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研究成果の概要（和文）：繊毛虫テトラヒメナには、ひとつの細胞内に、大核・小核という構造と機能の異なる
２種類の核が存在する。本研究課題は、この生物学上の特徴を利用して、核膜孔複合体が核機能分化に関与する
分子基盤および構造基盤を明らかにするものである。まず、大小核の核膜孔複合体を構成する全ヌクレオポリン
を同定し、大小核核膜孔の構造的な違いを分子レベルで明らかにした。次に、受精後の核が大小核へ分化する過
程を生細胞イメージングで解析し、核膜孔複合体と核機能分化との時空間的な関係を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A ciliated Tetrahymena has two structurally and functionally distinct 
nuclei, a somatic macronucleus (MAC) and a germline micronucleus (MIC) that develop from the 
post-zygotic nuclei originated from MIC during the sexual process of conjugation. This study aims to
 understand molecular and structural difference between MAC and MIC nuclear pore complexes (NPCs), 
which is believed to be involved in the nuclear differentiation. By combining in silico analysis, 
mass spectrometry analysis for immuno-isolated proteins, and subcellular localization analysis of 
GFP fused proteins, we first identified all components of the NPCs in MAC and MIC and indicated 
structural difference between MAC and MIC NPCs. We next examined dynamic process of the nuclear 
differentiation using fluorescence live cell imaging and Live CLEM imaging, and found that assembly 
of the type-specific NPC is one of the most important determinants for the nuclear differentiation. 

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 核膜孔複合体は核－細胞質間の輸送を担
う構造であり、核の機能は、この孔を介した
物質輸送によって制御される。従って、核膜
孔複合体を構成するタンパク質（ヌクレオポ
リン）は、核輸送を介して核機能分化を制御
することが可能である。しかし、個別のヌク
レオポリンが核機能分化にどのような役割
をもっているかについては全く分かってい
なかった。我々は、Nup98 がヒストン H1 の
核輸送を制御することによって核機能分化
に関与しうることを、テトラヒメナを用いて
示した(Iwamoto et al, Curr. Biol., 2009)。 
 繊毛虫のテトラヒメナ（単細胞生物）は、
ひとつの細胞内に機能と構造が異なる 2種類
の核（大核と小核）が存在し、生命現象に応
じてこの二核を使い分ける。大核は、転写活
性の高い短い DNA が多コピー存在し、増殖
に必要な全ての転写をまかなっている。一方、
小核は、二倍体のゲノム DNA が存在するが
転写不活性で、自身の複製以外には使われな
い。減数分裂後、受精し、発生に相当する 2
回の核分裂を経て、大核と小核に分化してい
く。通常の一核性の真核生物では、細胞自体
も分化するため、核構造の違いだけによって
核機能分化が起こることを示すのは困難で
あるが、この生物では、同一細胞質内のごく
近傍で大小核の核分化が起こることから、核
分化の制御の仕組みを核構造と結びつけて
研究することが可能である。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、核機能分化に重要な働きを
する核膜孔複合体の構造的基盤を明らかに
することを目的とする。まず、テトラヒメナ
の大核・小核の核膜孔複合体を構成する全ヌ
クレオポリンを同定し、大核と小核の核膜孔
複合体の構造的な違いを分子レベルで明ら
かにする。次に、受精後の核が大核・小核へ
分化する過程を生細胞イメージングで解析
し、核膜孔複合体と核分化との時空間的な関
係を明らかにする。これらの解析により、核
機能分化に働く核膜孔複合体の分子・構造を
明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 既知のヌクレオポリンに GFP を融合した
タンパク質をテトラヒメナ細胞で発現させ、
抗 GFP 抗体により共沈降するタンパク質群
を、質量分析法を用いて網羅的に解析した。
それらのタンパク質およびゲノムデータベ
ースから発見したタンパク質に対して、in 
silico による構造予測および発現プロファイ
ル解析を行い、分子構造と発現プロファイル
の特徴からヌクレオポリンの候補となるタ
ンパク質を抽出した。候補タンパク質に対し
て、GFP 融合タンパク質を細胞に発現させ、
その核膜孔への局在によってヌクレオポリ
ンと判定した。この方法を、新規に発見され
たヌクレオポリンに対しても繰り返し行っ

た。 
 ヌクレオポリンと同定されたタンパク質
については、核分化過程での挙動を、生細胞
蛍光イメージング法を用いて解析した。GFP
融合ヌクレオポリンを発現させたテトラヒ
メナを性別の異なる細胞と混ぜ合わせ、低栄
養液に晒すことで生殖を誘導し、核分化過程
の細胞を、蛍光顕微鏡を用いて生きたままの
状態で経時観察した。核膜および核膜孔複合
体の詳細構造については、ライブクレム法
（生細胞蛍光イメージングと電子顕微鏡観
察を組み合わせた方法）を用いて解析した。
ヌクレオポリンの核膜孔内での局在に関し
ては、免疫電子顕微鏡法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）全ヌクレオポリンの同定 
 既知のヌクレオポリン Nup93 をベイトと
して、結合するタンパク質を質量分析法で解
析し、Nup93 complexに含まれる新規ヌクレ
オポリン Nup308（Nup205ホモログ）と Nup58
を発見した。Nup308は、C末端側に Nup205
ホモログに見られる構造を持つが、それに加
えてN末端側にはGLFGリピート領域を持つ
ことが分かった。この領域は，他の生物の
Nup205 ホモログには見られないため、テト
ラヒメナ Nup308 特有の構造である。大小核
の核膜孔に存在する量を、GFP融合タンパク
質の蛍光量を指標に調べたところ、大小核に
同程度の量比で局在することが分かった。 
 次に、Y-complex と呼ばれる土台部分の構
造を検討した。脊椎動物の Y-complexは、約
10種類のタンパク質から構成されるが、テト
ラヒメナではこれまでに 3種類しか分かって
いなかった。そのうちのひとつである Seh1
をベイトとして、その結合タンパク質を質量
分析で解析し、新たに Nup85を発見した。さ
らに、Nup85 をベイトとして Nup160 と
Nup133 を発見した。既知の Nup96 をベイト
として Nup107 を発見した。しかし、これら
の解析のいずれでも、Nup43, Nup37, ELYSの
ホモログを発見することは出来なかった。こ
れらのタンパク質は、出芽酵母には存在しな
いことが知られているため、テトラヒメナに
も存在しないと考えられる。大小核の核膜孔
に存在する Y-complexタンパク質の量を GFP
融合タンパク質の蛍光量を指標に調べたと
ころ、すべての Y-complexタンパク質は、大
核より小核に多く存在することが分かった。 
 FG-Nup と総称される FG リピートをもつ
ヌクレオポリンを検討した。これまでに、
我々により Nup98 の４つのパラログが発見
され、２つずつが大小核にそれぞれ特異的な
局在をすることが分かっていた（Iwamoto et 
al., 2009）。本研究課題では、最新のゲノムデ
ータベースから FG リピート構造などを指標
に、新たな FG-Nupとして、Nup214ホモログ
2種類、Nup153ホモログ 2種類、Nup62、上
述した Nup58 を同定することに成功した。
Nup214と Nup153のホモログ 2種類は、それ



ぞれ大小核に特異的に局在した。 
 膜タンパク質 Nupを検討し、新たに大核特
異的な Pom121と小核特異的な Pom82を発見
した。免疫電験法により大核 Pom121 は核質
側にのみ、小核 Pom82は細胞質側にのみ存在
することが分かった。 
 その他の Nupとして、Nup88, Nup185, Tpr
を同定した。 
 これらの結果を論文にまとめて報告した
(Iwamoto et al., J. Cell Sci., 2017)。これにより、
テトラヒメナの大小核の核膜孔複合体の構
成因子のほぼ全てが明らかとなった（図１）。 

 
（２）核分化におけるヌクレオポリンの動態 
 小核から大核と小核が形成される核分化
過程での各ヌクレオポリンの動態を生きた
細 胞 で 観 察 し た 。 大 核 に 特 異 的 な
mCherry-MacNup98A, -Bの動態を検討した結
果、核分化の極めて初期段階に、新大核予定
核（大核原基）に出現することが分かった。
クロマチンの再編成（すなわち、大核化）に
必要な Twi1p-GFPは、それに遅れて同核に核
移行することも分かった。小核に特異的なヌ
クレオポリン mCherry-MicNup98A,-B および
大小核共通な成分である GFP-Nup93 を観察
したところ、新大核予定核および新小核予定
核（小核原基）の核膜上に、これらの蛍光タ
ンパク質融合ヌクレオポリンがクラスター
した構造が観察された。その構造をライブク
レム法で観察したところ、核膜が二重になっ
た二重核膜（redundant nuclear envelope）構造
が形成され、内側の核膜に、小核由来の核膜
孔複合体が詰め込まれているのが観察され
た（図２）。 

 
このような二重核膜構造は、全生物を通じて、
今回初めて発見されたものである。これらの

結果は、核膜孔の大核化が大核分化に重要で
あること、大核化が進むこの時期には、小核
タイプの核膜孔複合体を物理的に閉じ込め
る必要があることを示唆している（Iwamoto 
et al, JCS, 2015）。また、他の生物においても、
核膜孔複合体のタイプスイッチングが、核分
化に重要な働きをする可能性を示唆するも
のである（Iwamoto et al., Commun, Integr. Biol., 
2015; Iwamoto et al., Curr. Opin. Cell Biol., 
2016）。 
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