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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織で過剰発現したヌクレオポリンNup88が癌を悪性化する機構は不明である。 
我々は、新規に見出したNup88とビメンチン中間径フィラメントタンパク質の相互作用を解析し、この細胞運動
性への関与を検討した。 Nup88はビメンチンに特異的かつ直接的に結合した。 Nup88のN末端541アミノ酸残基が
ビメンチン分子のN末端の96アミノ酸残基に結合した。 この相互作用はビメンチンの重合・脱重合過程に影響し
た。細胞に過剰発現させたNup88はビメンチン存在下で細胞運動性を促進した。 Nup88はビメンチンの重合・脱
重合過程を変化させることによって細胞の運動性に寄与するのかもしれない。

研究成果の概要（英文）：It has been unclear whether nucleoporin Nup88 overexpressing in tumor 
tissues promotes cancer malignancy such as cell motility.  In this study, we characterized a novel 
interaction between Nup88 and vimentin intermediate filament protein and examined its involvement in
 cell motility.  Nup88, but not other nucleoporins we tested, bound to vimentin specifically.  In 
addition, Nup88 interacted with vimentin directly.  The N-terminal 541 amino acid residues of Nup88 
bound to the N-terminal 96 amino acid residues of vimentin molecule.  This interaction affected the 
vimentin organization process.  Nup88 overexpressed in cells promoted cell motility in the presence 
of vimentin.  Nup88, thus, may contribute to cell motility through changing the organization of 
vimentin.

研究分野：分子生物学、生化学

キーワード： Nup88　vimentin　cancer
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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 
Nup88 は、核膜輸送を担う因子（ヌクレオ
ポリン）でありながら、転移・浸潤性の高い
腫瘍細胞に異所性に過剰発現することが知ら
れている。その発現量は癌の悪性度によく相
関することから、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因果関係については不明
な点が多く残っている。 
これまでに「がんの発生」に関するNup88の
機能については一定の理解が得られている。
すなわち、Nup88の発現量変化が紡錘体形成
異常に伴う染色体DNAの分配異常を導くこと
が示されている。したがって、Nup88は分裂
期を制御する機能を持ち、この破綻が「がん
発生」の原因になり得ると考えられている。
一方、「がんの転移・浸潤」といった悪性化
に関する機能については、解析が遅れていた。 
 
２．研究の目的 
このような状況の下、我々は解析を進めるた
めの端緒を捉えた。すなわち、Nup88 を持続
的に過剰発現した培養細胞では、悪性度の指
標となる間葉系細胞様の形態変化が観察され
た。さらに、Nup88 が間葉系細胞のマーカー
分子でもある細胞骨格因子ビメンチンと結合
することも見出した。以上から我々はNup88
が、癌の悪性転換過程である上皮間葉転換を
促進する可能性を考えた。そこで本課題では、
Nup88とビメンチンの相互作用を解析すると
ともに、Nup88が与える上皮間葉転換への影
響を解析した。 
 
３．研究の方法 
[1] Nup88 のビメンチン結合とその生理的意
義の解明 
以前に見出したNup88とビメンチンの結合
の詳細を明らかにするために、両因子の部分
欠損タンパク質を利用して結合ドメインの絞
り込みを行った。また、両者の結合が直接的
であるか否かを両者のリコンビナントタンパ
ク質を用いて検討した。Nup88とビメンチン
の細胞内共局在性は免疫蛍光染色法によって
調べた。 
 
[2]結合阻害ペプチドのスクリーニング 
 Nup88のビメンチン結合ドメインが同定で
きた場合には、これに対して特異的に結合す
るペプチドをファージディスプレイ法により
同定する。同定できた場合には、ペプチド合
成機により、そのペプチドを大量合成し、細
胞実験に供する。 
 
[3]Nup88 発現に依存した上皮間葉転換促進
機構の解析 
上皮系細胞が高い運動性を獲得するために
は間葉系細胞に変化する（上皮間葉転換が起
こる）必要がある。そこで、Nup88を過剰発
現した細胞における上皮間葉転換関連分子の
遺伝子発現レベルおよびタンパク質発現レベ

ル検討した。また逆に、上皮間葉転換を誘導
した細胞に起こる内因性Nup88の発現量変化
も検討した。 

 
４．研究成果 
[1] Nup88 -ビメンチン結合の解析 

Nup88 のビメンチン結合ドメインとして、
N 末端からの 541 アミノ酸残基を同定した。
またビメンチンの Nup88 結合ドメインとし
て、リン酸化されるアミノ酸残基のクラスタ
ーを持つ N末端の 96 アミノ酸残基を同定し
た（図１）。Nup88以外のヌクレオポリンで
ある Nup214, Nup358および Nup50はいずれ
もビメンチンと結合しなかった。以上から
Nup88はビメンチンに特異的に結合すること
を示唆した。一方、リコンビナント Nup88が
リコンビナントビメンチンに結合したので、
両者は介在タンパク質なしに直接的に結合
することがわかった。 
次に細胞内における局在性を調べたとこ
ろ、Nup88とビメンチンは核膜あるいは核膜
の周辺に共局在することがわかった。しかし
ながら、細胞質における共局在は明確になら
なかった。 

Nup88を過剰発現した細胞では、細胞内の
可溶性ビメンチンプールが増加した。一旦繊
維化したビメンチンは、リン酸化によって脱
重合し可溶性が増大する。過剰発現した
Nup88は、ビメンチンのリン酸化状態を保つ
役目があることがわかった。ビメンチンの繊
維化-脱重合サイクルの亢進は細胞の運動性
を促進すると考えられているので、Nup88は
細胞の運動性に影響することが期待された。 

 

 
図１ Nup88-ビメンチン結合 
  Nup88 の N 末端の 541 アミノ酸残基
（1-541-FLAG）およびビメンチンの N 末端
の 96 アミノ酸残基（1-96-GFP）を免疫沈降
法に供し、両者の結合を確認した。 
 
[2] 結合阻害ペプチドのスクリーニング 
当初計画では、Nup88 のビメンチン結合ド
メインを同定後に、ファージディスプレイ法
によって結合阻害ペプチドをスクリーニン



グする予定であった。しかしながら、結合ド
メインの同定が課題実施最終年にずれ込ん
だため、着手しなかった。 

 
[3] Nup88 発現に依存した上皮間葉転換促進
機構の解析 
 上皮系細胞であるビメンチンを発現して
いない MCF-7 細胞に Nup88 を過剰発現させ
上皮系細胞のマーカー分子である E-カドヘ
リンおよび間葉系細胞のマーカー分子であ
るビメンチンの発現を調べた。結果として両
者の発現に変化は見られなかった。同様に上
皮間葉転換の誘導因子である Twist および
Snail1の発現も変化しなかった（図 2）。 

 
図 2 Nup88過剰発現による各因子の発現変化 
 Nup88をMCF-7細胞に過剰発現した。上皮
性細胞のマーカー分子 E-カドヘリン、間葉系
細胞のマーカー分子であるビメンチン、また
は上皮間葉転換の誘導因子である Snail1、
Twistの発現は変化しなかった。 
 
さらに DNA マイクロアレイ法によって

Nup88の過剰発現に依存して発現変化する遺
伝子を検索したが、有意な発現変化を示す上
皮間葉転換関連因子は見つからなかった。以
上は、Nup88の発現のみでは上皮間葉転換を
誘導できないことを示唆している。 
 次に、上皮間葉転換が Nup88の発現に及ぼ
す影響を検討した。上皮間葉転換の誘導因子
Twistを上皮系細胞であるMCF-7細胞に発現
させたが、Nup88の発現変化は起こらなかっ
た。同様に上皮系細胞由来でありながら間葉
系細胞の特徴も有する HeLa 細胞および
MDA-MD231細胞においてもNup88の発現変
化は起きなかった。以上から、上皮間葉転換
は Nup88 の過剰発現を誘発しないことがわ
かった。 
 最後に、過剰発現した Nup88が与える細胞
運動性への影響を、ビメンチンを全く発現し

ていないMCF7細胞およびわずかに発現して
いる HeLa 細胞で検討した。結果として、過
剰発現した Nup88は HeLa細胞の運動性のみ
を有意に促進することがわかった（図 3）。 
これまでの結果から我々は、過剰発現した

Nup88 がビメンチンの重合-脱重合過程に作
用して細胞の運動性を促進する可能性を考
えている。 
 

図 3 Nup88発現による細胞運動性の促進 
HeLa細胞に GFPまたは GFP融合型 Nup88
を過剰発現させ、スクラッチアッセイにより
細胞の運動性を調べた。 
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