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研究成果の概要（和文）：生育に非必須の核膜孔複合体タンパク質Nup132が減数第一分裂に必要な動原体構造の
構築および動原体と微小管の接着に必須であることを明らかにし、核膜孔複合体が減数分裂期の染色体分配に関
与することを初めて示した。Nup98, Nup96の発現調節機構を明らかにし、これらの機構は分裂酵母の通常の培養
条件下では重要ではないことを発見した。核膜タンパク質Lem2がセントロメアヘテロクロマチンの調節に必要で
あることがわかった。ヒストン修飾に対する新規蛍光プローブを開発し生細胞でイメージングすることに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：We found that a non-essential nuclear pore complex protein Nup132 is 
essential for establishment of kinetochore structure and for attachment of kinetochore and 
microtubule in the meiotic first division, firstly indicating that the nuclear pore complex 
participates in the meiotic chromosome segregation. Next, we revealed a specific but dispensable 
regulation for expressions of nuclear pore complex proteins Nup98 and Nup96. We also found that an 
inner nuclear membrane protein Lem2 is essential for centromere-specific heterochromatin formation. 
In addition, we developed a novel fluorescent probe to visualize histone modification. 

研究分野： 分子遺伝学　細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 真核細胞の染色体は核膜に包まれている。
核膜は染色体を細胞質から隔離する構造で
あるだけでなく、染色体の機能を調節するた
めに足場となる構造でもある。ほ乳類では核
膜内膜に数百種類の核膜タンパク質が存在
することが明らかになっており（Korfali et 
al, Nucleus, 2012）、それらの核膜タンパク
質と染色体との相互作用が足場構造の実体
であると考えられている（図１）。しかし、
どの核膜タンパク質がどのように染色体と

相互作用し、染色体機能の調節に関与するの
かはまだ全く理解されていない。核膜は真核
生物の最大の特徴とも言える構造体であり
核膜の機能は真核生物に共通である可能性
が高いことからも、核膜と染色体の相互作用
の実態を分子レベルで解明することは、真核
生物の細胞核における染色体の機能を理解
するために重要である。またヒトでは核膜タ
ンパク質の異常が様々な病気の原因となる
ことが知られている（Dauer and Wormon, 2009, 
Dev Cell; Schreiber, 2012, Cell）。このこ
とは核膜タンパク質が発生・分化・老化にお
ける染色体機能に影響を与えることを示唆
している。そのため、医学的な見地からも、
研究開始当初から、そして今もなお、核膜と
染色体の相互作用の解明が期待されている。 
 
２．研究の目的 
核膜タンパク質と染色体タンパク質の相

互作用は染色体が核膜を足場として機能す
るために重要と考えられるがその実体は明
らかではない。本研究は核膜タンパク質のう
ち核膜孔複合体タンパク質による染色体機
能の調節機構の解明を目的とする。分裂酵母
を用いた予備実験から、核膜孔複合体タンパ
ク質のうち生育に必須でない因子は、核-細胞
質間輸送には必須ではないと考えられるが、
それらの欠失変異体は減数分裂や染色体機
能を阻害した条件下では生存に必須である
ことから、染色体の機能への関与が示唆され
た。そこで本研究によって、核膜孔複合体タ
ンパク質の染色体機能調節への役割を解明
し、核膜と染色体の相互作用の実体を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、生育に非必須な核膜孔複合体
タンパク質が染色体の機能調節に直接関わ
ることを明らかにし、相互作用する染色体因

子を同定する。核膜孔複合体タンパク質の機
能については、遺伝子破壊株の中で減数分裂
に異常を示すものを選び、具体的にどのよう
な染色体の機能に関係するのかを詳細に解
析する。また、染色体の機能構造の異常や染
色体保持能力の異常についても検討し解析
をおこなう。染色体の機能調節に強く関与す
ると思われる因子と相互作用する染色体タ
ンパク質を網羅的に検索し、機能解析をおこ
なう。 
 
４．研究成果 
(1) 減数分裂期における Nup132 の機能 
 これまでの研究から、分裂酵母では、減数
分裂前期に動原体（キネトコア）の外層構造
を構築する KMN 複合体（図 2）がセントロメ
アからいったん離れ、その後、第一分裂直前
にセントロメアに再集合することがわかっ
ている。KMN 複合体は、KNL1/Spc7 が Mis12
複合体およびNdc80複合体と相互作用するこ
とによって形成される、非常に大きなタンパ
ク質複合体である（図 2）。Nup132 を欠失し
た細胞では、KMN 複合体の再集合に異常があ

ることがわかった。Nup132 欠失株では、Mis12
および Spc7 が通常よりも早い時期にセント
ロメアに集合した（図 3）。さらに Nup132 欠
失細胞では、減数第一分裂において、紡錘体
形成チェックポイント機構が活性化されて
いることがわかった。これらのことから、



Nup132 が、減数第一分裂に必要な特殊なセン
トロメア構造の構築、および、スピンドルと
キネトコアの正常な接着に重要な機能を果
たすことが明らかになった。この発見は、減
数分裂期の染色体分配に核膜孔複合体が関
与することを初めて示したものであり、正常
な生殖細胞（卵子や精子など）が形成される
仕組みの一端を明らかにした。これにより、
核膜がクロマチンの保持のために果たす役
割の一端が明らかとなっただけでなく、有性
生殖の仕組みの理解にもつながった(Yang et 
al, J Cell Biol, 2015; Asakawa et al, Front 
Cell Dev Biol, 2016)。 
 
(2) Nup98, Nup96 の発現機構とその意義 
多くの真核生物において、核膜孔複合体タ

ンパク質 Nup98 と Nup96 は、1 つの ORF にコ
ードされており、Nup98 の autopeptidase 活
性によって翻訳後に自己切断されて2つの核
膜孔複合体タンパク質として産生される。ま
たNup98-Nup96の切断に使われるアミノ酸配
列は進化的に保存されている。Nup98と Nup96
がこのような特殊な発現様式をとる理由を
明らかにすることを目的に、分裂酵母の
Nup98とNup96をコードする nup189+遺伝子を
モデルとして自己切断の重要性を調べた。 

まず野生型細胞から mRNA を抽出して cDNA
をクローニングしたところ、選択的スプライ
シング産物に由来する 2種類の cDNA が単離
された。塩基配列を解析した結果、Nup98 と
Nup96 は分裂酵母の生育に必須のタンパク質
であるが、これらはスプライシングを受けな
い mRNA から発現することが予想された。一
方、スプライシングを受けた mRNA からは

Nup96 をコードする部分にフレームシフトが
起こるため、野生型の Nup98 の配列のあと、
切断部位の配列に続いて、短いペプチド

(Tail)が産生されることが予想された（図 4）。

タンパク質の発現を調べたところ、野生型細
胞では、nup189+の ORF 全長に由来する大きさ
のペプチドはほとんど検出されず、切断部位
で分離したサイズに相当するペプチドが検
出された。切断部位に変異を入れると全長に
相当するサイズのペプチドが検出されたこ
とから、分裂酵母の Nup98, Nup96 は他の真
核生物と同様の自己切断機構を経て発現す

ることがわかった。 
スプライシングと自己切断による発現調

節の意義を明らかにするために、スプライス

部位に変異を導入してスプライシング不能
にした変異体と、自己切断部位に変異を導入
して自己切断不能にした変異体を作製した。
さらにスプライス部位と切断部位の両方に
変異を導入した二重変異体も作製した。これ
らの変異遺伝子を染色体上に付加的に導入
して発現させた上で、内在性の nup189 遺伝
子を破壊した。その結果、どの変異体も生育
することができた。スプライシングや自己切
断による Nup98, Nup96 発現調節は、分裂酵
母の通常の培養状況の下では細胞成長のた
めに重要でないことを示すことができた
(Asakawa et al, FEBS Open Bio, 2015)。 
 
(3)核膜内膜タンパク質 Lem2 の機能 
 核膜構造と核内の構造や機能の関係を知
るために、核膜孔複合体以外の核膜タンパク
質についても解析をおこなった。分裂酵母の
LEM ドメインタンパク質 Lem2 は、2箇所の膜
貫通ドメインを持ち、N 末端と C 末端が共に
核質内に突出する形で核内膜に局在化する。
Lem2 を欠失させると、分裂酵母細胞は、ミニ
染色体の高頻度脱落と増殖の低下を起こし
た。その理由を、クロマチン免疫沈降法によ
って調べたところ、セントロメアヘテロクロ
マチンの形成不全を起こしていることが分
かった。興味深いことに、これらの表現型は、
富栄養の完全培地でのみ見られ、貧栄養の合
成最小培地では見られなかった。 
栄養に依存する表現型を理解するために、

セントロメアへテロクロマチン状態への栄
養の影響を調べたところ、富栄養状態では、
ヒストン H3K9 ジメチルの蓄積が起こるのに
対して、Lem2 欠損株では起こらない事が分か
った（図 5）。栄養状態の変化に対応してヘテ

ロクロマチンが強化されるという知見はこ
れまでにない新しい発見である。今後は、細
胞が栄養を感知してクロマチン構造を動的
に変化させクロマチン機能を維持していく



分子メカニズムの解明が課題である(Tange 
et al, Genes Cells, 2016)。 
 
 (4) 細胞核構造のライブイメージング 
 細胞核の構造と核膜孔複合体の相互作用
を解析するために、様々な核内構造を可視化
し構造や動態を解析した。まず、分裂酵母の
減数分裂前期では核が細長く伸びた形態を
とり、細胞内を往復運動する。このような核
構造が減数分裂期のDNA合成期に特に顕著に
なり、それがヒストン H4 のアセチル化修飾
によること、また往復運動が転写因子の制御
下にあることを発見した(Ruan et al, Genes 
Cells, 2015; Ruan et al, Sci Rep, 2015)。
また超分解能蛍光顕微鏡を用いた観察によ
って分裂酵母の間期細胞核のクロマチンの
凝縮の度合いを調べ、転写活性の低いテロメ
ア近傍領域においてクロマチンの凝縮の度
合いが低いことを見いだした(Matsuda et al, 
Nat Commun, 2015)。残念ながら、これらの
核内構造と核膜との相関については現時点
では不明である。 
さらに、１つの細胞内に大核と小核の 2種

類の核を持つ二核性の繊毛虫 Tetrahymena 
thermophila の核膜孔複合体タンパク質の
FRAP 解析をおこなった。細胞核の分化過程に
おいて、分裂した小核が大核と小核に分化し
ていくが、分化の非常に初期の段階において、
大核になる核ではレーザーによって核膜孔
複合体タンパク質の蛍光を褪色させても時
間が経つと蛍光強度が回復するのに対し、小
核になる核では褪色後の蛍光強度の回復が
見られなかった。電子顕微鏡による解析の結
果、このとき大核になる核では、核膜孔複合
体を含む膜構造が集積していたが、小核にな
る核では核膜孔複合体を含まない膜構造が
集積していた。この結果は細胞核の分化過程
と核膜孔複合体の量的変化の相関を初めて
示唆したものであり、核膜孔複合体と細胞核
の機能を結びつける新たな例として意義の
ある知見である(Iwamoto et al, J Cell Sci, 
2015)。 
 
(5) 核内構造を認識する新規蛍光プローブ
の開発 
核膜孔複合体と相互作用する核構造を可

視化する試みの一つとして、クロマチン構造
に密接に関わるヒストン修飾を特異的に認
識する新規蛍光プローブの開発をおこなっ
た。従来、ヒストン修飾の検出法として、細
胞を固定した後に修飾特異的抗体を反応さ
せる方法が用いられている。しかしこの方法
では、一個の細胞の中で修飾が変化していく
過程を追うことは出来ない。そこで、抗体の
可変領域を single-chain variable fragment 
(scFv) として蛍光タンパク質を融合した融
合遺伝子を細胞内で発現させるプローブ
modification-specific intracellular 
antibody (mintbody)  を作製した。 
ヒストン H4 リシン 20 モノメチル化修飾

（H4K20me1）は、DNA 損傷修復や遺伝子発現
制御、また X 染色体の不活性化などに関与す
ることが報告されている。H4K20me1 特異的抗
体から mintbody の作製に成功した。細胞内
での標的特異性を調べるために、分裂酵母の
メチル化酵素変異体やメチル化残基を改変
したヒストン変異体を用いた解析をおこな
いH4K20メチル化特異的であることを明らか
にした（図 6）。また、培養細胞に SUV420H1
を発現させて H4K20me1 レベルを低下させた

際に、H4K20me1-mintbody の核への集積が減
少したことから、H4K20 メチル化の中でも
H4K20me2 や H4K20me3 ではなく H4K20me1 に
特異的であることが証明できた。この蛍光プ
ローブの開発により、その他の核内構造に対
する scFv を利用したプローブ作製の方法や
利用について多くの知見を得ることができ、
核構造の研究に利用できる新しい技術とし
て確立することに成功した(Sato et al, J 
Mol Biol, 2016)。 
 
以上の成果の中から特に核膜と細胞核構

造に関する知見について、総説を執筆した
(Matsuda et al, Yeast, 2017)。 
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