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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。この「二核性」生物の特徴を活かして、核機能分化に関与する核膜孔複合体の役割を解
明するものである。本研究により、大小核の機能分化に関与する大小核特異的な核膜孔複合体構成タンパク質を
同定した。ひとつの受精核が機能の異なる大小核に分化していく過程を解析し、核機能分化における核膜孔複合
体の役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the ciliate Tetrahymena, there are two types of nuclei with different 
structures and functions, a macronucleus and a micronucleus, in one cell. By utilizing the 
characteristics of this "binuclear" organism, the role of the nuclear pore complex involved in 
nuclear functional differentiation has been investigated. In this study, we identified the 
nucleus-specific nuclear pore complex proteins that are involved in differentiating the macronucleus
 and micronucleus. We analyzed the dynamic process of nuclear differentiation during sexual 
reproduction using fluorescence imaging and clarified the role of the nuclear pore complex in 
nuclear functional differentiation.

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゾウリムシやテトラヒメナなどの繊毛虫は、ひとつの細胞内に機能の異なる二種類の核（大核と小核）をもち、
生命現象に応じて使い分けている。本研究により、これまで全く謎であった二核性生物の構築と維持に、核膜孔
複合体あるいはその構成タンパク質が関与することが明らかになった。また、核機能分化には、フェニルアラニ
ル-グリシン(FG)リピートをもつ核膜孔構成タンパク質が重要であることが明らかとなった。

※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 

核膜孔複合体と核機能分化との関係 

核膜孔複合体は、核－細胞質間の輸送を担う構造であり、生物種に寄らず約30種類のタンパク

質（ヌクレオポリン）から成ると考えられている。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、核膜孔複合体を構成するヌクレオポリン

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、核

膜孔を構成する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、核分化の過程で大規模な核膜孔の再編成が起こることを、テトラヒメナを用いて示した 

(Iwamoto et al, Curr Biol, 2009; Iwamoto et al, J Cell Sci, 2015)。最近になって、核膜ルーメン内に存

在するヌクレオポリンNup210（gp210とも呼ばれる）が筋繊維細胞への分化や胚性幹細胞

（embryonic stem: ES）細胞の神経前駆体細胞への分化に必要であることや、核内側に存在する

Nup153がES細胞の未分化性を制御することが報告されているが、そのメカニズムは明らかにな

っていない。 

 

テトラヒメナを核機能分化研究に用い

る有用性 

繊毛虫テトラヒメナ（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。面白いことに、

大小核の細胞周期は、同一細胞質内に存在するにも関わらず、異なった時間に進行することから

（図１）、核特異的な核輸送を時空間的に制御できる仕組みが存在していることが予想されるが、

その仕組みは全く分かっていない。一方、生殖過程に入ると、大核は消失し、小核から大小核が

再構築される。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。この核分化の過程では、元々小核だった核が、同じ細胞質中で、機能の異なる２種類の

核に分化していくのである。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、ユニークで優れた実験系となる。 

 
２．研究の目的 

ひとつの細胞内に機能の異なる二種類の核（大核と小核）を有する繊毛虫テトラヒメナの生物

学的な特徴を利用して、核機能分化における核膜孔複合体の役割を解明しようというものであ

る。大核と小核という全く機能の異なる２つの核の違いを決定づける核膜孔複合体構造あるい

はヌクレオポリンを特定することによって、核機能分化の分子基盤を明らかにする。さらに、ひ

とつの受精核が機能の異なる大小核に分化していく過程で、その運命を決める因子を特定する

ことによって、核機能分化の分子メカニズムを解明する。 



 
３．研究の方法 

大核と小核の核膜孔複合体を構成するタンパク質の全長あるいは各ドメインにGFPを融合し

た融合タンパク質をテトラヒメナ細胞（Tetrahymena thermophila）で発現させ、蛍光顕微鏡によ

り、それぞれのタンパク質の局在を解析した。大核あるいは小核に特異的に局在する核膜孔複

合体タンパク質については、抗GFP抗体に対する免疫電子顕微鏡法により核膜孔内での局在を

決定した。 

核分化過程における核膜孔複合体あるいはヌクレオポリンの役割を調べるために、生殖過程

におけるGFP融合ヌクレオポリンの挙動を、独自に開発したライブセルイメージング法によっ

て解析した。さらに、核分化に関与する可能性の高いと考えられるタンパク質を選別し、その

欠質体あるいは変異体を作成し、細胞分裂および生殖過程での表現型を解析した。 

 

４．研究成果 

テトラヒメナのゲノムデータベー

スと分子構造予測、発現プロファイ

ル、および独自のプロテオミクス解

析により、ヌクレオポリンの候補タ

ンパク質を選別した。候補タンパク

質のGFP融合タンパク質をテトラヒ

メナ細胞で発現させ、その細胞内局

在を解析し、大小核核膜孔複合体へ

局在するものを、ヌクレオポリンと

して同定した（Iwamoto et al., J Cell 

Sci, 2017）。その結果を図２に示し

た。以前に我々が同定した13種類の

ヌクレオポリン（Iwamoto et al., Curr 

Biol, 2009）に加えて、今回の解析

で、新たに15種類を発見した（図

２．アステリスク付き）。そのうち、

大核核膜孔あるいは小核核膜孔に特

異的に局在するヌクレオポリンとし

て、Nup214（MacNup241, MicNup214）、Nup153

（MacNup153, MicNup153）、膜貫通ヌ

クレオポリン（Pom121, Pom82）を新

に発見した。これらの大小核特異的な

ヌクレオポリンは、特徴的なフェニル

アラニルーグリシン（FG）リピート

を持っていた。この結果は、これらの

ヌクレオポリンが、核特異的な核輸送

に重要な働きをする可能性が示唆する。 

 

図２．テトラヒメナのヌクレオポリン 

図３. テトラヒメナの大小核の核膜孔構造 



膜貫通ヌクレオポリンのPom121は、従来は、後生生物（metazoan）だけで発見されていたヌ

クレオポリンである。我々は、今回、テトラヒメナから、ヒトのHsPOM121Cと極めて類似した

分子構造をもつTtPom121タンパク質を発見した（図４、左側、模式図）。この発見は、後生生

物以外の生物で

Pom121が保存さ

れていることを

示した初めての

ものである。テ

トラヒメナは、

後生生物とは、

進化的に大きく

離れていることから、この発見の学術的な意義は高い。それに対して、小核特異的なTtPom82

は、TtPom121とは分子構造が大きく異なっていた（図４、左側、模式図）。これらの大小核特

異的膜貫通ヌクレオポリンの核膜孔内での位置を免疫電子顕微鏡法で解析したところ、大核特

異的なTtPom121は核膜孔複合体の核質側だけに位置していた（図４、中央上、免疫電顕画

像）。それに対して、小核特異的なTtPom82は細胞質だけに位置することが分かった（図４、中

央下、免疫電顕画像）。大小核核膜孔で、膜貫通ヌクレオポリンの位置が全く異なることから、

これらのヌクレオポリンは、テトラヒメナの核分化に何らかの影響をもつ可能性がある。ま

た、これらのヌクレオポリンはFGリピートを持つため、核特異的な核輸送あるいは核分化に機

能する可能性が高い。そのような考えの下、Pom82の遺伝子を破壊した変異体を解析した。そ

の結果、小核の数の異常が高頻度に起こることを発見した。この結果は、Pom82が、小核特異

的な機能を持つことを示している。 

核膜孔複合体は、核輸送を介して核機能分化を制御すると考えられる。核輸送と核分化との

関係を調べるため、テトラヒメナの大核・小核にそれぞれ特異的な核輸送シグナルを検討し

た。ドメイン解析と点変異体の解析により、大核特異的に局在するヒストンH1タンパク質か

ら、大核特異的な核移行シグナル

として、N末端領域にあるアミノ酸

配列（13-30番；REKKDHKKAPI 

KKAIAKK）（図５、左）とC末端

側のアミノ酸配列（101-130番；

KKAINPGKKAAAQPKSTKKEV 

KKDNKTAKK）の2種類を同定した

（Iwamoto et al., Genes Cells, 

2018）。また、同様の解析を小核

特異的なMLH1タンパク質に対して

行い、N末端側（δタンパク質領

域）の90-189番アミノ酸領域と、C末端側（βタンパク質領域）のアミノ酸配列（213-231番；

KGKKKSKEGKTGAYGKKAN）を同定した（Iwamoto et al., Genes Cells, 2018）（図５、右）。

ヒストンH1およびMLHタンパク質は、大小核特異的なNup98ホモログによって核移行が制御さ

れることから（Iwamoto et al., Curr Biol, 2009）、この知見は、核機能分化の制御メカニズムの

理解に貢献するものである。 

図４．大核特異的 Pom121 と小核特異的な Pom82 の核膜孔内での位置 

図５．大核と小核に特異的な核移行シグナルの発見 



核分化過程については、独自に開発した、蛍光ライブセルイメージングと蛍光相関電子顕微

鏡法（CLEM法）を組み合わせたLive CLEM法を使って、核膜孔複合体や目的タンパク質の動

態を検討した。まず、米国シカゴ大のAaron Turkewitz教授のグループと共同で、より簡便で実

行性の高いLive CLEM法を開発した（Kaur et al., Mol Cell Biol, 2017; Sparvoli et al., Curr Biol, 

2018）。さらに、蛍光イメージング法の精度を向上させるための方法の開発を行った（Matsuda 

et al., Sci Rep, 2019）。これらの方法を用いて、ヌクレオポリンの動態および核膜孔複合体内での

位置を決定することに成功した（Bilir et al., Genes Cells, 2019; Asakawa et al., PLoS Genet, 2019）。 

これらの方法を使って、テトラヒメナの核分化過程での核特異的なヌクレオポリンの動態を調

べた。 

 我々は、ゲノムデータベース

と分子構造予測、GFP融合タン

パク質の局在から、新規の核膜

（孔）タンパク質２種類を同定

した（Iwamoto et al., Gene: X, 

2019）。オピストコンタ類（酵

母からヒトまでを含むスーパー

グループ）と植物以外の種から

核膜タンパク質が同定されたの

は、初めてである。そのうちの

ひとつは、大核と小核の核膜に

局在し、LEMドメインと類似し

たドメインを有することから

Lem2と名付けた。また、もうひ

とつは、LEMドメインと類似し

たドメインを有し、小核の核膜

孔複合体に局在することから

MicLem2と名付けた。免疫電子

顕微鏡で観察すると、Lem2は大

小核の核膜の内膜と外膜の両者

に局在していた。それに対し、

MicLem2は、小核の核膜および

核膜孔複合体に限局して局在し

ていた。核分化過程における

（図６A、模式図）、これらのタ

ンパク質の動態を蛍光イメージ

ング法で解析したところ、Lem2は、面白いことに、選択されなかった受精前核（図６B、

Pronuclear exchange）と大核分化核（図６B, MAC development II）に多く局在することが分かっ

た。これらの核は分解される予定の核であることから、Lem2は、核分解の目印として働いてい

ると示唆された。また、MicLem2は、選択された受精前核（図６C、Pronuclear exchange）に多

く局在したことから、分解を防ぐ働きがあることが示唆された。これらの結果から、核分化過

程における核膜タンパク質あるいは核膜孔複合体タンパク質の機能の一端が明らかとなった。 

図６．核特異的タンパク質の核分化過程でのダイナミクス 
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Sparvoli Daniela、Richardson Elisabeth、Osakada Hiroko、Lan Xun、Iwamoto Masaaki、Bowman Grant
R.、Kontur Cassandra、Bourland William A.、Lynn Denis H.、Pritchard Jonathan K.、Haraguchi
Tokuko、Dacks Joel B.、Turkewitz Aaron P.
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Estimation of GFP-Nucleoporin Amount Based on Fluorescence Microscopy

Methods in Molecular Biology 105～115

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Asakawa Haruhiko、Hiraoka Yasushi、Haraguchi Tokuko 1721
 １．著者名

10.1111/gtc.12557

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Lem2 is retained at the nuclear envelope through its interaction with Bqt4 in fission yeast

Genes to Cells 122～135

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Hirano Yasuhiro、Kinugasa Yasuha、Asakawa Haruhiko、Chikashige Yuji、Obuse Chikashi、Haraguchi
Tokuko、Hiraoka Yasushi
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 ２．論文標題  ５．発行年
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有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Roles of Nup133, Nup153 and membrane fenestrations in assembly of the nuclear pore complex at
the end of mitosis

Genes to Cells 338～353
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有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Accurate and fiducial-marker-free correction for three-dimensional chromatic shift in
biological fluorescence microscopy

Scientific Reports 1~14

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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テトラヒメナの核膜孔複合体を分ける膜貫通型ヌクレオポリンPom121/Pom82

二核性生物テトラヒメナの大小核核膜孔複合体の違い
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Asymmetrical localization of Nup107-160 subcomplex components within the nuclear pore complex
in fission yeast

PLOS Genetics 1008061～1008061

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ３．学会等名

 ３．学会等名
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 ４．発表年
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繊毛虫テトラヒメナがもつ二種類の Man1/Lem2様核膜タンパク質
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