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１．はじめに 

 細胞核膜上に多数ある核膜孔には核膜孔複合体が存在しており、約３０種類の核膜孔複合体因子

から構成されている。この核膜孔複合体の機能は細胞質— 核間の分子輸送の制御であり、これによ

って、転写因子は核内に移行する一方、mRNA 等は核外に移行される。細胞内の物質輸送は物質を正

確に分配し輸送するために精密に制御されており、細胞内における各器官へのタンパク質の誤送は

数多い疾患、例えば癌、に関わっている。実際に核膜孔複合体因子である Rae1 が乳癌において重要

な役割を担っていることが明らかにされ、Nup88 は種々の癌で高発現が報告されており、また Nup98、

Tpr の染色体転座が多くのヒト腫瘍で観察されている。申請者も今までに、予後が良好でない癌で

よく観察される染色体・遺伝子の不安定性や異数化を核膜孔複合体因子が制御しており、白血病発

症に深く関与していることを明らかにしてきた（1, 2）。しかし、核膜孔複合体因子と癌悪性化に

関する研究は近年始められたばかりであり、その詳細なメカニズムは未だ不明のままである。 

 近年、白血病を始めとした癌において癌幹細胞の存在が確認されつつあり、種々の癌で少数の自

己複製能を持った癌幹細胞を中心とした幹細胞システムが形成されているものと考えられている。

なかでも、急性骨髄性白血病（AML）のような造血系腫瘍は癌幹細胞システムの良いモデルとされて

いる。興味深いことに、多くの AML 患者において核膜孔複合体因子を含む染色体転座が認められ、

核膜孔複合体因子のうち Nup98 遺伝子を含む染色体転座が多く観察されている（3）。中でも特に

Nup98とホメオボックス遺伝子 HOX群やトポイソメラーゼ、JARID1Aなどとの融合が多く観察される。

HOX 遺伝子群の中で HOXA9 と Nup98 の染色体転座産物 Nup98-HOXA9 は骨髄細胞やマウス繊維芽細胞

NIH3T3 の癌性形質転換を誘導し、また幹細胞の増殖を促進することが報告されており、さらに最近

申請者も Nup98の結合パートナーである核膜孔複合体因子 Rae1が Nup98-HOXA9による白血病発症に

深く関与していることを明らかにした（2, 4）。最近、ヒストン修飾や DNA メチル化などによるエ

ピジェネティックな遺伝子発現制御の関与が数々の疾患、たとえば癌などで報告されている。エピ

ジェネティクス制御の破綻が癌関連遺伝子の発現制御に関与することが明らかにされ、また癌治療

における重要な標的である癌幹細胞の形成にも深く関わっていることが報告されている。そこで本

研究では、白血病を中心に癌悪性化過程における癌幹細胞の核膜孔複合体因子を介したエピジェネ

ティクス制御機構を解明することを目的とし、癌幹細胞の自己複製能・多能性を規定するエピジェ

ネティクスの理解を通してがんの微小環境におけるネットワークの統合的理解を目指し、また新規

癌治療法への応用開発を検討する。 

 

２．方法 

 本研究では核膜孔複合体因子を介したエピジェネティクス機構を解明し、癌幹細胞の自己複製

能・多能性を規定するエピジェネティクスの統合的理解を目指す。核膜孔複合体因子は約３０種存

在するが、まず本研究計画では白血病の形成に重要な役割を果たしているとされる Nup98 とその結

合パートナーRae1 について詳細な検討を進める。本研究計画は、核膜孔複合体因子によるエピジェ

ネティクス制御機構の分子・細胞レベルでの詳細な解析（Aim １）、マウスモデルを用いたエピジ

ェネティクス制御機構の解析および臨床応用への可能性の検討（Aim ２）を目的とする。 

１. 核膜孔複合体因子のエピジェネティクスへの関与の検討 

 ヒト白血病細胞やヒト腫瘍細胞、あるいは腫瘍関連繊維芽細胞を用いて、GFP タグを付加した

Nup98、Rae1、Nup98 の染色体転座産物 Nup98-HOXA9 や Nup98-JARID1A（Nup98 遺伝子とホメオボッ

クス遺伝子 HOX 群やトポイソメラーゼ、JARID1A などとの染色体転座が AML 患者においてよく観察

される；3, 5）の遺伝子安定発現細胞株を樹立する。これら樹立した細胞株は以降種々の実験に供

する。 

 樹立した細胞株を溶解し、タグによってプルダウンしたのち質量分析法にかけることによりそれ

ぞれの新規結合パートナーを解析する。その中でエピジェネティクス関連物質を探索する。その後、

タンパク質同士の相互作用を確認し、お互いの結合部位ドメインも決定する。それらについて免疫

沈降法や蛍光免疫染色法、さらには FRET 解析や蛍光タグを用いたライブセルイメージングによって



核膜孔複合体因子とその相互作用因子のより詳細な解析を行う。 

 さらには特異的な siRNA 配列を用いてノックダウンを行い、ヒストン修飾や DNA メチル化への影

響をリアルタイム PCR や各種試験により解析し、Nup98-Rae1 がエピジェネティクスにどのように貢

献しているかを検討する。またこれらの影響がどのように白血病幹細胞を誘導するのかについて考

察する。さらにエピジェネティクス機構における阻害剤である DNA メチル化酵素阻害剤やヒストン

脱アセチル化酵素阻害剤を用いて癌の悪性化に関する検討を行う。 

２. 核膜孔複合体因子トランスジェニックマウスを用いたエピジェネティクスへの関与の検討 

 Nup98 に関連した染色体転座産物である Nup98-JARID1A 遺伝子、テトラサイクリンオペレーター

配列、SV40 ポリアデニル化配列を含む DNA 断片を構築し、その後マウスに導入して Nup98-JARID1A

トランスジェニックマウスを得る。なお、申請者のグループは白血病を発症する Nup98-HOXA9 トラ

ンスジェニックマウスをすでに所有している。これらのマウスは以降種々の実験に供する。 

 上記トランスジェニックマウス、および申請者のグループで作出した Rae1 トランスジェニックマ

ウスを用いて、生体レベルでの核膜孔複合体因子のエピジェネティクスにおける役割を検討する。

Nup98-HOXA9 マウスでは Rae1 が減少していることを見出しており（2）、このマウスに Rae1 遺伝子

レスキュー実験を試み癌治療法への応用開発を検討し、また Rae1、Nup98-HOXA9（もしくは-JARID1A）、

Rae1＋Nup98-HOXA9（-JARID1A）マウス（Rae1 と Nup98-HOXA9（-JARID1A）マウスを交配）に白血病

を誘導してそれらの発症の差異を観察し、病理試験を行うことにより総合的な知見を得る。またエ

ピジェネティクス機構における阻害剤である DNA メチル化酵素阻害剤やヒストン脱アセチル化酵素

阻害剤、あるいは核膜孔複合体因子に対する RNAi 法を用いて、臨床応用への可能性を検討する。 

 

３．結果 研究成果 

１. 核膜孔複合体因子のエピジェネティクスへの関与の検討 

 Nup98 の遺伝子転座産物 Nup98-JARID1A 及び Nup98-PHF23 遺伝子を発現する GFP タグを付加した

プラスミドを構築し、リポフェクション法を用いてヒト白血病細胞 K562 に導入後、G418 選択培地

によって選択し、安定発現細胞株を得た。樹立したクローンをウエスタンブロット法および共焦点

レーザー顕微鏡を用いて観察したところ、Nup98-JARID1A 及び Nup98-PHF23 がタンパクレベルで、

核内に発現しているのを確認できた（図１）。Nup98-HOXA9 については作製済である（2）。今後は

これらの細胞を用いて核膜孔複合体因子のエピジェネティクスへの詳細な関与の検討を行う予定で

ある。 

 

 
図１ GFP-Nup98-JARID1A、-PHF23 安定発現ヒト白血病細胞 K562 細胞の樹立 

上：GFP 抗体で免疫沈降後のウエスタンブロット、下：共焦点レーザー顕微鏡による観察 

 

２. 核膜孔複合体因子トランスジェニックマウスを用いたエピジェネティクスへの関与の検討 

 Nup98-JARID1A の全長 cDNA を RT-PCR により増幅し、hCG 遺伝子の転写開始場所でヒトカテプシン

G の遺伝子カセットに挿入した（図２）。これを精製し、マウス（C57BL/6J×DBA/2J）の受精卵（F2）

にマイクロインジェクション法により導入した。現在遺伝子断片導入卵を偽妊娠マウスの子宮に移

植後、生まれてきたマウスの尾からゲノム DNA を抽出し、トランスジェニックマウス特異的プライ



マーを用いて PCR を行い（図２の矢印はプライマー部位）、トランスジェニックマウス（F0）の作

出を確認している。Nup98-JARID1A トランスジェニックマウスの作出を確認しだい、すでに作出済

の Nup98-HOXA9 トランスジェニックマウスとあわせて、核膜孔複合体因子のエピジェネティクスへ

の関与の検討をマウスレベルで行う予定である。 

 

 
図２ Nup98-JARID1A トランスジェニックマウスの作製 

図中の灰色のボックスは hCG 遺伝子の５つのエクソンを示す 

 

４．考察 まとめ 

 本研究では、Nup98 の遺伝子転座産物を安定的に発現する白血病細胞を確立でき、またそれらに

準じたトランスジェニックマウスも作出中である。今後はこれらを用いてより詳細な検討を行うこ

とにより、核膜孔複合体因子とエピジェネティクスとの関連を解明していく予定である。 

 本研究は、近年その存在が確認されつつある癌幹細胞の自己複製能・多能性を規定するエピジェ

ネティクスの制御機構を、核内外の物質輸送に関与している核膜孔複合体因子について検討するこ

とで、従来の癌研究とは異なる視点から癌の悪性化機構を解析する点に独創性がある。特に、癌幹

細胞形成に深く関わるとされるエピジェネティックな制御機構について、現在までに研究されてお

らず、またその関与も知られていなかった細胞内の物質輸送に関与している核膜孔複合体因子につ

いて解明することは、最も独自の発想だといえる。さらに白血病を発症するマウスを用い、癌幹細

胞形成における in vivoでのエピジェネティックな制御機構を詳細に検討する点が先駆的といえる。 

 エピジェネティックな変化はジェネティックな変化と違い，薬剤によって人為的に改変できる可

能性があり，臨床的にはより重要性が高い。本研究結果により核膜孔複合体によるエピジェネティ

クス制御という新規制御機構を明らかにすることで、新規治療法・医療の確立を推進できると思わ

れる。 
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