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研究成果の概要（和文）：核膜孔複合体はヌクレオポリンとよばれるタンパク質によって形成される巨大タンパ
ク質複合体である．核と細胞質間の輸送を制御するチャネルとしての機能だけでなく，クロマチン等の核内成分
との相互作用による機能発現の場も提供している．本研究では遺伝学的手法およびin vitroにおける核膜再構成
系を駆使することで，高等植物における核膜孔複合体の形成機構および免疫シグナル経路における遺伝子発現制
御のメカニズムの一旦を明らかにすることに成功した．

研究成果の概要（英文）：The nuclear pore complex is a multi-functional channel regulating 
nucleo-cytoplasmic transport in eukaryotes. The nuclear pore complex is composed of more than 30 
nucleoporin proteins in higher plants. In this study, we have revealed interaction between 
nucleoporin and specific chromatin regions in Arabidopsis and that this interaction depends on 
salicylic acid signaling. We also established in-vitro assay system of nuclear envelop 
reconstitution with extracts from plant cultured cells. This system might provide important insights
 into the molecular machinery of the nuclear envelop interaction with chromatin in plants.

研究分野：植物細胞生物学

キーワード： シロイヌナズナ　核膜　核膜孔　遺伝子発現　ヌクレオポリン　核ラミナ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核膜孔複合体および核膜は真核生物に広く保存された構造であるが，その機能は多岐にわたることが推定されて
いた．私達がこれまでに見いだしていた植物独自の核膜孔や核膜成分の解析をベースとして研究を展開した．本
研究成果では，植物が進化の過程で独自に手に入れた遺伝子発現制御機構および，器官発生における核膜成分の
新しい役割と機能を明らかにすることができた．これらの成果は効率的な食料増産を進めるうえで重要な分子基
盤となることが期待される．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 植物が持つ高度な自律的応答は細胞核の柔軟な遺伝子発現制御によって支えられてい

る．例えば，病害菌の感染時に，植物は一連の免疫応答遺伝子の発現を速やかに誘導すること

で防御応答を開始する．これら免疫応答遺伝子群の特異的な発現に核膜孔複合体が必要である

ことを私たちはこれまでに明らかにしてきた (Mol. Plant Microbe. Interact., 2014; Nucleus, 

2017)．核膜孔複合体は核と細胞質を結ぶ通路を形成する巨大タンパク質複合体で，30種類上

のヌクレオポリンとよばれるタンパク質で構成されている．その構造は真核生物で広く保存さ

れているが，種特異的なヌクレオポリンも見いだされている．私達は高等植物に特異的な配列

を持つヌクレオポリン Nup136が，シロイヌナズナにおいてサリチル酸シグナル経路に依存し

た複数の病害応答遺伝子群の発現誘導に必須であることを見いだした（Nucleus. 2017）．他生物

において，核膜は核と細胞質を区切るバリアーとしての機能だけでなく，遺伝情報をはじめと

する核内成分との相互作用の場に関わる役割が示唆されてきた．以上のことから，植物の核膜

孔複合体及び核膜が，植物の様々な生理応答において必要な遺伝子群の発現制御を行っている

可能性が浮上してきた． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，核膜孔複合体の遺伝子発現制御･形成機構および，および植物核膜の新

たな機能探索を行うことを目的とした．植物の核膜とクロマチン等の核内成分との相互作用に

ついてはこれまで研究が進んでおらず，植物の生理機能に果たすその役割はほとんど分かって

いない．環境シグナルに応答した高等植物の遺伝子発現制御の研究は多くの研究者によって精

力的に進められてきた．一方で，核膜と遺伝子発現に着目してこれらの課題に迫ろうとする研

究例はほとんどない．その理由として，高等植物の核膜構造に関する知見が殆ど得られていな

かったからである．応募者のこれまでの植物の核膜構造に関する研究成果を踏まえて，植物免

疫応答における新しい遺伝情報制御機構を目指した． 

 

３．研究の方法 

 上記の研究目的を達成するために，以下のアプローチを用いて研究を進めた． 

(1) 核膜孔複合体の形成機構． 

植物における核膜孔複合体の形成機構についてはほとんど明らかになっていない．そこで，ま

ずは in vitroにおける核膜および核膜孔複合体再構成実験系を構築することとした．タバコ培養

細胞から細胞核を精製し，界面活性剤を用いて脱膜することで，クロマチン画分を調製した．

このクロマチンと GFP標識したマイクロソーム画分を一定条件間でインキュベートすることに

より，核膜の再構成を開始させた．共焦点レーザー顕微鏡を用いた 3Dタイムラプス撮影およ

び画像解析ソフトウェア (Arivis Vision4D) により，核膜および核膜孔の形成過程を詳細に観察

した． 

 

(2)  核膜孔複合体構成成分 Nup136とクロマチン相互作用のゲノムワイド解析． 

ヌクレオポリン Nup136を欠損した変異体ではサリチル酸依存的な遺伝子発現を欠く (Tamura 

et al., 2017. Nucleus). Nup136とクロマチンとの相互作用を明らかにする目的で，クロマチン免

疫沈降を行った．nup136変異体背景に Nup136-GFPを導入することで相補した系統を作成し

た．この植物から抽出したクロマチン画分を抗 GFP抗体を用いた免疫沈降に供した．免疫沈降

産物を次世代シーケンサーに供して Nup136との相互作用領域の同定を試みた． 

 

(3) 核膜構成成分 KAKU4の生殖器官における機能． 



核ラミナは核膜の裏打ち構造で，核膜孔や核内成分と相互作用することでこれらの機能発現の

場になっている．植物は他生物で見られない独自の核ラミナ構造を持っており，KAKU4タン

パク質等によって担われている． KAKU4を欠損した細胞核は形状が異常になるが，その生理

学的役割は不明であった．KAKU4は全身組織で発現しているが，花粉粒での発現が特に高い

ことが分かっていた．そこで，kaku4変異体を用いて，花粉および受精における KAKU4の機

能の探索を行った． 

 

４．研究成果 

(1) 核膜孔複合体の形成機構． 

密度勾配遠心法を用いてタバコ培養細胞から細胞核を精製する方法を確立した．この単離核を

脱膜して得たクロマチンと GFP標識したマイクロソーム画分を一定条件間でインキュベート

することにより，核膜の再構成がおきることを確認した (図１)（Tamura et al., 2021. 

Nucleus）．この核膜再構成には GTPおよび ATPを必要とすることを明らかにした．GTPは

マイクロソーム成分がシート状の膜を形成する

ために，ATPは核膜形成効率のために必要で

あることを見いだした．in vitroにおける小胞

体膜の形成には GTPが必要であることが知ら

れていることから (Ueda et al., 2016. Plant 

Physiol)，核膜の形成には小胞体膜が必須であ

ることを示唆している．4D解析により，小胞

がクロマチン表面に結合した後，チューブやシ

ート状になって核膜を形成する 2段階の形成過

程が観察された．免疫蛍光染色により再構成さ

れた核膜には核膜孔が形成されていた．この in 

vitro系を用いた解析により，今後，一核レベ

ルでの核膜孔―クロマチン相互作用解析に使え

ることが期待される． 

 

図１．in vitroにおける核膜再構成．タバコ培養細胞より単離したクロマチン（マゼンダ色）と

マイクロソーム画分 (緑色)を ATPおよび GTP存在下で反応させることにより，核膜が再構成

された．矢印はクロマチンに結合しているマイクロソーム膜を示す． 

 

(2) 核膜孔複合体構成成分 Nup136とクロマチン相互作用のゲノムワイド解析． 

これまでにトランスクリプトーム解析によって nup136 変異体で発現が変動している遺伝子群を

既に同定していた．これらの遺伝子の多くはサリチル酸に応答して発現レベルが上昇すること

が知られている.Nup136とクロマチンとの相互作用をクロマチン免疫沈降法によって検証し

た．その結果，i) Nup136とクロマチンとの相互作用は非ランダムであること，ii) サリチル酸

アナログ処理の依存的に Nup136は特定の遺伝子領域と相互作用することを見いだした.これら

の結果は，サリチル酸等の環境シグナルに応じて植物の核膜孔が特定の遺伝子群の発現量を制

御する新たなシステムの存在を示唆している. 

 

(3) 核膜構成成分 KAKU4の生殖器官における機能． 

公開トランスクリプトーム解析および蛍光マーカーを用いた発現解析により KAKU4が花粉粒

の栄養核膜に高蓄積していることを見いだした (図２)．花粉粒の栄養核の核膜は不定形をして

いるがその生理学的意義はこれまで不明だった．細胞生物学的解析により，KAKU4が同じく



核ラミナ構成タンパク質である CRWNと複合体を形成することで栄養核の核膜形態を維持し

ていることを見いだした．この不定形は，花粉管伸長時に栄養核を適切なポジショニングに制

御することで，効率的な受精を担

っていることを見いだした (Goto 

et al. 2020. J. Exp. Bot. )． 

図 2．花粉粒における核膜ラミナ

様タンパク質 KAKU4の局在．

KAKU4-RFPを KAKU4自身のプ

ロモーターで発現させた形質転換

シロイヌナズナの花粉粒の蛍光写真．核を Hoechest 33342で対比染色した．黄色矢印は精核を

白矢印は栄養核をそれぞれ示している． 
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