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研究成果の概要（和文）：本研究は、生きたヒト培養細胞に生体分子結合ビーズを導入し、それを種として細胞内に「
人工細胞核（核膜）」を創製することを目的とする。核膜形成への関与が知られている分子を結合させたビーズの周囲
で起こる現象について、生細胞蛍光―電子相関観察法等によって解析した結果、DNAやBAFなどを結合させたビーズの周
囲に、核膜に類似した形態の膜構造が形成されることを見出した。また、DNA結合ビーズの周囲におけるBAF依存的な核
膜様構造の形成が、ビーズのオートファジー回避に繋がることを明らかにした。以上の結果から、生細胞内に導入した
ビーズの周囲に核膜様構造の形成を誘導できる実験系の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：This research aims to develop an experimental system in which nuclear envelope 
(NE) can be artificially assembled around a biomolecule-coated bead in a living cell. Live cell 
imaging-associated correlative light and electron microscopy of the beads coated with candidate molecules 
which are known to act as a seed of NE formation in the cell extract-based NE reconstitution experiments 
revealed that DNA-bound and BAF-bound beads can assemble nuclear envelope-like membranes around the beads 
in living cells. Further studies about the NE-like membranes formed around the DNA-coated beads revealed 
that BAF-mediated assembly of the NE-like membranes leads to exogenous DNA avoiding autophagy. Based on 
these results we conclude that our bead-mediated system can be used to induce and dissect the process of 
NE assembly in living cells.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトをはじめとする高等真核生物の核膜は、細

胞分裂期になるといったん消滅し、染色体の分

離後、染色体周囲に再形成される。この核膜再

形成過程は、染色体分離の開始から数分以内

に、多くの因子が秩序立って集積することで実

現される。このように素早く進行する核膜形成過

程を細かくダイセクトする手法として、従来までカ

エル卵抽出液を使った in vitro 実験系が用いら

れてきた。しかし、カエルとヒトの核膜構成の違

いや、卵細胞と体細胞の違いといった本質的な

違いがあるため、ヒト体細胞の核膜形成を構成

的に解析できる手法の確立が熱望されていた。 

 申請者はこれまでに、生細胞内に生体分子結

合ビーズを導入し、特定分子の濃度が局所的に

高くなった空間を創り出すことで、生命現象を生

細胞内で自在に誘導（再構成）して解析できる

実験系の開発を進めてきた（Kobayashi, et al., 

Autophagy, 2010）。また、予備実験の結果から、

直鎖状二本鎖 DNA を結合させたポリスチレンビ

ーズ（DNA 結合ビーズ）を、トランスフェクション

試薬を用いて細胞内に導入すると、エンドソーム

崩壊の直後に、DNA 結合タンパク質である

barrier-to-autointegration factor (BAF)が DNA

結合ビーズ表面に集積し、ビーズ周囲に小胞体

あるいは核膜に由来すると思われる膜構造が形

成されることが分かっていた。しかし、この膜構

造がどのような性質を持ち、一般的に核膜形成

反応が起こる時期、すなわち、細胞分裂期を経

た後にどのような膜構造がビーズ周囲に存在す

るかについてはこれまで分かっていなかった。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、生きたヒト培養細胞に生体分子結

合ビーズを導入し、それを種として細胞内に人

工細胞核（核膜）を創製することを目指すもので

ある。具体的には、これまでにカエル卵抽出液

を用いた核膜再構成系において核膜形成の種

として働くことが知られている生体分子を対象に

して解析を行い、ヒト細胞内に導入したビーズの

周囲に人為的に核膜形成を誘導できるのか、で

きるとすればその核膜はどのような性質を持った

ものであるのかを明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 DNA結合ビーズをはじめとする生体分子結合

ビーズをヒト培養細胞（HeLa）に導入し、導入処

理後の様々な時点において、免疫染色法およ

び生細胞蛍光—電子相関顕微鏡法(Live CLEM

法)等を用いて核膜形成の成否を判定した。観

察時期としては、主に、ビーズが細胞内に到達

した直後の数時間と、そこから時間が経過して

細胞が分裂期を経た後に着目して解析を行っ

た。核膜形成の成否については、電子顕微鏡

観察による形態観察、および、免疫染色法によ

る核膜孔複合体の構成成分（ヌクレオポリン）の

局在の有無によって判定した。これらの観察に

おいて陽性と判定されたものについては、さらに、

核移行シグナル配列を付与した蛍光タンパク質

等を用いて、選択的物質輸送能を有する膜であ

るかどうかを検証した。 

 
４．研究成果 

DNA 結合ビーズ周囲における核膜様構造のア

センブリー 

 本研究では、GFP と BAF との融合タンパク質

（ GFP-BAF ） を安定発現する HeLa 細胞

（HeLa/GFP-BAF）を用いることで、GFP-BAFを、

ビーズが細胞質内に到達したことを示す指標と

した。DNA 結合ビーズを HeLa/GFP-BAF 細胞

へ導入し、GFP-BAF 陽性となったビーズに対し

て、分裂期を通した蛍光タイムラプス観察を行っ

たところ、ビーズ周囲のGFP-BAFのシグナルは

細胞が分裂期に入ると顕著に減少し、その後、

細胞が核膜再構成を行う時期、すなわち分裂期

終期になると再びビーズ周囲にシグナルが検出

された。そこで次に、分裂期を経たビーズの周

囲の様子をLive CLEM法により観察したところ、

ビーズ周囲に連続した二重膜構造の形成が見

られた。この二重膜構造は、通常の核膜と似た

膜間距離を有しており、また、細胞質に面した側

の膜にのみリボソームと思われる電子密度の物



質が存在する、通常の核膜に似た膜構造であっ

た。一方で、核膜孔複合体と思われる構造体は

電子顕微鏡像中にほとんど観察されなかった。

ビーズを細胞に導入してから 24 時間が経過し

た時点で、核膜孔複合体の構成成分を抗ヌクレ

オポリン抗体（mAb414）で染色したところ、BAF

陽性ビーズのうちほとんどのものはヌクレオポリ

ン陰性であった。以上の結果は、今回調べた実

験条件下においては、DNA 結合ビーズは、核

膜に似た形態の膜構造を形成させる能力がある

ものの、完全な機能を持つ核膜を形成するのに

不十分であることが分かった。また、DNA以外の

生体分子についても解析を行ったが、核膜様の

膜構造の形成は見られたものの、いずれの膜構

造も核移行シグナルを付与した蛍光タンパク質

の選択的蓄積などの機能は有していなかった。 

 

外来 DNA のオートファジー回避における BAF

依存的な核膜様構造形成の意義 

 上記と並行して、DNA 結合ビーズ周囲におけ

る核膜様構造形成の意義を調べた。バクテリア

等の外来物質が細胞内へ侵入した際に起こる

細胞応答の一つとして、細胞が持つ分解機構の

一つであるオートファジーによる異物の排除（分

解）が知られている。これまでの研究から、BAF

をノックダウンした細胞に DNA 結合ビーズを導

入すると、DNA 結合ビーズがオートファジー経

路へ取り込まれる頻度が上がることから、BAF が

DNA 結合ビーズのオートファジー回避に重要な

役割を持つことが示唆されていた。そこで、DNA

結合ビーズ、および、BAF のみを結合させたビ

ーズについて、細胞への導入直後にビーズ周

囲で起こる現象を生細胞蛍光—電子相関顕微

鏡法により解析したところ、BAF 陽性ビーズの周

囲に、DNA 結合ビーズの場合に見られたのと同

様の核膜様構造が観察された。また、オートファ

ジーのマーカーであるLC3に対する免疫染色を

行ったところ、GFP のみを結合させた対照実験

に比べ、GFP-BAF を結合させたビーズの場合

には、多くのビーズが LC3 陰性になった。これら

のことから、BAF 依存的な核膜様構造の形成が

オートファジー回避に重要な役割を持つことが

分かった。さらに、DNA のみを HeLa/GFP-BAF

細胞内にマイクロインジェクションした場合にも、

インジェクション直後にDNA上へのBAFの集積

が見られ、約10分が経過した時点で、DNAの周

囲に核膜様の膜構造が観察された。一方、この

ときオートファジーに典型的な膜構造はインジェ

クションした DNA の周囲に見られなかった。この

ことから、今回見られた BAF 依存的な核膜様構

造の形成はビーズを用いたことによるアーティフ

ァクトではなく、外来 DNA に対して起こる現象を

反映していると考えられる。以上の結果から、

BAFには、外来DNAの細胞質への侵入を検出

し、その周囲に核膜様構造を形成することにより、

外来 DNA をオートファジーから回避させる役割

があると結論した（Kobayashi, et al., PNAS, 

2015）。 

 

 以上の結果から、ヒト培養細胞に導入した生体

分子結合ビーズを用いて、様々な性状の核膜

様構造を人為的に形成させ、その形成過程を詳

細に解析できる実験系の構築に成功したと結論

した。 
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