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トランスジェニック法によるNup88の機能とがんの発症メカニズムの解析 

１．背景及び目的 

当該申請課題では、様々な悪性腫瘍で過剰発現が確認されている核膜孔タンパク質の一つNup88 (1)に

注目し、Nup88の細胞生物学的な分子機能を解明すること、及びNup88によるがんの発生と進行における医

学的な役割について新たな知見を得ることを目的とした。 

細胞の核膜に存在する「核膜孔複合体」は、総分子量66MDa、約30種類のタンパク質から構成された巨

大な自己集合体だが、近年、核膜孔は孔を形作っている構造体であるだけでなく、核－細胞質間でのタン

パク質、RNA等の物質輸送を制御していることが明らかされてきた。細胞内物質輸送は、細胞の機能、形作

り、及び生存のために必須で重要なメカニズムであるため、この機能の障害が未知の疾患の成因となってい

る可能性が考えられている。事実、多くの急性及び慢性骨髄性白血病において染色体転座によって形成さ

れた核膜孔タンパク質 (Nup214, Nup98, Tpr) と他のタンパク質とのキメラタンパク質が発がんに関与してい

ることが知られている (2)。一方最近我々は、乳癌において高発現が報告されている核膜孔タンパク質の一

つRae1が、細胞分裂における紡錘体極の維持に重要な役割を果たしていることを新たに解明してきた

(3-5)。これらの知見から核膜孔タンパク質の機能が、がんの発生メカニズム、がんの悪性化において重要な

役割をしていると考えられているが、核膜孔タンパク質とがん発生の詳細なメカニズムは未だほとんど分かっ

ていない。 

そこで我々は本研究を通して、細胞生物学における核膜孔の機能的重要性及び医学における、がん形

成と核膜孔の関係を解明するとともに、がん形成の分子機構との関わりを明らかにし、最終的にがん治療へ

の発展に繋がることを期待した。 

 

２．方法 

以下の３つの方法を用いたNup88の分子機能と発がんメカニズムの解析を行った。 

1) 遺伝学的解析：Nup88のトランスジェニック(Tg)マウスでの発がんメカニズムの解析。 

GFP融合Nup88発現ベクターをゲノムに挿入したTgマウスを樹立した。F1 Tgマウスの主要な臓器での

Nup88の影響を解明するため、野生型マウスとNup88 Tgマウスの主な臓器の凍結切片を作製し、HE染色及

び免疫染色により細胞レベルでの異常を検討した。Nup88の生体内での役割、及び、癌化との関与を解析

した。 

2) 細胞生物学的解析：培養細胞を用い細胞周期を通したNup88の細胞内での正確な局在を知る。 

共焦点レーザー顕微鏡を用いて、蛍光免疫染色法により子宮頚癌HeLa細胞内のNup88とその結合因子

Nup214の細胞周期を通した局在変化を観察した。さらにsiRNAによりNup88をノックダウンさせた、又は、

GFP融合Nup88発現プラスミドによりNup88を過剰発現させた癌細胞内での核膜孔複合体タンパク質の局在

変化、及び細胞の形態変化を蛍光免疫染色法により解析した。 

3) 生化学的解析：免疫沈降法を用いて、Nup88の結合因子を同定する。 



免疫沈降法を用いて、癌細胞中のNup88との結合因子の同定を試みた。 

これらの方法を通し、Nup88の過剰発現がいかに癌化に関与するかを分子生物学的に解明することを試

みた。 

 

３．結果  

1) 遺伝学的解析 

GFP融合Nup88発現ベクターをゲノムに挿入したTgマウス4株を樹立した。野生型マウスとNup88Tgマウ

スの主な臓器の凍結切片を、HE染色及び免疫染色により観察したところ、Nup88Tgマウスでのみ、脳及び

肺に腫瘍が発生した個体がみられ、腫瘍部位ではGFPの蛍光が検出できたことから、腫瘍の発生とNup88

の過剰発現の相関性が示唆された。これらの結果をまとめ、現在投稿準備中である(6)。 

2）細胞生物学的及び生化学的解析 

 最初に、細胞周期の有糸分裂期（Ｍ期）におけるNup88の結合因子を同定するため、Ｍ期に同調させた

HeLaの細胞抽出液、及び抗Nup88抗体を用いて免疫沈降を行ったところ、間期においてNup88との結合が

知られているNup214が共沈してきた。蛍光免疫染色法を用いた細胞内でのNup88及びNup214の局在の観

察を行ったところ、M期においても共局在がみられた(図１中段)。従って、Nup88とNup214は細胞周期を通し

て相互作用していることが明らかになった。さらに、Ｍ期での紡錘体マーカーα‐TubulinとNup88の局在を

比較したところ、両者は共局在した（図１下段）ことから、Ｍ期においてNup88とNup214は紡錘体上に局在す

ることが示唆された。 

 続いて、GFP-Nup88発現プラスミドをHeLa細胞に導入し、過剰発現したNup88の細胞内局在及び、細胞

の形態変化を48時間後に観察した。するとGFP-Nup88は細胞質及び核膜に局在し、Nup214は依然として

Nup88と共に核膜に局在していた（図２）。GFP-Nup88発現細胞では23%に多核化がみられたが、コントロー

ルベクターGFP導入細胞では5%であった。Nup88の過剰発現が高効率で多核化を引き起こすことが明らか

になった。 

 次に、siRNAによりNup88をノックダウンさせ72時間後に観察したところ、Nup88が消失した間期の細胞では

Nup214も核膜から消失していたが、核の形態に変化は見られなかった(図３上段)。一方、Ｍ期の細胞ではコ

ントロールsiRNA導入細胞(3%)と比較して、Nup88が消失した細胞では紡錘体の形態に高効率(21%)で異常

がみられ、分裂中の染色体の形態にも異常がみられた（図３下段）。以上より、細胞内のNup88量の変化が

紡錘体形成の異常を引き起こし、多核化を引き起こすことが示唆された。これらの結果をまとめ、現在論文を

投稿中である(7)。 

 

 ４．まとめ 

染色体の付加や欠損は癌患者の細胞内で観察されるが、これは有糸分裂期の異常な染色体分離によっ

て引き起こされると考えられている。染色体分離の失敗による異数体化は、癌化進行の促進力である。我々

は、RNAi及び過剰発現方法によって、細胞内のNup88発現量を変化させたとき、多核化、即ち染色体の異

数体化を起こし遺伝子の不安定化を促進する紡錘体形成異常が起こることを明らかにした。本来ならば、キ

ネトコア－紡錘体微小管の相互作用が染色体と結合することで正確な染色体分離が制御されているが、

Nup88の発現量の変化による紡錘体形成異常が正確な染色体分離を失敗させ、最終的に分散した染色体

の周りに核膜が形成されることで、多核化が起こると考えられる。Nup88Tgマウスでのみ、脳及び肺に腫瘍が



発生したことから、生体内においてもNup88発現量の変化により多核化が起こり、染色体不安定性が引き起

こされた結果、癌化が促進されたことが示唆された(図４)。 
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