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研究成果の概要（和文）：ひとつの細胞に二つの核を持つ単細胞生物テトラヒメナの核膜孔複合体を構成するタンパク
質成分を網羅的に同定した。これによって大核と小核の核膜孔複合体の全体構造を比較することができるようになり、
両者の構造がどのように異なっているのかを明らかにすることができた。さらに、構造の違いを生み出しているいくつ
かの成分の分子機能を解析し、大核と小核の分化過程に決定的な役割をもつと考えられる成分の特定に成功した。この
ことは、核の機能的分化の仕組みを理解するための重要な知見となるものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, nuclear pore complex proteins of the binucleated unicellular 
organism Tetrahymena were comprehensively identified. Hereby, it became clear how some of the nuclear 
pore complex components were different between macronucleus and micronucleus. I studied the molecular 
functions of some components involved in generating of the structural difference between them, and 
successfully found probable components that had a major role in nuclear differentiation. This finding 
provides a new insight into understanding the mechanism that causes nuclear differentiation.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 単細胞生物の繊毛虫類は、体細胞核に相
当する大核と、生殖核に相当する小核とい
う機能的に異なる 2 種類の核を持つことか
ら、核の分化と機能制御の研究に適した生
物材料となっている。2 核の機能と内部構
造の違いについては多くの研究が行われて
いるが、１個の受精核から 2 種類の核がど
のように分化していくのか、その仕組みは
未だによく分かっていない。申請者らは、
繊 毛 虫 テ ト ラ ヒ メ ナ （ Tetrahymena 
thermophila）では、核膜孔複合体（nuclear 
pore complex; NPC）を構成するタンパク質
成分（ヌクレオポリン；Nup）の一種である
Nup98 の特徴的なアミノ酸配列が大核と小
核では大きく異なっていること、さらにそ
のことがそれぞれの核に特異的なリンカー
ヒストンの運び分けに深く関与しているこ
とを明らかにした（Iwamoto et al., Curr. 
Biol. 2009; 19: 843－847）。染色体構造と
遺伝子発現制御に関与するリンカーヒスト
ンが、核膜孔複合体の部分的な違いに依存
して運び分けされている事実は、核膜孔複
合体が、核の構造と機能を差別化する重要
な要因であることを強く示唆するものであ
る。したがって申請者らは、核膜孔複合体
の構造の違いこそが核分化の分子基盤では
ないかと考えるに至った。しかしながら、
テトラヒメナのヌクレオポリンは未だ一部
しか同定されていなかったため、大核と小核
の核膜孔複合体全体の構造を比較し、特異的
な核タンパク質の運び分けと核分化に決定
的に作用する構造上の違いを十分に検討す
ることができない状態であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、繊毛虫の核分化の分子基盤と
なっている核膜孔複合体の構成成分を見出
すことを目的とした。様々なモデル生物を
用いた研究から、一般的にヌクレオポリン
は 30 種類存在するとされているが、テトラ
ヒメナでは 13 種類しか同定されていない。
そこで、(1)テトラヒメナにおける未同定の
ヌクレオポリンの探索を行って、テトラヒ
メナの核膜孔複合体の構造を網羅すること、
(2)大核と小核の核膜孔複合体の全体構造
を比較し、機能的な差を生み出すことに関
わっている成分の候補を選定、(3)それらを
機能解析することによって核分化に決定的
な働きを持つヌクレオポリンの分子種を特
定することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 これまでに同定されているヌクレオポリ
ンに緑色蛍光タンパク質（GFP）タグを付け
たものをテトラヒメナに発現させ、その細
胞抽出液から抗 GFP 抗体ビーズによって
GFP-ヌクレオポリンを回収し、共沈してき
たタンパク質成分をマススペクトロメトリ
ーで解析した。検出されたアミノ酸部分配

列を精査し、ヌクレオポリンと予想される
ものについては cDNA をクローニングして、
それらの GFP 融合体が核膜孔複合体に局在
するヌクレオポリンであることを確認した。
このようにして同定した新たなヌクレオポ
リンをベイトにして共沈実験以降の過程を
繰り返し、更なるヌクレオポリンの同定を
行った。 
 新規に同定された成分のうち、大核と小
核で異なる局在を示したものについて、分
子機能を明らかにするため遺伝子ノックア
ウト株の作成を行い、表現型の解析を試み
た。 
 
４．研究成果 
 本研究により、これまでほとんど同定でき
ていなかった Nup107-160 サブコンプレック
スの構成要素を含む主要なヌクレオポリン
のほぼ全てを同定することができた。これに
よってテトラヒメナの大核と小核の核膜孔
複合体の全体構造が解明され、両者間で異な
っている成分、構造部位が明らかになった。
核機能の分化に特に重要な働きを持つと思
われる複数のヌクレオポリンについて、それ
らの遺伝子を改変した変異細胞株を作成し、
核分化に及ぼす影響を調べたところ、核分化
過程に重篤な影響を生じるヌクレオポリン
が存在することを突き止めた。現在このヌク
レオポリンの詳細な分子機能を明らかにす
るため、更なる解析を進めているところであ
る。 
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