンパク質
はリクルートされない。そのため、中期染色
体に核膜タンパク質群の局在できる条件を
検討した。その過程で、エマリン、LBR、
Pom121 の膜タンパク質が分裂期中期染色体
上へ局在させることに成功した。これら３種
の膜タンパク質の染色体上の集積領域は生
細胞での現象を反映して、エマリンは染色体
中央、LBR と Pom121 は染色体端領域に集積
した。これら核膜タンパク質の中期染色体へ
の局在・集積には、細胞質画分、ATP/GTP が
必要で、核膜タンパク質によって局在するま
での時間や、必要とする細胞因子が異なるこ
とを明らかにしてきた。 
① Importin システムによる制御： LBR や
Pom121のmetaphase染色体周辺領域への局在
は過剰量の Importinβで阻害された。これは
Pom121 同様、LBR も Importin システムの制
御下にあることを示している。しかし、LBR
と Pom121 の染色体への局在化のタイミング
が異なっているため、Importin システムとは
異なる制御系の存在が考えられる。後述する
ように、ELYS は LBR の局在や核膜孔形成に
必須であり、Importin との相互作用も知られ
ている。LBR、Pom121 への Importin の阻害
効果が直接のものか、ELYS の局在を阻害し
たための間接的なものか確認する必要があ
る。 
② anaphase 染色体上における核膜集積機構： 
セミインタクト細胞内の LBR の染色体への

集積には、metaphase 染色体への細胞質依存
性の過程と、anaphase 染色体への細胞質非依
存生の過程があることがわかった。Importin
βの過剰添加によって ELYS 局在に影響せず、
anaphase 染色体への LBR の集積が阻害され
た。阻害剤実験から、LBR の細胞質非依存的
な集積には、セミインタクト細胞内に残存す
るホスファターゼ活性が必要であることを
明らかにした。 
 
(2) 核膜孔形成と核膜形成の関連性： 核膜孔
形成初期に必須とされている Nup の１つ、
ELYS は本アッセイにおいて、細胞質依存性、
染色体上のリクルート領域、阻害剤効果など、
LBR と同様の反応性、局在変化が観察された。
生細胞で ELYS をノックダウンすると、LBR
やエマリンの分裂期染色体への集積が抑制
され、LBR については間期での核膜局在も抑
制されることがわかった。ELYS と LBR の相
互作用はリン酸化状態に依存することがわ
かった。ELYS が核膜と核膜孔の同調形成制
御に関わることを示唆する解析結果を誌上
発表した。 
 
(3) Pom121 分子内の細胞内局在化領域の検
索： Pom121 は分裂期染色体周辺に集積する
膜タンパク質で核膜孔複合体構成因子の１
つである。Pom121 細胞内の複数の核移行シ
グナル(NLS)を同定し、この NLS と Importin
αの結合を介して Importinβと相互作用する
ことを明らかにした。Pom121 の NLS 変異体
の生細胞内局在解析により、Pom121 の NLS
の機能としては分裂期染色体へターゲット
よりむしろ、間期の核膜孔形成時に必要であ
ることを示した。Pom121 の核膜への局在化
は Ran、Importin の制御下にある可能性を
RCC1 温度変異株である tsBN2 を用いて示し
た。これらの結果をまとめ誌上発表した。 
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