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研究成果の概要（和文）：核膜孔は、核の形態維持や核-細胞質間の物質輸送に寄与する真核生物に必須の構造である
が、配偶子形成における機能は全く解っていない。本研究では、TMEM48の機能を明らかにすることで配偶子形成過程に
おける核膜孔の役割の解明を目指した。その結果、TMEM48が欠損しても人為的に誘導された過度なDNA損傷や減数分裂
過程で生じる内在性のDNA損傷に対してSUMO化関連因子を介したDNA損傷修復が機能していることが明らかになった。一
方で、TMEM48がこれまで知られていない分子機構によるDNA損傷修復機構に寄与していることが推測された。

研究成果の概要（英文）：The function of the nucleoporin during gametogenesis remains unknown, although 
the nucleoporin has an important role in various biological natures, such as the nucleo-cytoplasmic 
transport and nuclear morphology assembly, in vitro. In this study, it is proposed to elucidate the role 
of the nucleoporin during gametogenesis. As a results, the examinations indicated that the induced-DNA 
damages are repaired in MEFs without TMEM48 and the SOMOlyation systems may be functional in the sks 
mice.

研究分野：実験動物
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１．研究開始当初の背景 
	
 核膜孔は、約 30 種の核膜孔構成因子によ

って構築される細胞質と核内部をつなぐ細

胞小器官である。これまで核膜孔は、核と細

胞質間の物質輸送に特化した役割を担って

いると考えられてきた。近年、必ずしもそれ

だけでなく、核分裂後の核膜の再構築もしく

は核の形態に維持、そして細胞の発生や細胞

周期といった遺伝子の転写を直接調節して

いる核膜孔構成因子の存在も明らかにされ

ている。また、SUMOによるタンパク質修飾

が核膜孔構成因子を中心とした複合体によ

って行われることも示されている。すなわち

これらの報告は、核膜孔が単純な細胞内構造

物ではなく、遺伝子の発現、細胞周期そして

DNA 修復をはじめとする生体機能に重要な

分子機構に深く関与していることを示して

いる。特に SUMOによるタンパク修飾は、タ

ンパク質の核への局在化やクロマチン構造

制御など細胞の恒常性の維持に重要である。

SUMO は、DNA 二本鎖切断(DSBs)などの

DNA 修復タンパク質の修飾にも重要な役割

を果たしている。 

	
 申請者は、核膜孔構成因子 TMEM48 が欠

損した sks マウスでは、精子形成が相同染色

体の対合に異常が生じることで減数分裂第

一分裂前期パキテン期以降の発生が停止す

るため、無精子症に至る、そして sks マウス

のパキテン期精母細胞と胎仔線維芽細胞

(MEFs)では、高頻度で核に形態異常が生じる

ことを見出している。このことは、TMEM48

が他の核膜孔構成因子と同様に核の形態維

持に不可欠であることを示している。さらに、

核の形態に異常が生じた細胞にはアポトー

シスが誘導されていないにもかかわらず、

TMEM48が欠損したMEFsの増殖率が著しく

低いことがわかった。細胞の増殖過程にはい

くつかのチェックポイントがあり、それを通

過するまで一時的に細胞周期が停止し、チェ

ックポイントを通過すると再び細胞周期が

進行する。代表的なチェックポイントに DNA

修復があるが、DNA修復機構の脆弱化が起こ

ると、チェックポイント通過の遅延を導くた

め細胞周期が延長し、細胞の増殖率の低下を

招く。sks マウスの精子形成に異常が生じる

第一分裂前期は、DNA損傷を修復することで

遺伝子組換えを行う時期であり、DNA修復機

構が脆弱化すると減数分裂の異常を導くこ

とが知られている。さらに、sks マウスの雌

は受精能をもつ卵子を形成できるが、その卵

子は受精後、2 細胞期以降に発生しない。初

期胚では DNA 修復機構が活発に働いている

ことから、sksマウスの卵子では DNA修復機

構に異常が生じている可能性がある。これら

のことは、TMEM48が細胞周期もしくはDNA

修復機構の制御に寄与している可能性があ

り、TMEM48の機能を解明することで核膜孔

構成因子が担う全く新しい制御機構を解明

することに繋がると考えた。 

 
２．研究の目的 

	
 配偶子は、多くの遺伝子によって厳密に制

御された分子機構によって形成されるが、配

偶子形成における核膜孔の役割は全く未知

である。それゆえ、TMEM48の機能を明確す

ることは、配偶子形成における全く新しい分

子機構の一端を明らかにできることを意味

する。そこで本研究では、TMEM48を欠損す

る sks マウスを用いることで、胎仔の発生と

配偶子形成における細胞周期や DNA 修復機

構の制御における核膜孔構成因子 TMEM48

の役割を明らかにすることを目指した。 

 
３．研究の方法 

（１）TMEM48の細胞周期における機能の解

析 

①.	
 sksマウスを交配させ、胎齢14.5日の胎仔

を用いて各遺伝子型の胎仔線維芽細胞

(MEFs)を単離した。単離したMEFsは、

10% Fetal Bovine Serumを含むDMEM培



地を基礎培地とし、37°C、5%二酸化炭素

存在下で培養した。次に、MEFsをダブル

チミジンブロック法により細胞周期の同

調を試みた。まず、対数増殖期にある細

胞に2mMのチミジンを含む培地で17 時

間チミジンを暴露させた。その後に、細

胞を新鮮な基礎培地で洗浄することでチ

ミジンを除去した。さらに基礎培地での

培養を継続し、8時間後に再度2mMのチ

ミジンを含む培地で15時間の処理を行い、

再び細胞を新鮮な基礎培地で洗浄するこ

とでチミジンによる細胞分裂の抑制を解

除した。これらの処理を施した各遺伝子

型の細胞を4時間おきに4%PFAにて固定

し、TMEM48および細胞周期因子に対す

る抗体を用いた免疫蛍光染色を行うとと

もにDAPIで核染色により可視化し、蛍光

顕微鏡で観察した。 

また、2回目のチミジン処理を終え、細胞

分裂の抑制解除後、基礎培地で8時間培養

した細胞を10ng/mlのコルセミドを含む

基礎培地で2時間培養した。その後、染色

体標本を作成することで同調培養の成否

を確認した。 

②.	
 株化培養細胞としてNIH3T3を用いて

Tmem48 に 対 す る siRNA に よ っ て

TMEM48をノックダウンしたのち、（１）

- ①と同様の処理を行うことで同調培養

することを試みた。まず、Tmem48のノッ

クダウンの条件検討を行った。Tmem48

に対する3種のsiRNAプローブについて

最終濃度を0、25、50nMおよび100nMで

トランスフェクションし、トランスフェ

クション後24、48、72および96時間の時

点でTmem48の発現を抑制できているか

ウェスタンブロットにより調べた。 

（２）MEFsにおけるDNA修復の解析 

①.	
 （１）- ①の方法に基づいて各遺伝子型

のMEFsを準備した。次に、対数増殖期に

ある細胞にマイトマイシンＣ（MMC）が

0、0.25および1.0µg/mlとなるように添加

した培地で18時間培養した。細胞を新鮮

な基礎培地で洗浄することで培地中の

MMCを除去し、MMC処理0時間後とした。

さらに、MMC処理0時間後の各遺伝子型

のMEFsを基礎培地で48時間培養するこ

とでDNA損傷修復を誘導した。MMC処理

後 0時間および 16時間後のMEFsは、

4%PFAにて固定したのち、DNA 損傷の

マーカータンパク質であるγ-H2AXに対

する抗体を用いた免疫蛍光染色を行うと

ともにDAPIで核染色により可視化し、蛍

光顕微鏡で観察した。 

（３）精子形成におけるDNA修復機構の解析 

TMEM48を欠損したマウスの精子形成過

程においてDNA損傷修復に異常が生じ

ているかを以下の方法で調べた。各遺伝

子型のsksマウスの精巣を8-10週齢の時点

で採取し、ブアン固定液、ザンボニ固定

液もしくはメタカン固定液により固定し、

パファフィン包埋後、薄切することで組

織標本とした。準備した組織標本につい

てDSBsのマーカータンパク質である

γ-H2AXと SUMO化 関 連 因 子 で あ る

SOMO1、UBC9そしてRanBP2に対する抗

体を用いた免疫蛍光染色を行うとともに

DAPIで核染色により可視化し、蛍光顕微

鏡で観察した。 

４．研究成果	
 

（１）TMEM48の細胞周期における機能の解

析 

①.	
 各遺伝子型の胎仔より胎仔線維芽細胞を

初代培養し、ダブルチミジンブロック法

により同調培養を試みたところ、いずれ

の遺伝子型についても細胞周期の同調率

が悪く、細胞周期におけるTMEM48の発

現パターンを特定することが困難であっ

た。一方で、M期の細胞の出現頻度には

各遺伝子型間で差異はなく、TMEM48の

発現の有無によって細胞周期の特定の時



期に遅延が生じる可能性が低いことが示

唆された 

②.	
 初代培養細胞を用いた同調培養は成功率

が低いことが知られていることから、株

化培養細胞であるNIH3T3用いて同様の

実験を試みた。まず、NIH3T3で発現する

TMEM48をsiRNAによってノックダウン

することを試みたところ、いずれの時点

においても完全に細胞が死滅してしまう、

もしくはTMEM48の発現を抑制すること

ができなかった。トランスフェクション

試薬の使用量を変化させる等、条件を精

査したが適切な条件を見出すことができ

なかった。 

（２）MEFsにおけるDNA修復の解析 

TMEM48を欠損した胎仔線維芽細胞では

MMCが0、0.25および1.0µg/mlのいずれの

濃度であってもγ-H2AXにより示される

DNA損傷頻度とそれらが修復される推

移が正常個体と同様であり、MMCによっ

て誘起されたDNA損傷が正常に修復さ

れていることが強く示唆された。 

（３）精子形成におけるDNA修復機構の解析 

各遺伝子型の成体の精巣組織標本を作成

し、γ-H2AXの局在をDNA損傷の指標とし

て SUMO化関連因子である SOMO1、

UBC9そしてRanBP2の発現パターンにつ

いて免疫蛍光染色により調べたところ、

いずれのタンパク質の局在に差異はない

ことが明らかになった。特に、sksマウス

の精子形成過程において異常が生じる減

数分裂第一分裂前期パキテン期の生殖細

胞においてもSUMO化関連因子が異所に

局在する等の異常が観察されなかったこ

とから、TMEM48が欠損してもSUMO化

関連因子によるDNA損傷修復機構に影

響がない、もしくは影響が小さいことが

強く示唆され、TMEM48がこれまで知ら

れていない分子機構によるDNA損傷修

復機構に寄与していることが推測された。 
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