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研究成果の概要（和文）：核膜孔のもつRNAに対する選択的輸送能の試験管内解析系の基盤作りのため、核膜孔
を構成するnucleoporin（Nup）によるヒドロゲル形成と、このヒドロゲルに対するRNAの浸潤特性の解析を計画
した。まずは、複数のNup、tRNA輸送関連因子群の組換え体等を調製し、Nupによるヒドロゲル形成を試みたが、
適切なゲルブロック、ゲルシートの形成条件確立できなかった。Nupヒドロゲル様の人工ヒドロゲル創成を目指
し、benzyl基を含むpolyacrylamide誘導体の合成を試みたが、ヒドロゲル形成条件を確立できなかった。

研究成果の概要（英文）：To establish the in vitro system to analyze transport of RNAs through 
nuclear pore, we tried to construct nuclear porin (Nup) hydrogels and to set up the RNA diffusion/ 
transport assay with the hydrogel. We prepared various recombinant proteins, such as various Nup, 
transport carriers, etc. However, we could not establish appropriate conditions to prepare Nup 
hydrogel blocks or gel sheets, which are essential for the assay. We also tried to synthesize 
artificial Nup-like hydrogels by introducing the benzyl group into polyacrylamide gels, but we could
 not find appropriate conditions for preparing such artificial hydrogels with an acrylamide 
derivative partly because of high hydrophobicity of an acrylamide derivative with a benzyl group.

研究分野： 分子生物学・細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はRNAの核膜孔透過機構を解析する系の確立を目指したが、残念なことに十分な成果を得るには至らなか
った。核膜孔構成タンパク質を用いたヒドロゲル、さらには、人工的構造からなるヒドロゲルを用いて、生体内
と同様のRNAに対する透過障壁あるいは選択的輸送場を解析する実験系が確立すれば、今までその化学的な特徴
が不明であったRNAの核-細胞質間輸送機構に多くの光を当てることが出来る。研究期間終了時点では、当初の目
的を達することが出来なかったが、現在、問題点を分析して研究を継続している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 核膜孔複合体（NPC）は、分子量が 60〜125 MDa におよぶ巨大なタンパク質複合体で、クラ
イオ電子顕微鏡観察やサブユニットの結晶構造解析等から、その詳しい構造が明らかになりつ
つある[1-3]。NPC は比較的剛直な構造を持つ部分と、天然変性状態にある領域とから成るハイ
ブリッドなタンパク質集積体である。NPC は、様々な物質を双方向的に輸送でき、40〜60 kDa
以下の分子なら自由拡散で、より大きな分子はシグナル依存の能動輸送で運ぶ[4,5]。最近の報告
では、NPC が、自由拡散と能動輸送を異なった部分で担っている可能性も示唆されている[9]。
NPC の物質輸送を担う領域は、Phe-Gly（FG）リピートを含む nucleoporin（Nup）が天然変
性状態で詰まっているとされ、この領域が特定の分子量閾値を持つ透過障壁としても、能動輸送
の場としも重要な役割を持つ[6-8]。NPC における能動輸送は、importin b／Ran システムで駆
動される。輸送担体である importin bが「積荷」と結合するかどうかは低分子 GTP 結合タンパ
ク質 Ran に依存し、核に豊富にある Ran•GTP に出会うと積荷を離す場合は核内輸送、Ran•
GTP と積荷との 3 量体が安定な場合は核外輸送が駆動される[4]。そして、核内の Ran GEF
（RCC1/Prp20）と細胞質側の Ran GAP（Rna1）、そして、GDP 型 Ran の核内輸送因子 Ntf2
によって形成される Ran•GTP の核膜を介した濃度勾配が、輸送のエネルギー源となる[4]。 
 さて、この Nup タンパク質の天然変性部分は、それだけで透過障壁の形成に関わる興味深い
特性を持つ [7-9]。すなわち、Nup の FG リピート部分は適切な条件下でヒドロゲルとなり、
NPC 同様、特定の分子量範囲で透過特性が変わる透過障壁を形成する[7,8]。さらに、タンパク
質の選択的かつ能動的な輸送にも、ヒドロゲル中の FG リピートと importin b等の輸送担体と
の相互作用が重要だと考えられている。Görlich らのシナリオでは、1）importin bは FG リピー
トへの親和性を利用し、Nupのゲル化に関わるFGリピート間相互作用を一過的に破壊してNup
ヒドロゲルに浸潤するが、2）これにつれて importin bに結合した積荷もヒドロゲルに浸潤し、
3）Importin b分子の通過後に FG リピート間の再結合が起こる、とされている[7]。 
 こうした作業仮説は、主にタンパク質を積荷とした核内輸送の解析から明らかとなってきた
が、タンパク質と並んで核−細胞質間輸送の重要な基質群である RNA については、in vitro での
解析が遅れている。特に、前述の Nup ヒドロゲルが、タンパク質とは物性の異なる RNA に対
しても同様の透過障壁として機能するか、輸送担体依存のゲルへの浸潤が RNA でもタンパク質
と同様な機構で起こるのか、さらには RNA で幾つか報告されている非 importin b型輸送担体は
Nup ヒドロゲルをどう透過するのか、等については研究がなされていない[10,11]。さらに、今
までのゲルブロックを利用した浸潤アッセイでは、物質輸送の方向性を加味した in vitro の解析
が行えない。 
 申請者は、出芽酵母における tRNA の細胞質でのスプライシング[12,13]、成熟体 tRNA の核
内への再輸送[14]等を発見し、tRNA の成熟化と細胞内動態の分野で成果を挙げてきた。さらに、
昨年、出芽酵母では tRNA の核内輸送担体が Hsp70 の一種 Ssa2 であることを報告した[11]。
こうした中で、tRNA の核-細胞質間の双方向輸送の理解には、NPC を介した tRNA 輸送の分子
機構を解析するための輸送方向性を再現できる in vitro 系の構築が必要だと感じていた。そこ
で、本計画では、次項に示す具体的な研究目的の達成を通じ、巨大でユニークな特性を持ったタ
ンパク質集積体である NPC の機能を担う化学的な特性の一端を明らかにすると共に、tRNA の
一生における細胞内動態の分子メカニズムを明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、機能的な核膜孔を再構築する第一段階として、RNA の能動的核−細胞質間輸送をで
きるだけシンプルな成分で再構成することを目的に設定した。そのために、天然変性状態で特異
なヒドロゲルを形成する Nup タンパク質に着目した以下の 4 つの目標をたて、研究を計画し
た。まず基盤整備として Nup 関連ヒドロゲルの作成と、低分子である tRNA を積荷とした輸送
系の再構成を目指した。本研究では、当研究室で長年扱っているモデル生物である出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae の Nup および核-細胞質間輸送関連因子を用いた再構成系の構築を
目指した。 
【目標１】構造特性の異なった RNA 種に対して透過障壁として働く Nup ヒドロゲルが作成で
きるか検討し、タンパク質輸送における Nup ヒドロゲルの透過障壁としての特性と比較する。 
【目標２】輸送担体依存の核外・核内双方向の輸送が明らかとなっている tRNA を取り上げ、
tRNA の Nup ゲルへの浸潤が、核外輸送を担う importin b型輸送担体 Los1 や Msn5、核内輸
送を担う非 importin b型輸送担体 Ssa2 によって促進される系の構築を目指す。 
【目標３】核膜孔で見られる、方向性を持ち、濃度勾配に逆らって基質を運べる tRNA の核-細
胞質間輸送を、Nup ヒドロゲル「膜」を組み込んだチャンバーを構築することで再構成する。 
【目標４】NPC 様の透過障壁能をもったヒドロゲルが、ペプチドを含まないより単純な人工ポ
リマーで再現できるかを検討し、NPC 様の透過障壁能の人工構築を通じて、透過障壁能が発揮
されるための化学的特性をより詳細に明らかにする。 
 これらに加えて、透過障壁実験を行う際には、酵母サイトゾルにおける tRNA の濃度を知る
必要がある。このため、新規に開発した tRNA 絶対量測定法を用い、サイトゾルにおける tRNA
濃度の推定も計画した。 
 実際の研究展開では、研究成果に詳しく述べるように良好な Nup ヒドロゲルブロックの調製
にかなりの困難が生じた上、acrylamide と疎水基を含んだ acrylamide 誘導体のコポリマーに



よるヒドロゲル形成が進まないことが発覚し、透過障壁アッセイを実施することが出来なかっ
た。 
 
３．研究の方法 
3-1. 組換えタンパク質の調製 
3-1-1. 組換え Nup の精製 
 酵母 Nup のうち、FxFG リピートに富む Nsp1、GLFG リピートに富む Nup49、Nup115、
Nup100 を取り上げ、ほぼ全長に渡って FG リピートが含まれる Nup49 以外は、それぞれ FG
リピートドメイン（Nsp1 の 1-601 残基部分、Nup100 の 1-640 残基部分、Nup116 の 165-715
残基部分）をコードする遺伝子領域のみを、His6 タグベクターpET-21d を改変した His タグ融
合タンパク質発現ベクターpTYE582 にクローニングし、大腸菌 BL21(DE3)株に導入した。 
 Nsp1(1-601)は可溶性であったので、非変性状態で Ni-NAT agarose により精製した。不純物
を除くため、Ni-NTA agarose 溶出画分を終濃度 5% w/v TCA で処理してタンパク質を変性・沈
殿させ、HiTrap-SP HP 陽イオン交換カラムを装着した AKTA Prime による変性状態での精製
を行った。すなわち Ni-NTA agarose による精製画分を 20 mM HEPES-NaOH、pH 7.5、1 mM 
EDTA、6 M urea で平衡化した HiTrap-SP HP に吸着後、0〜500 mM NaCl 勾配により溶出、
対応した画分を回収した。これに対し、Nup49、Nup100(1-640)および Nup116(165-715）は封
入体として発現したため、大腸菌細胞抽出液から封入体を改修した後、6 M 尿素で可溶化し、尿
素による変性条件下で Ni-NTA agarose により精製した。 
 
3-1-2. 核-細胞質間輸送関連タンパク質の組換えタンパク質の精製 
Los1（酵母 exportin-t）：LOS1 遺伝子の 5'末端側に His6タグをコードする配列を融合した遺伝
子が GAL7 promoter から転写される酵母多コピープラスミド pTYSC213 を液胞プロテアーゼ
欠損酵母株 TYSC188 に導入して、galactose の添加で過剰発現を誘導後、zymolyase 処理でス
フェロプラスト化し、ガラスビーズで細胞を破砕、His6-Los1 を可溶性画分として回収した。Ni-
NTA agarose で His6-Los1 をアフィニティー精製した。 
Kap95（酵母 importin b）：KAP95 遺伝子全長を His6タグベクターpET21a に組み込み、大腸
菌 BL21(DE3)に導入、Kap95-His6を可溶性タンパク質として発現させ、Ni-NTA agarose にて
アフィニティー精製した。 
Srp1（酵母 importin a）：SRP1 遺伝子全長を glutathione-S-transferase 融合タンパク質発現
プラスミド pGEX-4T-2 に組み込み、大腸菌 BL21(DE3)に導入、GST-Srp1 を可溶性タンパク質
として発現させ、glutathione-Sepharse を用いてアフィニティー精製した。還元型 glutathione
で溶出したサンプルは、Amicon Ultra を利用して濃縮した。 
野生型および変異型 Gsp1（酵母 Ran）：GSP1 遺伝子全長を、maltose-binding protein（MBP）
融合タンパク質発現プラスミド pMAL-c2 のクローニングサイト改変プラスミド pTYE169 に組
み込み、大腸菌 BL21(DE3)に導入、MBP-Gsp1 を可溶性タンパク質として発現させ、amylose 
resin にてアフィニティー精製した。同様にして、Gsp1 のヌクレオチド非結合型 Gsp1-T26N、
GTPase 欠損型 Gsp1-Q71L を MBP 融合タンパク質として発現、精製した。MBP 部分と Gsp1
部分の連結部には Factor Xa サイトがあるため、必要に応じて Factor Xa 処理する事で、Gsp1
部分を MBP 部分から切り離し、Factor Xa は p-aminobenzamidine agarose で除去した。 
 
3-1-3. 輸送基質の精製および調製 
 蛍光標識 tRNA：tRNA は、3'末端のジオール基を利用して Alexa488-hydrazide により蛍光
標識した。市販 tRNA を尿素 PAGE で精製して夾雑 RNA を除き、過ヨウ素酸ナトリウムでジ
オール基をジアルデヒドに酸化後、Alexa488-hydrazide と反応させた。ethanol 沈殿およびス
ピンカラムで未反応物などを除いたものを Alexa488 標識 tRNA とした。 
蛍光タンパク質：比較対象とする蛍光タンパク質基質として、分子量が NPC の自由拡散閾値で
ある 60 kDa 以上で、かつ、Srp1／importin aに認識される MBP-GFP-NLS、Srp1／importin 
aに認識されない MBP-GFP、および、自由拡散マーカーである His6-mRFP をそれぞれ、融合
タンパク質として発現、amylose resin あるいは Ni-NTA agarose でアフィニティー精製した。 
 
3-2. 人工ヒドロゲル形成のための acrylamide 誘導体の合成 
3-2-1. benzyl acrylamide の合成 
 benzyl acrylamide は、benzylamine と acryloyl chloride の縮合反応で合成した。先の反応物
および triethylamine を 5 mmol ずつを氷冷した 1,2-dichloroethane 中で混和し、一晩反応さ
せた。副生成物である triethylamine 塩酸塩を水による 2 相分配で除いた後、有機相を蒸発乾
固、少量の 1,2-dichloroethane に溶解した。n-hexane で平衡化したシリカゲルカラムに吸着さ
せ、n-hexane：ethyl acetate = 1 : 3 を溶出溶媒として目的物を精製、エバポレーターで溶媒を
蒸発させ、最終標品を得た。構造は CCl3D 中の NMR 測定で確認した。 
 
3-2-2. benzyl acrylamide を含む polyacrylamide 重合条件検討 
 benzyl acrylamide は水には不溶であったため、水／ethanol、あるいは、水／acetonitrile の
混合溶媒中での重合を検討した。水：ethanol = 1 : 3 あるいは水：acetonitrile = 1 : 3 で 0.70 M 



acrylamide、0.20 M benzyl acrylamide 溶液を調製し、過硫酸アンモニウムと tetramethyl 
ethylenediamine を添加して、重合を開始した。 
 
3-3. 浸潤アッセイに必要な in vivo におけるサイトゾルの tRNA 濃度の推定 
 我々は、tRNA の 3'末端に近い部分の配列多様性を利用し、個々の tRNA 種毎の絶対量を定
量出来る手法（Oligonucleotide-directed Three prime Terminal Extension of RNA：OTTER）
を開発した。この手法では、tRNA の 3'-末端と相補対を形成し、かつ、その 5'側に 5 塩基の 1
本鎖部分を形成する oligo DNA probe を用い、tRNA を RNA primer、oligo DNA の 5'-突出末
端を鋳型として Klenow enzyme による tRNA の伸長反応を行った。この際、鋳型 1 本鎖部分に
は 1 カ所のアデノシン以外全てチミジンの oligo DNA probe を用い、 dATP と
tetramethylrhodamine-dUTP（TMR-dUTP）の存在下で伸長反応を行うことで、各 tRNA 種
特異的に 1 分子の TMR を取り込ませた。反応後に urea-PAGE で展開、蛍光スキャナーでシグ
ナルを読むことで、蛍光強度から tRNA の絶対量を測定した。なお、tRNA の修飾や高次構造の
安定性の違いによって tRNA と probe との相補対形成効率は変化する。そこで、反応産物を
Northern blotting で解析することで伸張効率を求め、真の tRNA 量を計算する際の補正に用い
た。 
 
４．研究成果 
4-1. 組換えタンパク質を用いた Nup ヒドロゲルの再構成 
 本研究では、NPC のコアを形成すると想定されている FG リピートに富んだ Nup によるヒド
ロゲル状態を再構成し、これまで解析されていなかった RNA を輸送基質として単一種の Nup
が形成するゲルブロックへの浸潤アッセイ法の確立を試みた。出芽酵母の Nup として Nsp1、
Nup49、Nup100、Nup116 の FG リピート領域を大腸菌より組換えタンパク質として精製する
ことに加え、各種の核-細胞質間輸送関連因子群（Srp1、Kap95 といったタンパク質の核内輸送
用 importin タンパク質、tRNA の核外輸送用 exportin である Los1、酵母 Ran GTPase ホモロ
グである Gsp1 の野生型、GTP 型、ヌクレオチド非結合型）および、各種浸潤アッセイ用基質
（RNA 基質として蛍光標識ヒドラジドを用いて 3'-末端を特異的に蛍光標識した tRNA や、タ
ンパク質基質であり Srp1•Kap95 に結合して核内に輸送される MBP-GFP-NLS 等）について
も、調製が滞りなく進行した。 
 しかし、精製した Nup を高濃度のタンパク質溶液として調製する事に困難が生じた。文献[7,8]
では、200 mg/ml の Nup 溶液を 2 M guanidine-HCl、0.1% TFA に溶解することが可能である
との記述に従って溶液の調製を試みたが、我々の調製した Nup 標品ではこれだけの濃度で溶解
しようとすると既にゲル状態になってしまい、蛍光標識 RNA の浸潤アッセイに必要な形に成形
したゲルブロックを形成させることが出来なかった。上記 4 者の Nup のうち、Nsp1(1-601)お
よび Nup49 については、タンパク質の溶解に関して、guanidine-HCl 濃度、TFA 濃度、溶解温
度などを様々に検討したが、ゲル化条件をコントロールする形でのゲル形成には至らなかった。
特に、Nsp1(1-601)に関しては、Ni-NTA agarose 精製後の不純物が問題となっている可能性を
排除するため、非変性でアフィニティー精製した Nsp1(1-601)を 6 M 尿素存在下で陽イオン交
換樹脂により精製するなどの工夫を加えたが、精製標品の溶解性を向上するには至らなかった。
研究期間が終了しているが、この点に関しては現在も検討を加えており、是非、良好な Nup ヒ
ドロゲルブロックの形成を成功させたい。 
 
4-2. 芳香環を含む acrylamide 誘導体の合成と、人工ヒドロゲル形成の試み 
 上記、Nup ヒドロゲル形成と並行して、タンパク質に含まれるアミノ酸残基をユニットとし
ないより単純なヒドロゲルの生成を、polyacrylamide に FSFG tetrapeptide を組み込んで Nup
様ヒドロゲルを合成した[15]の手法を参考に、芳香環（今回は benzyl 基）を含む acrylamide 誘
導体を合成し、acrylamide との共重合体を生成、これによる人工ヒドロゲルの構築を試みた。
まずは、共重合モノマーとしての benzyl acrylamide の合成を行った。benzyl acrylamide は、
等モル量の benzylamine と acryloyl chloride を 1,2-dichloroethane 中、同じく当モル量の塩基
（triethylamine）存在下で反応させた。反応はほぼ定量的に進むと期待したが、副生成物であ
る triethylamine•HCl を除いた後の標品の TLC 分析で副反応物の存在が確認されたので、シリ
カゲルカラムで精製した。n-hexane で平衡化したシリカゲルに吸着した産物は、n-hexane：
ethyl acetate = 1 : 3 を溶媒として溶出させた。最終標品の構造を H-NMR で確認したところ、
ベンゼン環、アミド、オレフィンに特徴的なケミカルシフトを持つピークが、各々の H 数にほ
ぼ相当するシグナル積算強度で検出されたため、目的物である benzyl acrylamide が得られたこ
とが確認された。 
 得られた benzyl acrylamide と acrylamide を用いた共重合反応を試みたが、まず、benzyl 
acrylamide の水への溶解度が低かったため、水中での共重合反応は行えなかった。そこで、
ethanol と水あるいは acetonitrile と水の混合溶媒中（何れも混合比は 3:1 が benzyl acrylamide
の溶解には必要）での共重合反応を試みた。定法に従って過硫酸アンモニウムと TEMED の添
加で重合反応を開始したが、水中での acrylamide 単独での重合と異なり、ゲル形成は起こらな
かった。実際、同溶媒中で acrylamide と N,N'-methylene-bis-acrylamide との共重合を行わせ
ると一部の重合体が相分離を起こした状態で回収されたことから、この条件では反応体積全体



にわたるゲル化は起きないことが判った。他方、acrylamide と benzyl acrylamide との共重合
反応液を水に拡散させると液は乳濁し、顕微鏡観察で共重合体と思われる液適の形成が確認さ
れた。おそらく、benzyl 基を含むことで疎水性の高まった acrylamide 共重合体が液液相分離を
起こしたものと思われた。他方、benzyl acrylamide 中の不純物の影響か、こうした液滴は広い
波長に渡る自家蛍光を発した。このため、蛍光標識基質を用いた蛍光顕微鏡下でのアッセイには
現状では用い難いことが明らかとなった。 
 以上のことから、現在は芳香環を持ちながらより親水性の高い acrylamide 誘導体をの合成を
進めている。まずは当初の目的とはそぐわないが、Nup の FG リピートの最もコアな配列であ
るL-phenylalanyl-glycineユニットあるいは単独のL-phenylalanineをN-succinimidyl acrylate
と反応させて N-acryloyl-L-phenylalanyl-glycine あるいは N-acryloyl-L-phenylalanine を合成
し、acrylamide との共重合ポリマーがヒドロゲルを形成するか検討している。 
 
4-3. 輸送基質である tRNA のサイトゾルにおける濃度の推定 
 本計画では、in vitro での Nup ヒドロゲルあるいは人工ヒドロゲルへの浸潤アッセイの RNA
基質として tRNA を中心として解析を進める計画を立てたが、出芽酵母のサイトゾルでは 42 種
類の tRNA がタンパク質の翻訳に働いている。細胞あたりのタンパク質の分子数に関しては、
近年の proteomics 解析の展開に伴い、様々な推定値が示されている。アッセイの際の輸送関連
タンパク質因子群の濃度については、これらのデータを参考にすることが可能である。他方、基
質である tRNA に関しては、microarray や RNA-Seq によって細胞内外の環境変化に対応した
各種 tRNA の相対濃度変化は解析されているももの、これらの手法の原理上、tRNA の絶対量
に関する情報は限られている。そこで、 我々は、tRNA の 3'末端に近い部分の配列多様性を利
用して、個々の tRNA 種毎に絶対量を定量出来る手法 – OTTER 法 –を開発し、これを用いて
いくつかの生理的条件下での培養した出芽酵母の tRNA の絶対量を測定した。この中で、我々
は１）標準的な出芽酵母の富栄養発酵培地である YPD（炭素源はグルコース）で対数増殖期ま
で生育させた酵母における tRNA 量は、0.030〜0.73 pmol/µg RNA と見積もられ、最も少ない
tRNA-LeuGAGと tRNA-AspGUC で 24 倍の違いがあった。こうした値と過去に報告されている酵
母 1 細胞あたりの RNA 量、細胞あたりのサイトゾル体積などを元に[16-18]、tRNA の濃度を推
定すると，それぞれの tRNA 種では 0.6~13 µM、tRNA 全体では約 160 µM となり、予想通り、
かなりたか高い濃度で存在することが明らかとなった。 
 次に異なる生理条件下での tRNA 量を比較したところ、対数増殖期の酵母と定常期の酵母で
は、平均して定常期の方が約 2.7 倍の tRNA を含むこと、また、増え方も tRNA 種間で 1.6 倍
（tRNA-ArgCCG）〜3.8 倍（tRNA-GlyCCC）の開きがあることが判った。他方、発酵培地（YPD）
と呼吸培地（YPGly：炭素源はグリセロール）で tRNA レパートリーには変化があり、YPD に
比べて tRNA-AspGUC は約 42%に減少するのに対して、tRNA-TrpCCA は 183%に増加していた。
こうしたことから、in vitro の実験でもおよそ µM オーダーから 100 µM オーダーの tRNA が
存在する際の挙動を解析すべきであると考えられる。 
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