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研究成果の概要（和文）：本研究は、クロマチン機能を保証する核膜の構造を、独自に開発した人工ビーズによ
る実験系や、生細胞蛍光ナノイメージング法、分子遺伝学などの手法を用いて分子レベルで解明するものであ
る。DNAなどを結合した人工ビーズを生細胞に導入し、ビーズ周辺で誘導される核膜様の構造をライブクレムイ
メージング法により解析した結果、BAF依存的に形成される核膜構造が、DNAを分解から守る働きをすることを発
見した。また、進化的に保存された核膜タンパク質の機能を解析し、核膜タンパク質LEM2がセントロメアヘテロ
クロマチン形成を促進すること、核膜孔因子Nup132が減数分裂期のセントロメア機能に必要であることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：This study aims to understand the nuclear envelope structure that guarantees
 chromatin functions. Toward this end, we used the beads-induced experimental system, fluorescence 
live-cell imaging, and molecular genetics. The results showed that the BAF-dependent nuclear 
envelope formation around the DNA-beads functioned to protect the DNAs from degradation by 
autophagy. Additionally, the conserved nuclear envelope protein LEM2 functioned to augment 
heterochromatin formation in the centromeres in fission yeast. Nup132 was required for the 
centromere functions during meiosis in fission yeast.

研究分野：分子遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
核膜は、遺伝情報であるクロマチン DNA
を細胞質から構造的に仕切るだけでなく、転
写や複製などのクロマチン機能を制御する
足場としての役割がある。その役割のために
は、核膜タンパク質とクロマチンとの結合が
重要であると考えられている。ほ乳類では、
核膜内膜には数 100種類もの核膜タンパク質
が存在することがプロテオミクス解析によ
って明らかになっており（Korfali et al, 
Nucleus, 2012）、これらの核膜内膜タンパク質
とクロマチン機能との関係の理解が今後の
課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
真核生物では、クロマチンが正常に機能す
るためには、核膜タンパク質とクロマチンの
相互作用が重要な働きをする。本研究は、細
胞増殖や発生過程におけるクロマチン機能
を保証する核膜の構造を、独自に開発した人
工誘導微小核実験系や、生細胞蛍光ナノイメ
ージング法、分子遺伝学などの手法を用いて
分子レベルで解明するのを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）人工ビーズを用いたクロマチン機能に
必要な核膜因子の同定：再構成ヌクレオソー
ム、クロマチン因子、DNA などを結合した人
工ビーズを生細胞に導入し、ビーズ周辺で誘
導される核膜様の構造（人工誘導微小核）を、
独自に開発したライブクレムイメージング
法により解析した。特定因子の RNAi ノック
ダウン細胞での人工誘導微小核の構造を解
析し、その結果からクロマチン機能に必須な
核膜因子を同定した。 
（２）天然微小核を用いたクロマチン機能を
保証する核膜因子の解明：ガン細胞で高頻度
に見られる微小核の核膜構造とDNA複製や修
復などのクロマチン機能の関係を、蛍光イメ
ージング法を用いて解析した。 
（３）進化的に保存された核膜タンパク質の
クロマチン機能に果たす役割の解明： LEM ド
メイン核膜タンパク質や核膜孔タンパク質
など進化的に保存されている核膜タンパク
質に関して、分子遺伝学および分子細胞生物
学的な解析を行った。また、目的因子と相互
作用するクロマチン因子を、マススペクトロ
メトリーを用いて同定した。その機能欠損変
異体のクロマチン機能・構造の異常を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）人工ビーズを用いたクロマチン機能に
必要な核膜因子の同定 

DNA を結合したビーズ（DNA ビーズ）を
生きた細胞に導入するという新規の方法と
独自のライブセルイメージング法を用いて、
ビーズ周辺で誘導される核膜構造を解析し、
DNAビーズがエンドソーム膜を破って、細胞
質に入った瞬間を捉えることに成功した。
DNAビーズは、細胞質に入った直後（秒のオ

ーダーで）クロマチンタンパク質 BAFと結合
し、BAF の働きにより、ビーズ周辺に“核膜
様の膜構造”が形成され、その核膜形成によっ
てオートファジーが抑制されることが分か
った（図１）（Kobayashi et al, PNAS, 2015；報
道発表）。 

オートファジーに必要なタンパク質とし
て、オートファジーレセプターp62 タンパク
質を細胞から除去すると、外来 DNA のトラ
ンスフェクション効率が有意に上昇するこ
とを発見した（Tsuchiya et al, FEBS Lett, 2016;
報道発表）。さらに、マウス p62 タンパク質
の 405 番目(ヒトでは 403 番目)のセリンのリ
ン酸化型が、外来 DNA の細胞内侵入を阻害
する働きをすることを発見した（Tsuchiya et 
al, FEBS Open Bio, 2018）。DNAビーズ周辺で
の核膜形成のメカニズムとして、細胞内に導
入したタンパク質結合ビーズを用いて、BAF
や Ran、RCC１などのクロマチンタンパク質
の核膜形成能を調べ、BAFは LEMドメイン
タンパク質の集合に、Ranや RCC１は核膜孔
複合体の集合に役割があることを明らかに
した。 
（２）天然微小核を用いたクロマチン機能を
保証する核膜因子の解明 
蛍光イメージング法を用いて、微小核が形
成される過程を観察し、細胞分裂期の染色体
分配の異常で形成されることが分かった。そ
の時の核膜は不完全で、特に核膜孔複合体や
ラミナが正常に形成されていないことが分
かった。そのため、微小核では正常な DNA 複
製が起こらず、時には、分解系に捨てられて
しまうことが明らかになった。 
（３）進化的に保存された核膜タンパク質の
クロマチン機能に果たす役割の解明 
分裂酵母の核膜孔複合体を構築する全タ
ンパク質を解明した（Asakawa et al, Nucleus, 
2014；表紙に採択、
右図）。核膜孔複合体
を構成するタンパク
質（ヌクレオポリン）
の ひ と つ で あ る
Nup132が減数分裂期
セントロメア機能に
重要な役割があるこ
とを明らかにした
（Yang et al, J Cell 
Biol, 2015; Yang et al, Cell Cycle, 2016; 
Asakawa et al, Front Cell Dev Biol, 2016）。テト
ラヒメナの核膜孔複合体を構築するタンパ



ク質（約３０種類）の局在と相互作用を解析
し、大小核での違いを発見した（Iwamoto et al, 
J Cell Sci, 2017; Iwamoto et al, Commun Integrat 
Biol, 2017）。また、分裂酵母の核膜孔複合体
構造を解析し、他のモデル生物とは異なる構
造をとることを発見した。核膜タンパク質
Lem2 がセントロメアのヘテロクロマチン化
を増強する働きをすることを明らかにした
(Tange et al, Genes Cells, 2016; Hirano et al, 
Genes to Cells, 2018)。核膜構造維持に対する
核膜タンパク質の役割を提唱した（Iwamoto 
et al, Curr Opin Cell Biol, 2016; Yang et al, J 
Biochem, 2017）。 
国際活動支援班活動に協力し、光顕電顕相
関顕微鏡法である Live CLEM イメージング
法を国内外の研究者に講習し、その成果とし
て、共同研究成果を国際誌に発表した(Kaur et 
al, Mol Biol Cell, 2017; Sparvoli et al, Curr Biol, 
2018; Ito et al, Sci Rep, 2018)。 
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