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研究成果の概要（和文）：分裂酵母の減数分裂では核膜や核膜孔の構造を維持しながらも核膜透過性が増大し、機能的
に核膜崩壊と同じ効果をもたらす現象が起こる（ヴァーチャルな核膜崩壊：V-NEBD）。本研究はV-NEBDに対する核膜孔
複合体の役割を明らかにすることを目的として、分裂酵母の核膜孔複合体を構成する約30種類のタンパク質について局
在と発現量を網羅的に解析し、分裂酵母の核膜孔複合体が特異な構成をとることを明らかにした。さらに核膜孔複合体
の遺伝子破壊実験の結果、V-NEBDのタイミングを調節すると考えられる核膜孔複合体の遺伝子を同定することができた
。

研究成果の概要（英文）：In fission yeast, a phenomenon functionally equivalent of nuclear envelope breakdo
wn (virtual nuclear envelope breakdown: V-NEBD) occurs in meiosis to increase nuclear envelope permeabilit
y with maintenance of nuclear envelope and nuclear pore structure. To understand the function of nuclear p
ore complex on the V-NEBD, about 30 proteins composing nuclear pore complex were characterized by their lo
calizations and expression levels. These analyses suggested the unique composition of nuclear pore complex
 in fission yeast. In addition, gene disruption analysis of the nuclear pore complex genes revealed a gene
 that regulates the timing of V-NEBD. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
真核生物の細胞核は核膜によって細胞質

と隔てられた構造体である。間期では、核-
細胞質間の物質輸送は核膜孔複合体と呼ば
れる蛋白質複合体を通しておこなわれる。分
裂期では高等真核生物では核膜が崩壊して
核膜孔複合体も分散するため（open mitosis）、
核と細胞質が均一化する。一方、酵母などの
下等真核生物では、核分裂過程で核膜は保持
され(closed mitosis)、核蛋白質は全生活環
を通して核内に保たれると考えられていた
（図１）。 

分裂酵母 Schizosaccharomyces pombeは分
裂期で核膜が崩壊しない生物のひとつであ
る。研究代表者が核移行シグナル配列をもっ
た GFP 蛋白質（GFP-NLS）を分裂酵母細胞で
発現させると、体細胞分裂では GFP 蛋白質が
核内に保たれたままで核分裂が進行したが、
減数分裂を誘導した細胞では減数第二分裂
においてGFP-NLSが核内から細胞全体へと拡
散する現象が見られた。研究代表者らはこの
現象について研究をおこない、内在性の核蛋
白質も減数第二分裂で核から細胞質に核酸
すること、その際に核膜と核膜孔複合体が構
造として維持されていることを確認した。原
因となる因子を検索したところ、核－細胞質
間の物質輸送に必須で通常は細胞質に局在
している RanGTPase 活性化因子（RanGAP1）
が時期特異的に核に流入することがわかり、
また人為的にRanGAP1を核内に局在変化させ
るだけで核蛋白質が核から細胞全体へ拡散
したことから、RanGAP1 がこの現象を促進す
る因子であることがわかった。さらに、これ
らの現象は減数分裂に続いて起こる胞子形
成と密接に関係することもわかった。この現
象を核膜や核膜孔の構造を維持しながらも
機能的な核膜崩壊が起こる「ヴァーチャルな
核 膜 崩 壊 （ Virtual Nuclear Envelope 
Breakdown: V-NEBD）」と名付けた（図１）。
その後、研究が進展する一方で、RanGAP1 の
局在変化をもたらす分子機構ならびに
V-NEBD の生物学的意義については未解明で
あった。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目的は、V-NEBD またはその指

標となるRanGAP1の局在変化をもたらす分子
機構を解明することである。V-NEBD の際にも
核膜構造は維持されるので、生体物質の流
入・流出輸送は核膜孔を介することが予想さ

れることから、核膜孔複合体が果たす役割に
注目しV-NEBDにおける役割を明らかにする。
また、V-NEBD の生物学的意義の解明につなが
る基礎技術として、V-NEBD を経て形成される
胞子細胞を単離する技術を確立する。 

 
３．研究の方法 
(1) 分裂酵母の核膜孔複合体を構成する因
子（ヌクレオポリン）の同定 
出芽酵母や動物細胞に比べて、分裂酵母で

はヌクレオポリンとして同定されたタンパ
ク質の種類が少ないため、まず分裂酵母のゲ
ノム情報のデータベースから、ヌクレオポリ
ンと相同なタンパク質をコードする遺伝子
を検索した。検索で見つかった遺伝子と機知
のヌクレオポリンの遺伝子にGFPの遺伝子を
融合し、核膜局在を確認できたものを分裂酵
母のヌクレオポリンとして同定した。Nup132
の遺伝子を破壊するとNPCが核膜上でクラス
ターすることが知られているため、特に確認
が必要なものについては、Nup132 の遺伝子を
破壊した株を用いて、遺伝子産物が NPC と同
様にクラスターした局在を示すかどうかを
確認した。 
 
(2) 生化学によるヌクレオポリンの発現量
解析 
 GFP 融合ヌクレオポリンを発現する分裂酵
母の細胞株から細胞抽出液を調整し、抗 GFP
抗体を用い Western blot 解析をおこなった。
Chemiluminescence の蛍光強度をイメージア
ナライザーで測定することでヌクレオポリ
ンの量を定量した。 
 
(3) DeltaVision による生細胞中のヌクレオ
ポリンの発現量解析 
 GFP 融合ヌクレオポリンを発現する細胞を
生きたままDeltaVision蛍光イメージングシ
ステムで観察し、蛍光像を取得した。個々の
GFP 融合ヌクレオポリン発現株をすべて同じ
条件で画像取得した。画像は zスタックイメ
ージとして取得し、核の赤道面を捉えたイメ
ージから、細胞ごとのヌクレオポリンの蛍光
強度を測定した。 
 
(4) 薄層斜光照明法(HILO microscopy)によ
るヌクレオポリンの発現量解析 
 個々の NPCを識別して GFPの蛍光強度を測
定するために、薄層斜光照明法（HILO 
microscopy）を用いた。この照明法を用いる
と細胞核表層を含む薄層領域に限定的に励
起光を照射することによって核膜上のNPCに
含まれるGFP融合ヌクレオポリンの蛍光を励
起することができる。生細胞を試料として得
られた画像から、単一のスポットとして蛍光
強度を測定できるシグナルをひとつのNPCの
蛍光として、蛍光強度を測定した。 
 
(5) ヌクレオポリンの遺伝子破壊株の解析 



 生育に必須であるかどうかが報告されて
いないヌクレオポリンに関して、遺伝子破壊
をおこなった。生育に必須でないヌクレオポ
リンの遺伝子破壊株を用いて、温度感受性、
薬剤感受性、減数分裂の進行を解析した。温
度感受性は 20 度、26 度、30 度、36 度で調べ
た。薬剤感受性については DNA 複製に必要な
リボヌクレオチドレダクターゼの機能を阻
害する薬剤であるヒドロキシウレアと、微小
管重合阻害剤であるチアベンダゾールの存
在下での増殖能を調べた。減数分裂の進行に
ついては、減数分裂の最終産物である胞子の
形成率を調べ、さらに生育可能な胞子の割合
を調べることで、減数分裂が正常に進行した
かの指標とした。また核移行シグナルを付加
したGFPタンパク質を細胞内で発現させるこ
とによって V-NEBD の様子を観察した。 
 
(6) 胞子細胞の単離 
 分裂酵母は胞子形成培地で培養すること
で高頻度に胞子形成を誘導することが出来
る。胞子形成培地で培養した細胞を集菌し、
β-グルクロニダーゼで処理することで栄養
細胞を選択的に消化した。その後遠心分離に
よって、消化した栄養細胞の破砕物と胞子細
胞を分画した。 
 
４．研究成果 
(1) ヌクレオポリンタンパク質の網羅的同
定 
 分裂酵母のヌクレオポリンタンパク質に
ついて種類や構成が不明であったため、ゲノ
ムデータベースから他の真核生物のヌクレ
オポリンと相同なタンパク質を検索した。機
知のヌクレオポリンを含め 31 種類のタンパ
ク質(Cut11, Nup85, Nup107, Nup120, Nup131, 
Nup132, Nup189c, Seh1, Nup97(Mug87), 
Npp106, Nup186, Nup40, Nsp1, Nup44, Nup45, 
Nup146, Nup61, Nup124, Nup211, Nup189n, 
Rae1, Ely5, Nup37, Pom34(Mug31), Pom152, 
Nup184, Nup155, Nup82, Nup60, Amo1, Tts1)
についてGFP融合タンパク質を分裂酵母細胞
内で発現させたところ、核膜に局在すること
が確認できたため、ヌクレオポリンとして以
降の解析に用いた。他の真核生物でヌクレオ
ポリンであるとされている Sec13 は、分裂酵
母では核膜局在は見られなかった。 
 
(2) ヌクレオポリンの発現量の測定 
(1)で作製した GFP 融合ヌクレオポリンに

ついてヌクレオポリンの種類によって蛍光
強度に違いがあったため、ヌクレオポリンの
発現量を調べた。GFP 融合ヌクレオポリンを
発現する各細胞株を使って生きたまま蛍光
顕微鏡で観察し、核膜に局在する GFP の蛍光
シグナルの強度を個々の細胞ごとに計測し
たところ、ヌクレオポリンの種類によって蛍
光強度に差があることがわかった（図 2）。中
でも、Nup107-Nup160 サブ複合体を構成する
因子と考えられる Nup131, Nup107, Seh1, 

Nup85, Ely5, Nup120, Nup37, Nup132 は、他
の真核生物では1分子ずつが相互作用してひ
とつのユニットを形成していると考えられ
ているのに対して、Nup131, Nup107が少なく、
Nup132 が多いという結果が得られた。このこ
とは蛍光顕微鏡での計測だけではなく生化
学解析からも裏付けられた（図 3）。さらに薄
層斜光照明法（HILO microscopy）を用いて
核膜表面の NPC の画像を取得し、NPC あたり
のヌクレオポリンの量を調べたところ、同様
に Nup131, Nup107 が少なく、Nup132 が多い
という結果が得られた。このことは分裂酵母
のNPCの構成が他に類を見ないものであるこ
とを示唆している。 

 
(3) 分裂酵母の栄養増殖に対するヌクレオ
ポリンの必要性 
 ヌクレオポリンとして同定したタンパク
質のうち、Nup120, Nup131, Nup132, Seh1, 
Npp106, Nup184, Nup40, Nup61, Nup124, Amo1
が栄養増殖に必須ではないヌクレオポリン
としてすでに知られている。栄養増殖に対し
ての必要性が明らかでないものを対象に遺
伝子破壊実験をおこなった。その結果、
Nup189c, Nup155, Nup82, Nup189n は生育に
必須で、Pom34(Mug31), Pom152, Ely5, Nup37, 
Nup60 は栄養増殖に必須ではないことがわか
った。 
 
(4) 栄養増殖に非必須のヌクレオポリンの
機能 
栄養増殖に必須ではないヌクレオポリン



の役割を調べるために、ヌクレオポリン遺伝
子破壊株を様々な環境下で培養し、異常がな
いかを調べた。生育温度の影響を調べたとこ
ろ、nup120 遺伝子破壊株は高温感受性を示し、
通常の温度や低温でも生育の遅延が観察さ
れた。npp106 遺伝子破壊株や amo1 遺伝子破
壊株も、程度は弱いものの、高温感受性を示
した。また DNA 合成阻害剤や微小管重合阻害
剤の存在下での増殖を調べたところ、ely5, 
nup132, nup60, nup124, nup120 のそれぞれ
の遺伝子破壊株がDNA合成阻害剤に感受性を、
pom152, nup120, ely5, nu132, npp106, 
nup124 のそれぞれの遺伝子破壊株が微小管
重合阻害剤に感受性を示した。これらの結果
は栄養増殖に必須ではないヌクレオポリン
が、異常な環境下でのゲノムの安定性に関与
している可能性を示している。 
 
(5) 減数分裂におけるヌクレオポリンの機
能 
 栄養増殖に必須ではないヌクレオポリン
が減数分裂に何らかの機能をもつかどうか
を調べるために、ヌクレオポリン遺伝子破壊
株に減数分裂を誘導し、胞子を形成させた。
その結果、nup132, nup37, ely5, nup120, 
pom152, npp106, nup124, nup61 の遺伝子破
壊株では、正常に 4個の胞子を形成した細胞
以外に、胞子を 3個以下しか形成しない細胞
が 30-40％程度観察された。またそれぞれの
遺伝子破壊株が形成した胞子の生存率を調
べたところ、nup131, nup37, seh1, ely5, 
pom152, pom34, nup184, npp106, nup124, 
nup60, nup61の遺伝子破壊株は野生型に比べ
4-7 割程度の胞子しか生存できないことがわ
かった。この結果はヌクレオポリンが栄養増
殖以外に減数分裂に特異的な機能を持って
いることを示している。 
 
(6) ヌクレオポリンの V-NEBD における機能 
 栄養増殖に必須ではないヌクレオポリン
について遺伝子破壊株の減数分裂過程を生
細胞観察した。核蛋白質のマーカーとして、
核移行シグナルを付加した GFP（GFP-NLS）の
挙動を観察した結果、nup132 遺伝子を欠損し
た細胞では V-NEBD が通常とは異なり減数第
一分裂で起こることがわかった。 
 
(7) Nup132 の機能解析 
Nup132 の機能を解明するために nup132 遺

伝子破壊株における細胞核構造について解
析を進めた。その結果、野生型では核膜上に
均一に分布する NPC が、Nup132 欠損細胞では
栄養源の枯渇とともに偏った分布を示すこ
とがわかった。これらの結果は Nup132 が核
－細胞質間輸送に関する機能だけではなく、
核の構造を維持する何らかの機能をもち、そ
の調節が V-NEBD や胞子形成にも重要な役割
を果たす可能性を示唆している。 
 
(8) Nup131 の機能解析 

分裂酵母には Nup131 という Nup132 パラロ
グが存在するが、nup131 遺伝子を欠損した細
胞では V-NEBD の異常は見られなかった。ま
た、Nup132 遺伝子破壊株の核構造異常の表現
型は、Nup131 の発現では相補されなかった。
nup131 遺伝子を破壊しても細胞は TBZ や HU
の存在下でも野生型株と同様に増殖できた
ことから、Nup132 と Nup131 には機能に違い
があることが示唆された。 
 
(9) V-NEBDの生物学的意義の解明のための胞
子細胞単離 
V-NEBD は胞子形成と相関関係があるため、

胞子細胞を解析することは V-NEBD の意義を
見いだすために重要である。栄養細胞の細胞
壁を消化処理するβ-グルクロニダーゼを用
いることにより、胞子形成を誘導した細胞群
から胞子細胞を選択的に分離することに成
功した。予定していた細胞核単離には至らな
かった。分離した胞子細胞は今後の V-NEBD
の研究のためにも重要な試料となる。 
 
以上の成果のうち、分裂酵母のヌクレオポ

リンの発現量および機能について解析した
成果を Nucleus 誌に投稿し、掲載された。ま
た、ヌクレオポリンのうち Nup98 に関する成
果 を Monoclon. Antib. Immunodiagn. 
Immunother. 誌に投稿し、掲載された。
V-NEBD の際の核膜構造の解析に使用したラ
イブ CLEM イメージング法についての論文を
Micron 誌に投稿し、掲載された。 
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