
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)

2014～2012

核膜形成機構：オルガネラ形成を規定する膜タンパク質動態制御

Mechanism of the nuclear envelope assembly: regulation of the nuclear transmembrane 
proteins translocation for organelle assembly

９０３１８４６０研究者番号：

船越　智子（石井智子）（Funakoshi, Tomoko）

順天堂大学・スポーツ健康科学部・特任研究員

研究期間：

２４５７０２２３

平成 年 月 日現在２７   ６ ２２

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：動物細胞の核膜は分裂期に崩壊し、染色体分離後に再形成される。崩壊時に小胞体(ER)に吸
収された核膜タンパク質や核膜成分は、再形成時にERから選択的に供給されるが、そのメカニズムは不明な点が多い。
分裂期のセミインタクト細胞利用して核膜形成初期の核膜タンパク質のERから染色体への局在化を観察した。本実験系
で核輸送活性を持つ核膜を再構築することに成功し、核膜再形成のためには核膜孔の再形成の他に、少なくとも２種類
の膜タンパク質LBRとエマリンの染色体への集積が必要であること、その集積のためにはそれぞれ異なる因子とATP、GT
Pが必要であること、反応中のリン酸化状態が重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：At the one set of cell division of metazoan, the nuclear envelope (NE) breaks 
down and the nuclear membrane components are absorbed to the ER. After chromosome segregation, NE is 
reassembled around the daughter chromosomes. Reassembly of the NE is crucial to organize a functional 
nucleus and to ensure proper progression of cell cycle. I found that NE containing subdomains 
characterized by LBR and emerin can be reconstituted by supplying mitotic cytosol and CDK inhibitor to 
semi-intact mitotic cells. The reconstituted NE is competent for active nuclear transport, showing the 
integrity of NE. To localization LBR and emerin to chromosome from the mitotic ER, at least two factors 
are needed. The results of inhibitor effects and immunostaining analysis indicated that the accumulation 
of LBR-membranes is positively regulated by PP1. It is shown that this newly developed system allows us 
to elucidate mitotic stage specific regulatory factor(s) for NE formation.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
核膜は染色体を細胞質から隔てることで核
機能の効率化に寄与する膜構造体である。核
膜近傍での転写制御などが示され、核機能そ
のものにも関わっていることがわかってき
た。間期における動物細胞の核膜は、核外膜、
核内膜、核膜孔、核膜の裏打ち構造であるラ
ミナから成る。核外膜は小胞体膜と連続して
いるため、共通の膜タンパク質が存在し得る
が、内膜には核に特徴的な膜タンパク質群が
局在している。核と小胞体（ER）は連続した
膜構造体であるが、各オルガネラの形成、構
造維持、機能発現のためには、膜成分と共に
それぞれのオルガネラ特異的なタンパク質
が選択的に供給される必要がある。 
ER とゴルジ体間のタンパク質の輸送経路に
ついては精力的に研究が進められ、膜小胞輸
送経路をはじめとして多くの情報が蓄積し
ていたが、ER から核への輸送機構について
の知見は少なく、これまで間期核への膜成分、
膜タンパク質は、合成の場である ER から核
へ拡散によって供給され積極的な輸送機構
はないとされていた。その一方で、核膜タン
パク質の核内膜への能動的な輸送経路があ
ることがわかってきた。CDK1/2 阻害剤の影
響が核膜成分の供給と、核膜孔の供給（形成）
に対して異なるといった興味深い報告もあ
った。これらはいずれも間期の核に関する報
告であり、分裂期染色へのタンパク質の輸送
に関しては、間期の核-細胞質間輸送を担うイ
ンポーチンファミリーによる輸送経路に関
する報告があったが、膜タンパク質の輸送に
関しての情報は限定されていた。 
動物細胞の核は分裂期に入ると崩壊し、核膜
タンパク質や核膜孔膜タンパク質は ER に吸
収され、可溶性の構成因子のほとんどは細胞
質中に放出される。分裂期中期では核膜構造
は観察されないが、分裂期後期になると染色
体の周囲に分裂期 ER を供給源として核膜が
再形成される。分裂期の核膜・核膜タンパク
質の輸送経路は、細胞核の構築に必要で次の
世代の細胞機能にとって必須なものである。
間期核への輸送とは違い、分裂期では膜構造
の大きな変化が起きるため、また、核膜孔複
合体も同時期に再形成されて外膜内膜間に
組込まれる必要があるため、脂質膜、核膜タ
ンパク質、核膜孔複合体の形成が同調的に制
御されなければならないが、その分子メカニ
ズムはわかっていない状況であった。 
 
２．研究の目的 
核膜は細胞周期を通してダイナミックな膜
構造体で、動物細胞では特に分裂期に著しく
構造変化する。分裂期に入ると、核膜は崩壊
し分裂期 ER と一体化して核膜タンパク質も
吸収され、分裂期中期染色体周辺には核膜構
造は観察されなくなる。分裂期後期になると
核が再形成されるが、その際、核膜タンパク
質は再び核へ分配されなければならない。分
裂期 ER から核膜タンパク質が選別され、染

色体へ運ばれることが核形成初期に必要で
ある点に着目して、分裂期培養細胞を用いた
in vitro 核膜再構成系を利用して核膜タンパ
ク質の局在制御機構を明らかにすることを
目的とした。これまで、アフリカツメガエル
卵抽出液を用いた核再構成実験や。培養細胞
内のタンパク質動態の観察によって、前核膜
構造が染色体へ結合することが示されてい
た。本実験系では染色体と分裂期 ER を細胞
内の構造を維持したセミインタクト細胞を
材料とするため、染色体と膜構造の空間的位
置関係を維持したままで動態を追うことが
でき、膜成分を分画する際に避けられない構
造破壊を回避できると同時に、生化学的アプ
ローチが可能であるといった利点がある。 
 
３．研究の方法 
核膜タンパク質であるラミン B レセプター
（LBR）とエマリンにそれぞれ異なる蛍光タ
ンパク質を融合させ、双方を細胞で共発現さ
せた細胞株を用いた。この細胞内では LBR
とエマリンの挙動を同時に観察できる。生細
胞内において LBR とエマリンは分裂期に入
ると ER に吸収された後、核膜が再形成され
る際に染色体周辺に排他的領域に集積する
（Clever et al, 2013）。この核膜タンパク質の
排他的局在化のメカニズムの詳細はわかっ
ていなかった。上記細胞株をチミジン処理後
に洗浄して培養し、大半の細胞が分裂期前期
になった時点で、ジギトニンで細胞膜を透過
性にしたセミインタクト細胞を調製した。こ
のセミインタクト細胞を洗浄して細胞質成
分を除いた後、別途調整した細胞質画分や各
種阻害剤、リコンビナントタンパク質、蛍光
標識タンパク質などを添加して、LBR とエマ
リンの局在変化をタイムラプス観察するこ
とで、核膜形成に必要な条件の検討と、核膜
形成初期に関わる因子の検索を試みた。細胞
質画分として非同調細胞、分裂期前中期に同
調した細胞からそれぞれの可溶性画分を調
製して用いた。 
各条件における反応前後のタンパク質の局
在は免疫染色によって確認した。タイムラプ
ス観察した細胞について反応後のタンパク
質局在を確認する場合には、タイムラプス観
察前後で観察する細胞の位置を特定するた
めにグリット付のガラスボトムディッシュ
を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）再構成された核膜の核輸送活性： ATP、
GTP 存在下で、分裂期細胞質に CDK1 阻害剤
もしくは脱リン酸化酵素を添加すると、LBR
とエマリンの両者を染色体周辺へ集積させ
ることができた。分裂期には Cdk1/サイクリ
ンＢなどリン酸化酵素の活性が高いため、核
膜孔複合体構成因子、ラミン、LBR、エマリ
ンなどのリン酸化によって核膜形成が阻害
される状態にあり、リン酸化活性を抑制する
ことで核膜形抑制が解除されると考えられ



る。LBR とエマリンの染色体上への集積領域
は、生細胞内で観察される核膜ドメインの排
他的な局在パターンと一致していた。その後、
染色体分離後の染色体では両膜タンパク質
で囲まれた空間が拡大してゆくことが観察
された。そこで、核内輸送活性を確認するた
めにBSAに SV40の核移行シグナルを付加し
た蛍光プローブを核膜再構成反応に加えた。
LBR、エマリンが染色体に局在し、各核膜ド
メインに集積した後、蛍光プローブが核内に
蓄積するのが観察された。核輸送活性を持つ
核膜を、本アッセイ系で再構築できることが
確認できた。 
しかし、同じ条件下でも染色体分離以前のス
テージでは LBR、エマリンが集積しても輸送
活性が低いかほとんど活性のない核膜しか
形成されなかった。再構成された核膜に核膜
孔複合体を形成させるためには、染色体分離
後に獲得される染色体の状態変化が必要か
もしれない。 
 
（２）核膜孔複合体形成：in vitro で再構成さ
れた核膜が輸送活性を示したという結果は、
核膜で閉じられた空間ができ、その核膜平面
上に核膜孔が形成されたことを意味してい
る。再構成された核膜のなかでも、分離後の
染色体周辺に形成された核膜は高い輸送活
性を示し、分裂期中期染色体の場合は、LBR
とエマリンが集積していても輸送活性は低
かった。中期染色体には核膜タンパク質や膜
成分が集積する一方で、核膜孔は構築されな
いことがわかった。核膜孔複合体形成初期に
形成の足場となる染色体の状態の違い、もし
くは染色体分離前後の細胞状態が影響して
いることが予想された。 
核膜孔複合体の中でも複合体形成の初期に
必要とされる構成因子として知られる
ELYS/Mel28 についてセミインタクト細胞内
の局在をみると、中期染色体と後期染色体上
での局在が異なることがわかった。中期染色
体ではセントロメアに、後期染色体では LBR
が局在する核膜ドメインと一致する領域に
ELYS が分布する。核膜孔複合体形成の初期
に必要な構成因子が染色体上の局在を変え
ること、もしくは局在を変えるための染色体
の状態変化が核膜孔形成に必要かもしれな
い。 
 
（３）エマリンの染色体局在化：エマリンの
染色体への局在化の程度は非同調細胞質と、
分裂期細胞質とで大きく異なる。非同調細胞
質中ではエマリンは染色体に集積しないの
に対し、上述した通り、分裂期細胞質を用い
れば ATP、GTP 存在下で、CDK1 阻害剤もし
くは脱リン酸化酵素を添加すれば染色体上
へ集積させることができる。両細胞質画分間
の大きな違いはリン酸化状態と核タンパク
質の含有量である。エマリンの染色体局在化
は DNA 結合タンパク質である BAF を介して
いることが知られている。BAF は核タンパク

質であるため、非同調細胞質にはエマリンの
局在化のために必要な量が含まれてない可
能性がある。ATP、GTP 存在下で、分裂期細
胞質にCDK1阻害剤だけでなく脱リン酸化酵
素を追加するとエマリンは染色体近傍まで
は集積するが染色体へ局在しなくなる。分裂
期におけるリン酸化／脱リン酸化状態のバ
ランスが重要であることを示唆している。 
エマリンの染色体への局在化・集積は、異な
る分裂期ステージで同じように観察され、染
色体分離前後で変わることはない。セミイン
タクト細胞側の状態（染色体、膜構造など）
ではなく、細胞質による影響を受け易いと言
える。 
 
（４）LBR の染色体局在化 
① 細胞質依存的な染色体局在化：エマリン
とは異なり、LBR は ATP、GTP 存在下であれ
ば、非同調細胞質中で染色体上に集積する。
また、分裂期細胞質中では、エマリンの場合
と同じ条件下、つまり ATP、GTP、CDK1 阻
害剤もしくは脱リン酸化酵素の添加によっ
て染色体へ集積する。以上から、LBR を集積
させるには、細胞質因子が必要であること、
分裂期細胞質中ではその活性が抑制されて
いてリン酸化を抑制すると活性化されるこ
とを示している。また、この細胞質因子は、
エマリンの染色体局在化に必要な因子とは
異なることがわかる。従って、核膜タンパク
質群を染色体へ局在化させるためには少な
くとも２つ以上の因子が必要であることが
わかる。 
② 細胞質非依存的な染色体局在化：以上の
LBR の細胞質依存的な局在化は、染色体分離
前の中期染色体を観察して得られた結果で、
染色体分離後の娘染色体には細胞質が存在
しなくても LBR が集積する。この細胞質非依
存的な LBR の染色体局在化は ATP、GTP の
加水分解が必要であったため、セミインタク
ト細胞中に残存している何らかの活性因子
の存在が予想された。この活性は、キナーゼ
阻害剤であるスタウロスポリンや Aurora B
キナーゼ阻害剤の ZM44739 では阻害されず、
ホスファターゼ阻害剤であるオカダ酸ホス
ファターゼ-1（PP1）阻害剤である Inhibitor-2
で阻害された。そこで、まず分裂期に活性化
されるホスファターゼの１つである PP1-γ に
ついて、セミインタクト細胞内に存在するか
どうかについて以下のようにして調べた。 
PP1-γ の蛍光タンパク質融合体（PP1-γ-FL）
を発現させた細胞株からセミインタクト細
胞を調製し、染色体上に PP1-γ-FL 由来の蛍光
が観察されるか調べると、中期染色体、後期
染色体双方に PP1-γ-FL が存在していること
がわかった。次に、同セミインタクト細胞を
ATP、GTP のみで反応させると PP1-γ-FL は後
期染色体にのみ観察され、中期染色体にはみ
られなかった。さらに、細胞質画分 PP1-γ が
染色体に局在し得るかについて調べるため
に、通常の（何も発現させていない）HeLa



細胞からセミインタクト細胞を作成し、別途
PP1-γ-FL 発現株から調整した細胞質画分と
反応させた。その結果、細胞質画分の
PP1-γ-FL は中期染色体、後期染色体の双方に
局在することを確認した。以上の結果は、
PP1-γ と LBR の染色体局在化条件が一致して
いることを示しており、セミインタクト細胞
内に残存するホスファターゼ活性、細胞質画
分の局在化因子が PP1-γ である可能性を示し
ている。しかし、PP1-γ の染色体上での局在
領域には偏りがなく、LBR の核膜ドメインの
パターン形成には別の因子が関与すること
が予想される。 
LBR が集積する染色体領域は核膜孔複合体
構成因子群が核膜形成初期に集積する領域
と一致する。そこで、LBR と ELYS/Mel28 の
セミインタクト細胞内での局在が一致する
か調べた。（２）に記したように、ELYS は中
期染色体ではセントロメアに、後期染色体上
では LBR が局在する核膜ドメインと一致す
る領域に分布する。ATP、GTP 存在下で細胞
質画分を加えないで反応させると後期染色
体には LBR と同様に染色体に局在したまま
残っているが、中期染色体セントロメアの
ELYS は検出されなくなり、LBR が染色体へ
運ばれることはない。細胞質非依存的な LBR
の 染 色体 局 在 化の条 件 や集積 領 域 は
ELYS/Mal28 と一致することがわかった。 
今後、PP1-γ の染色体局在や活性と ELYS や
LBR の染色体集積の関係、ATP、GTP を必要
とする反応について検討する必要がある。 
 
複雑な核膜形成機序について分裂期の異な
るステージで必要な制御因子群の同定のた
めには、今後より詳細な解析が必要である。
本再構成系がその一助となることを期待す
る。 
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