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研究成果の概要（和文）：本研究では、HS-AFMを使用し、核膜孔複合体（NPC）の内部構造バイオフィラメント
のLLPSナノ動態を追跡することに成功しました。大腸がん細胞では、正常細胞と異なり、単一バイオフィラメン
トの厚みが不均一になり、バイオフィラメントの回転や動きが活発化し、がん細胞に特有のプラグ構造を積極的
に形成することを発見しました。また、遺伝子干渉実験により、大腸がん細胞で過剰発現する特定のFG-NUPがバ
イオフィラメントの動態変化に影響していることを明らかにしました。これにより、NPC内部のLLPS環境の形成
から消失までのバイオフィラメントの時空間的な振る舞いを初めて可視化することに成功しました。

研究成果の概要（英文）：In this study, we successfully tracked the nanoscale dynamics of the 
internal structure's biofilaments in the nuclear pore complex (NPC) using HS-AFM. We discovered that
 in colorectal cancer cells, unlike normal cells, the thickness of individual biofilaments becomes 
heterogeneous, leading to increased rotation and movement of biofilaments and active formation of 
cancer-specific plug structures. Additionally, through gene interference experiments, we revealed 
that specific FG-NUPs overexpressed in colorectal cancer cells impact the dynamics of biofilaments. 
As a result, we achieved the first visualization of the spatiotemporal behavior of biofilaments from
 their formation to disappearance within the LLPS environment of the NPC.

研究分野： 生体分子化学およびその関連分野

キーワード： 核膜孔複合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究は、数十年にわたって信じられてきた逆の結果を示し、NPC内のバイオフィラメントを追跡・操作する
ことが可能になりました。この結果、がん細胞固有のバイオフィラメントの異常な動態と機能の相関を明らかに
しました。これらの知見は、細胞内で様々な分子反応が起こるLLPS環境の物理的特性解析におけるHS-AFMの有用
性を示すだけでなく、分子レベルでの核膜ダイナミクスの理解と制御に基づく新たながんの診断と治療法の開発
に期待が持てます。

※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 
 
核膜孔複合体（NPC）は、核膜における唯一の分子輸送ポアであり、DNA へのアクセスに関す
る情報を監視する分子ナノゲートとして機能し、がん細胞の異常増殖や転移・浸潤などの悪性形
質を促進します。そのため、NPC の作動原理を根本的に理解し制御することによって、がんを
克服することが期待されています。しかし、NPC は 30 種類のタンパク質から成る高次複合体
であり、特に内部構造はフェニルアラニン-グリシン-ヌクレオポリン（FG-NUPs）に存在する天
然変性ペプチド鎖（バイオフィラメント）のランダムな動的相互作用によって形成される液-液
相分離（LLPS）環境にあります。そのため、特定の構造を解析することは非常に困難であり、
バイオフィラメントの動態や機能相関についてはまだ充分に理解されていませんでした  (ACS 
Nano 2017)。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、高次遺伝子発現システムの基盤となる NPC が確立する液-液相分離（LLPS）の状態
-機能相関を明らかにすることを目的としています。NPC は、30 種類の異なるタンパク質（核
膜ポリンまたは NUP）で構成され、核膜を横断する選択的な分子輸送を制御し、核膜近くの転
写環境を調節することで、高次遺伝子発現システムを構築します。申請者らは、NPC の組成変
化（量的な変化）や翻訳後修飾（質的な変化）が NPC の機能を向上させる要因であり、NPC の
多様性によって生命プロセスが調節されることを明らかにしています（Oncogene 2020、EMBO 
Reps 2018、ACS Nano 2017）。しかし、NPC 構成要素（NUP）の発現レベルの変化や翻訳修
飾がNPCレベルでの機能的な変化にどのように変換されるかのプロセスはまだ解明されておら
ず、NPC の作動原理はまだ理解されていません。 
 
細胞内で形成される LLPS は、生体高分子の凝集からなる非膜オルガネラであり、生命プロセ
スを効率的に進める役割を果たしています。そのため、LLPS は、分子レベルと機能レベルを結
びつける重要な要素として、メゾスコピック領域（状態レベル）で注目されています。実際、分
子輸送経路として機能する NPC の内部および末端構造は、LLPS 環境内に存在し、この LLPS
によって細胞質と核が条件付きで分離されるモデルを支持しています。NPC を構成する NUP
の中でも、FG-NUP はフェニルアラニンとグリシン（FG）の繰り返し配列を持ち、この柔軟な
FG 繰り返し配列による相互作用によって LLPS 環境が生み出されます。しかし、従来の X 線
結晶構造解析や電子顕微鏡では、動的な構造である LLPS の状態-機能相関を観察・解析するこ
とはできず、NPC によって生成される LLPS の真の性質は推測の域を出ません。したがって、
NPC の作動原理を真に理解するためには、FG-NUP によって確立される LLPS の動的変化と機
能相関に踏み込んだ研究アプローチが必要です。 
 
最近、申請者らは高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）を使用して、細胞核内に存在する NPC を試
料とし、FG-NUP のダイナミックな構造変化をナノスケールで追跡することに世界で初めて成
功しました（ACS Nano 2017）。このナノバイオテクノロジーの進歩を基に、本研究では NPC
によって確立される LLPS のナノダイナミック構造と機能相関をシームレスに解明し、NPC の
高次機能の包括的な理解につなげることを目指しています。 
 
この研究の進展により、タンパク質複合体の高次機能につながる普遍的な原理を発見すること
が期待されています。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、FG-NUPs によって確立された LLPS のナノスケールの構造ダイナミクスと機能相関
を明らかにし、高次遺伝子発現システムを確立する NPC の作動原理を理解することを目指して
います。本研究課題は、HSAFM などのナノスケールイメージング技術、インフォマティクス、細
胞生物学技術に精通した研究者たちが協力し、NPC の機能ダイナミクスの研究を進めます。 
 
NPC 内の FG-NUPs の LLPS の動的計測 
本学が独自に開発してきた HS-AFM は超高解像ライブイメージングを可能とする唯一のツールで 
あり、NPC 内部 LLPS を解析できる。そこで、NPC 外郭構造に起因する FG-NUPs 集合特性に対する
物理的制約要因について明らかにする。キモグラフィック解析により、FG-NUPs 密度動態を評価
しつつ、FG- NUPs が形成する LLPS の動的可塑性についても明らかにする。 
 



ウイルス感染応答に関連する液滴の構造ダイナミクスと機能の解明 
新型コロナウイルス由来のタンパク質 ORF6 は、NUPs と相互作用して核膜孔による核-細胞質間
の分子輸送を妨害します。さらに、新型コロナウイルスのタンパク質 NSP9 は、宿主細胞内で液
滴を形成し、核膜孔内で液滴を形成する FG-NUPs を標的とすることで NF-kB の核内移行を阻害
します。したがって、ウイルス感染応答に関連する液滴の状態と機能の相関を明らかにするため
に、ORF6 または NSP9 を発現する細胞の核膜孔内の液滴のナノスケールのダイナミクスを調査し
ます。ウイルスと宿主細胞の分子間相互作用の包括的なマッピングを達成することで、ウイルス
感染症の治療に応用可能な分子標的を特定することを目指しています。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、HS-AFM を使用し、大腸由来正常細胞、大腸がん細胞およびオルガノイドにおける
NPC を 150 ミリ秒以下のタイムスケールで観察し、FG-NUP から成り立つバイオフィラメントの
構造を明らかにしました。 
 

 
図 1. 哺乳類のがん細胞と 3D オルガノイドからのネイティブ核膜孔の操作と追跡の概略図 
 
 
大腸がん細胞では、正常細胞と異なり、単一バイオフィラメントの厚みが不均一になり、バイオ
フィラメントの回転や動きが活発化し、がん細胞に特有のプラグ構造を積極的に形成すること
を発見しました。また、遺伝子干渉実験により、大腸がん細胞で過剰発現する特定の FG-NUPs
「NUP214」がバイオフィラメントの動態変化に影響していることを明らかにしました。 
 
次に、大腸がん細胞およびオルガノイドに、FG-NUPs バイオフィラメントの LLPS 相互作用を阻
害するトランス-1,2-シクロヘキサンジオールを添加した NPC を用いて、中央チャネルに構成さ
れるプラグのサイズが大幅に減少し、通常の繊維状構造に可逆的に戻ることが明らかになりま
した。 



 
図 2. HS-AFM の観察例 
核膜孔内の単一ナノフィラメント LLPS 構造のライブ追跡に成功しました。核膜孔の中央チャネ
ル内に存在するネイティブな単一 FGフィラメント（高さ約 1.5 ナノメートル）の急速なコンフ
ォメーション変化の一例を示しました。 
 
これにより、NPC 内部の LLPS 環境の形成から消失までのバイオフィラメントの時空間的な振る
舞いを初めて可視化することに成功しました。 
 
また、COVID-19 に対処するために、SARS-CoV-2 のタンパク質構造のナノダイナミクスの理解と
制御法の創出を目指して研究を行いました。 
 
ウイルス感染プロセスで重要な役割を果たすウイルス由来スパイクタンパク質のナノ構造ダイ
ナミクスの解析に成功しました。これらの成果は新規性と重要性が高く評価され、複数のメディ
アで取り上げられました。一方、新型コロナウイルス感染細胞における病態生理の理解に向けて
研究を進め、ウイルスタンパク質 ORF6 が NPC 構成因子 RAE1/NUP98 と相互作用することにより、
宿主機能を阻害することを発見しました。これらの新しいツールや技術を活用して、ウイルス感
染応答に関連する液滴の構造ダイナミクスを理解することを目指しています。これらの知見は
将来的には、ウイルス-核膜孔のナノダイナミクスを基にした新たな診断や治療法の開発につな
がることが期待されます。 
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