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研究成果の概要（和文）：細胞に過剰発現したNup88ががんの悪性化を促進するかどうかは不明瞭なままである。そこ
で本研究では、Nup88と結合する因子を検索し、この相互作用のがん促進効果を検討した。結果として、上皮間葉転換
の指標分子であるビメンチンをNup88の新規な結合因子として同定した。細胞におけるNup88の強制発現は、ビメンチン
の細胞内発現量に影響を与えなかったが、ビメンチンの重合を阻害した。単量体ビメンチンは、転写因子として機能す
ることが報告されているので、Nup88がビメンチンを介した転写制御に影響してがんの悪性化を導く可能性を考えてい
る。

研究成果の概要（英文）：It has been unclear whether Nup88 overexpression contributes to the malignant prog
ression of cancer.  In this study, we screened Nup88-binidng proteins and examined the effects of the inte
raction on cancer progression.  Using an immunoprecipitation technique, we identified vimentin, a marker f
or epithelial-mesenchymal transformation, as a novel binding partner for Nup88.  Vimentin expression at th
e protein level was unaffected by Nup88 overexpression and vice versa.  Nup88 interacted with the N-termin
al region of vimentin and the interaction kept vimentin monomeric.  Since monomeric vimentin was reported 
to work as a transcriptional factor, we assume that Nup88 overexpression induces cancer malignancy via mod
ulating the vimentin-regulated gene transcription.
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１．研究開始当初の背景 
（1）ヌクレオポリン Nup88 は、核膜孔を構
成する一因子として核−細胞質間の分子輸送
に関わる一方、分裂期イベントの制御にも関
与することが報告されている。しかしながら、
Nup88 の持つ機能の全体像はほとんど分かっ
ていない。	
 
	
 
（2）組織学的な解析から Nup88 は、種々の
悪性化した腫瘍組織に過剰発現しているこ
とが報告されており、腫瘍マーカーとしての
臨床利用が期待されている。しかしながら、
Nup88 の過剰発現とがんの悪性化の因果関係
は明らかにされていない。	
 
 
２．研究の目的 
（1）Nup88と結合する新規な因子を同定し、
結合の分子機序を明らかにする。 
 
（2）Nup88 とがん悪性化との因果関係を結
合因子への効果から明らかにする。 
 
（3）Nup88 とがん抑制分子と考えられてい
る CD82の結合を検証する。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞	
 
	
 HeLa細胞を10%FCSを含むDMEM培地に播種
し、5%	
 CO2を満たしたインキュベータにて、
37˚C で培養した。	
 
	
 
（2）Nup88-GFP 安定発現株の樹立	
 
	
 初めに染色体 DNA 上に特異的な組換え部位
と、Tet	
 リプレッサー遺伝子を導入した HeLa
細胞（T-Rex	
 HeLa 細胞）をマニュアルに従っ
て樹立した(Life	
 Technologies)。続いて、
細胞に導入した特異的な組換え部位に対し
て、GFPおよびNup88-GFP遺伝子を組み込み、
テトラサイクリン依存的にこれらの蛋白質
を発現する細胞株を樹立した。	
 
	
 
（3）免疫沈降法	
 
	
 確立したテトラサイクリン誘導型の GFP あ
るいはNup88-GFP発現細胞を最終濃度1µg/ml
のドキシサイクリンを含む培地に撒き、２日
間培養した。培養後、細胞をトリプシン処理
によって回収して、PBS で洗浄し、氷冷した
NP-40	
 lysis バッファー（10	
 mM	
 Tris/HCl	
 
pH7.5,	
 150	
 mM	
 NaCl,	
 0.5	
 mM	
 EDTA,	
 1%	
 NP-40,	
 
1	
 mM	
 PMSF,	
 protease	
 inhibitors）に溶かし
て、遠心操作後の上清を細胞抽出液として回
収した。この抽出液と GFP 抗体を結合させて
あるビーズ（GFP-trap	
 A	
 beads,	
 Chromotek）
を、4˚C で 20 分間転倒混和し、氷冷した NP-40	
 
lysis バッファーで３回洗浄したあとに、ビ
ーズを回収した。ビーズに結合した蛋白質は、
SDS サンプルバッファーを加えることで溶出
した。結合蛋白質は、SDS-ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動で分離した後、CBB 染色ある
いはウェスタンブロッティング法によって

視覚化して解析した。結合蛋白質の同定を行
うために、CBB 染色によって分離した蛋白質
の一部をトリプシン処理してゲルから溶出
し、質量分析装置に供した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）Nup88 と結合する因子の網羅的解析	
 
①一部のヌクレオポリンは、細胞分裂期に他
のヌクレオポリンとのサブコンプレックス
を形成して機能することが報告されている。
一方、Nup88 の結合パートナーとして、Nup214
や Nup98 などが既に報告されている。そこで、
これらの蛋白質と Nup88 の融合蛋白質を細胞
内に発現させ、結合する因子を検索すれば、
Nup88 を含むサブコンプレックスに結合する
新たな因子が同定できるのではないかと考
えた。そこで、融合蛋白質の発現ベクターの
構築を試みたが、構築できなかった。このた
め、免疫沈降法によって Nup88 に結合する因
子を検索する戦略に切り替えた。	
 
	
 
②Nup88 に結合する因子を免疫沈降法によっ
て検索するため、タグを付加した Nup88
（Nup88-GFP）を発現する細胞を構築した（図
１）。	
 

図１	
 GFP および Nup88-GFP 発現細胞の樹立	
 
	
 
③樹立した細胞を利用して、GFP をターゲッ
トに免疫沈降法を行い、Nup88-GFP に特異的
に結合する因子を検索した。その結果、ビメ
ンチン、αアクチン、GAPDH、HSC70 を得たが、
分裂期との関連性が特に強いと思われる因
子は見出せなかった。これらうち、結合が再
現できたビメンチンの解析を推進した（図
２）。	
 

図２	
 Nup88 とビメンチンの相互作用	
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④ビメンチンの Nup88 結合に関わるドメイン
を同定するために、ビメンチンの欠損変異蛋
白質を FLAG タグとの融合蛋白質として発現
するベクターを構築した。これらを、樹立し
た GFP および Nup88-GFP 発現細胞にトランス
フェクションし、GFP をターゲットに免疫沈
降を行った。その結果、完全長ビメンチンの
みが、Nup88-GFP に結合すること、および、
ビメンチンの N 末端から 96 アミノ酸残基を
欠損しただけで、この結合が消失することを
見出した（図３）。Nup88 はビメンチンと同じ
中間径フィラメントに属するラミン Aとも結
合することが報告されており、他の中間径フ
ィラメントと Nup88 との結合があるか否か、
Nup88 側の結合部位が同じ領域かどうかを検
討することは今後の課題である。	
 
	
 

図３	
 ビメンチンの Nup88 結合領域の同定	
 
	
 
（２）Nup88 によるビメンチン機能の制御	
 
①ビメンチンは上皮間葉転換のマーカー分
子としても知られており、その発現亢進は細
胞の運動性獲得を示唆する。そこで Nup88 の
過剰発現が、ビメンチンの発現量に与える影
響を明らかにするため、ビメンチン発現レベ
ルが異なる３種類の細胞に Nup88 を過剰発現
して、その発現量変化をウエスタンブロッテ
ィング法によって調べた。その結果、Nup88
の過剰発現は、いずれの細胞においてもビメ
ンチンの発現量を変化させなかった（図４）。	
 
	
 
②ビメンチンには可溶性のモノマー型と不
溶性のポリマー型が存在する。モノマー型か
らポリマー型への変換は、ビメンチンの N末
端領域が脱リン酸化されることで進行する。
図３から Nup88 はビメンチンの N末端領域に
結合することが示唆されたので、次にリン酸
化型のビメンチンに対する Nup88 の効果を検
討した。ビメンチンモノマーを得るために、
GFP あるいは Nup88-GFP 発現細胞を M 期に同
調し、細胞抽出液を調製した。この抽出液に、
フォスファターゼを作用させ、リン酸化型ビ
メンチンに特異的な抗体を用いて検出を行
った。その結果、ビメンチンのリン酸化状態
は、Nup88-GFP を含む場合の方が、GFP を含

む場合に比べて、維持され易いことが分かっ
た（図５、レーン１−４）。さらに、フォスフ
ァターゼに対しても抵抗性を示した（図５、
レーン５−１０）。モノマー型ビメンチンは、
転写因子としてはたらくとの報告がある。し
たがって、Nup88 はビメンチンをモノマー状
態に維持することで、ビメンチンによって制
御される遺伝子の発現を調節している可能
性が考えられた。	
 

図４	
 Nup88 過剰発現によるビメンチン発現
量変化の検討	
 

図５	
 Nup88 によるビメンチンの脱リン酸化
阻害	
 
	
 
(３)	
 CD82 との相互作用の検討	
 
	
 蛋白質結合データベースから、Nup88 はが
ん抑制分子と考えられている CD82 と結合す
ることが示唆されている。そこで、先に樹立
した細胞株に CD82 を過剰発現させ、免疫沈
降法によって結合を調べた。結果として、両
者の結合は確認できなかった(図６)。	
 

	
 
図６	
 Nup88 と CD82 の相互作用の検出	
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