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要旨 

動物の受精後まもない胚の細胞 (胞胚細胞) は、機能、構造の両面から分化後の体

細胞とは異なる特徴を有する。アフリカツメガエル (以下、ツメガエル) 胚では、受

精後しばらくの間S期とM期からなる短い細胞分裂 (約30分に一回) が繰り返され、

活発に細胞分裂 (卵割) が行なわれる。胞胚期の間、細胞核は未分化な状態を維持し

ており、胚の遺伝子の転写は抑制されているが、速い細胞周期に対応してクロマチン

の複製活性は非常に高い。原腸胚期に入ると、細胞周期が徐々に長くなり、細胞分裂

の同調性は失われ、胚の遺伝子の転写が開始されて細胞分化が進行する。このような

機能的特質に加え、胞胚細胞の核は、短い細胞周期にダイナミックな構造的調節を受

ける特徴がある。胞胚細胞では核形成とともに DNA複製が開始し、核は速やかに大

きく成長して約 15 分でゲノム複製を完了して核膜が崩壊し、分裂期染色体が形成さ

れる。このような調節を受ける胞胚細胞の核は、核の構造的分子基盤が原腸胚以降の

細胞と大きくことなると考えられる。近年、ツメガエルの未成熟卵の巨大な核 (卵核

胞) に蓄積する F-アクチンが核の構造維持に寄与することが示され、核骨格としての

F-アクチンの機能が注目されている。しかしながら、通常の体細胞では核に F-アク

チンが蓄積する報告はなく、胚発生における核アクチンについても不明である。そこ

で本研究では、胞胚細胞の核に F-アクチンが蓄積するのかについて検討した。アク

チン結合タンパク質 (UtrCHおよび LifeAct) に EGFPを付加したmRNAをツメガ

エル受精卵に顕微注射し、胞胚および原腸胚まで発生させて核を観察したところ、胞

胚期の核内に F-アクチンが蓄積することが明らかとなった。さらに、前期・中期・

後期胞胚および原腸胚から核を単離し解析した結果、胞胚期の間は、核に F-アクチ

ンが一定の高い密度で存在していることが示された。また、核 F-アクチンは核膜直

下に特に高密度で存在した (核ラミナアクチン)。核質の F-アクチンは、核ラミナア

クチンより密度が低く、核質内にほぼ均一に分布していた (核質アクチン)。一方、原

腸胚期に入ると、核 F-アクチンはほぼ消失した。このことから、核に高密度の F-ア

クチンが蓄積することは、胞胚の特有の核構造の特徴であることが明らかになった。

続いて、胞胚の核 F-アクチンの役割を解析するため、アクチン重合阻害剤を用いず

に卵抽出液の調製法を検討し、核および F-アクチンの同時解析が可能な卵無細胞系 

(IFE: inhibitor-free extract) を確立した。IFEで形成された核では、胞胚同様に F-

アクチンが蓄積し、核ラミナアクチンと核質アクチンも胞胚と同様の分布を示し、

IFEでは胞胚の核がより正確に再現されることが示された (胞胚型核) 。IFEでアク
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チンを脱重合させるとクロマチンが核膜から乖離し、胞胚から単離した核も IFE で

形成された核と同様に両者が乖離した。このことから、胞胚型核ではクロマチン-核

膜結合は F-アクチンに依存して行われることが示された。また、卵無細胞系で形成

させた核を用いる実験により、核 F-アクチンは核の物理的強度を向上させることが

判明した。さらに、卵無細胞系で形成された核を分裂期に移行させる手法により、分

裂期紡錘体を形成させたところ、分裂期の細胞質 F-アクチンのみならず、核 F-アク

チンもまた、分裂中期における染色体の紡錘体赤道面への整列を促進することが示さ

れた。以上により、核 F-アクチンはクロマチン-核膜結合を促進し、核の構造を支え、

分裂期の染色体整列の促進に関わるなど、胞胚の核構造と機能に重要な役割を果たす

ことが明らかになった。 

 興味深いことに、原腸胚期には核 F-アクチンがほぼ消失することが判明したが、

クロマチンは核膜から乖離しない。このことから、原腸胚期以降の核では F-アクチ

ン以外の因子によってクロマチン-核膜結合が維持されると予想された。そこで次に、

F-アクチンが消失した核のクロマチン-核膜結合の維持に関わる分子を探索した。ツ

メガエルの胞胚細胞では、核内膜の主要な構成分子である核内膜タンパク質の組成が、

分化後の体細胞と大きく異なり、分化後の体細胞に発現する核内膜タンパク質の発現

レベルが低いことがこれまでに明らかとなっている。そこで、各々の核内膜タンパク

質を、アクチン重合を阻害した卵抽出液 (ICE: inhibitor-containing extract) に発現

させ、クロマチン-核膜結合への影響を検討した。その結果、核内膜タンパク質の一

つである LBR (lamin B receptor) が、クロマチン-核膜結合の維持に働くことが明ら

かとなった。クロマチン-核膜結合には、LBR の核質側内部配列 (N1、N2、N3) の

うちN2とN3が関与すること、これら配列にヒストンおよびHP1 (heterochromatin 

protein 1) が結合することを明らかにした。胞胚細胞のクロマチン-核膜結合に LBR

が用いられない生理的意味を探るため、LBR の全長 (WT) と、クロマチン核膜結合

を維持しない変異体 (N2-3) を卵抽出液に発現させ、胞胚型の核膜構造に及ぼす影

響を調べた。その結果、胞胚型の核膜上で LBR はクロマチンの近傍に凝集し、初期

胚型ラミン L3で形成される核ラミナ構造に乱れを生じさせることが判明した。この

ことから、胞胚では F-アクチンによってクロマチンと核膜の結合が維持されること

が胞胚の核の機能に重要であることが示唆された。 

本研究により、ツメガエル胞胚における核 F-アクチンの存在が初めて明らかにされ

た。さらに、胞胚では核 F-アクチン依存的にクロマチン-核膜結合が維持されることが
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示された。また、原腸胚以降は LBR によってクロマチンが核膜に結合すること、胚発

生過程でクロマチン-核膜結合の分子機構が転換することが示唆された。遺伝子発現制

御などの重要な“場”の構築のために重要な、クロマチン-核膜結合機構が転換するこ

とは、胞胚と原腸胚以降で大きく異なる転写状態の制御にも関与する可能性が考えられ、

ツメガエルのみならず多くの動物の胚発生で重要な転換点である、転写活性化の分子メ

カニズム解明の糸口になると期待される。 
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第 1章 序論 

1-1. 胚発生における胞胚期の細胞の特質 

多くの動物において、受精直後の胚発生の初期は、同調的で比較的短い細胞周期を繰

り返して (卵割) 、細胞数を増やしていく。培養細胞などとは異なり、卵割期の細胞は

分裂後に成長せず、胚の大きさを変えることなく細胞数を増やすことに特化している。

この時期の胚を胞胚と呼び、多くの種では胞胚期には胚の遺伝子の転写は抑制されてい

て、未分化性が高く、細胞の運命決定はまだなされておらず、胞胚期ののちに、細胞の

運動によって原腸陥入が起こり、胚は外胚葉・中胚葉・内胚葉の三層構造に分かれ、そ

れぞれの細胞運命に従って、細胞分化が開始する。 

ツメガエルの胚は、受精からしばらくの間、約 30 分に一回という素早い速度で、同

調した卵割を 12回繰り返す (Newport and Kirschner, 1982) 。この間、細胞周期は S

期 (Synthesis phase) とM期 (Mitotic phase) から構成されており、Gap期は存在し

ない。核内では早い細胞周期に対応して、クロマチンの複製活性が非常に高いが 

(Mahbubani et al., 1992) 、細胞周期チェックポイント機構は働いていない (Newport 

and Dasso, 1989; Clute and Masui, 1997) 。さらに、中期胞胚までの細胞では、分化

全能性が維持されており(Gurdon, 1960)、胚の遺伝子の転写が強く抑制されている

(Newport and Kirschner, 1982)。初めの 12回の分裂で細胞数がおよそ 4,000に達する

と (中期胞胚、stage: st. 8.5; Nieuwkoop and Faber, 1967) 、Gap期の出現によって細

胞周期が徐々に長くなり、細胞周期の同調性は失われ、それまで抑制されていた胚の遺

伝子の転写が開始する。胚発生における、細胞の性質の大きな転換を中期胞胚遷移 

(MBT: Mid-Blastula Transition) と呼ぶ。原腸胚期に進行すると、胚の遺伝子の転写が

本格的に活性化され、細胞分化が開始する (Newport and Kirschner, 1982)。以上のよ

うに、ツメガエルの初期胚発生過程において、未分化性を維持したまま、速い細胞周期

を繰り返す胞胚までの細胞の核 (胞胚型核) と、Gap期が出現し細胞分化が進行する原

腸胚以降の細胞の核では、機能的性質が大きく異なるといえる (図 1-1)。 

 

1-2. 胞胚型核を試験管内で再構築できるツメガエル卵無細胞系 

 Lohka と Masui は、賦活したカエルの卵から得られた細胞質画分 (卵抽出液) に膜

透過処理した精子クロマチンを加えると、DNA複製が行われるとともに核が形成され、

最終的には核膜崩壊と分裂期染色体が形成されることを明らかにした(Lohka and 

Masui, 1983) 。その後、ツメガエルでも同様の卵抽出液を用いて、DNA複製などの細
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胞質イベントが再現されることが報告された (Blow and Laskey, 1986)。これらの卵抽

出液では、卵割期の胚の特徴である短い S 期とそれに続く分裂期が繰り返される 

(Murray and Kirshner, 1989)。さらに、ツメガエルの未受精卵を賦活せず、カルシウ

ムイオンのキレート剤である EGTA の存在下で遠心することで、減数第二分裂中期に

停止した卵抽出液; CSF (cytostatic factor) -extractが確立された (Lohka and Maller, 

1985; Murray, 1991)。CSF-extractは減数第二分裂中期で停止した状態にあるが、カル

シウムイオンを加えることで賦活され、サイクリン B が分解されて細胞周期が間期に

移行する (Murray and Kirshner, 1989; Murray et al., 1989; 図 1-2) 。また、CSF-

extraxt 中で核を形成させたのち、再び分裂期に移行させると、完全な紡錘体が形成さ

れる (Sawin and Mitchison, 1991) これらの卵無細胞系は、胞胚までの核の特徴であ

る高い複製活性を持つ核や、その後に形成される分裂期染色体や紡錘体を、同調的に大

量に試験管内で形成できるという利点があり、様々な細胞周期イベントの分子メカニズ

ムの解析に寄与してきた。 

 

1-3. 胞胚型核におけるクロマチンと核膜の結合性 

卵抽出液中には、核の構成要素が豊富に存在するうえ、細胞膜による空間的制約がない

ために、細胞周期を間期にとどめて核をインキュベートすると、インキュベート時間に

従って核が大きく成長する (図 1-3)。CSF-extractを用いて核を形成させたのち、タン

パク質合成阻害剤の添加により、サイクリン B の再合成を阻害して、細胞周期を間期

にとどめ、核を十分に大きく成長させると、クロマチンが核膜から乖離しやすいことが

経験的に知られていた。卵無細胞系で核を大きく成長させると、クロマチンの大部分が

核膜から乖離し、核膜から乖離したクロマチンは、核内で凝集する (図 1-3、図 1-5)。

しかしながら、実際の胞胚の核について、DNA を染色して観察しても、クロマチンは

核膜から乖離していない (図 1-4)。すなわち、卵抽出液中で形成した核は、胞胚の核に

比べてクロマチンが核膜から乖離しやすいといえる。前述のとおり、ツメガエル卵無細

胞系で形成した核は、胞胚期の細胞の核と同様の構造および機能を持つとされているに

もかかわらず、胞胚の核のクロマチンと核膜の結合状態 (クロマチン-核膜結合状態) を

再現していない。この原因として、我々はツメガエル卵抽出液の調製過程に着目した。

従来、卵抽出液の調製には、細胞質と脂質、卵黄の分離を良くするため、アクチン重合

阻害剤を添加するのが一般的であった (Lohka and Masui, 1983; Ohsumi et al. 2006)。

これら卵抽出液で見られるクロマチンが核膜から乖離する現象は、アクチンの重合が核
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内のクロマチン-核膜結合に関与することを示唆した。しかしながら、核形成と F-アク

チンの動態を同時に解析可能な卵無細胞系の調製法はこれまでに報告されておらず、そ

れらの関係については明らかではない。また、胞胚細胞における核内アクチンの構造に

ついても明らかではない。 

 

1-4. クロマチン-核膜結合の重要性 

 一般的な体細胞や培養細胞では、核膜は必ずクロマチン上に形成され、クロマチンと

核膜が乖離する減少は見られない。白血球などの分葉化した核や、細胞が狭い間隙を通

って移動する際に核が大きく変形するときにも、クロマチンが核膜から乖離するという

報告はない (Fried et al., 2010) 。これらのことから、間期の核においてクロマチンは

常に核膜に結合していると考えられる。近年、クロマチンと核膜が接する領域である核

内膜層では、ラミンや核内膜タンパク質がクロマチンと相互作用し、転写やクロマチン

複製の調節に関わることが明らかにされており (Lee et al., 2001; Kumaran et al., 

2002; Spann et al., 2002; Johnson et al., 2004; Shumaker et al., 2008) 、クロマチン

と核膜が結合することは、真核細胞に共通の重要な核構造の一つであると考えられる。

しかしながら、これまでにクロマチンと核膜の結合についての解析はほとんど行われて

おらず、クロマチンと核膜の結合性を維持する機構については未だ不明な点が多い。 



受精卵 胞胚 原腸胚 成体

アフリカツメガエル Xenopus laevis

未分化性 +++ ±

細胞周期 30分 約24 時間

転写 ― ++

クロマチン
複製

+++ ++

図 1-1胚発生の進行に伴う核の機能的特質の変化
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細胞質

未受精卵 CSF-egg extract 核形成

脂質

卵黄

胞胚型核

精子クロマチン

Ca2+

図 1-2 ツメガエル卵無細胞系

アクチン重合阻害剤

15,000×g

図 1-3 卵無細胞系で形成された核
分裂期の卵抽出液に精子クロマチンを加えたのちCaCl2によって
賦活して細胞周期を間期に移行させ、核を形成させた。賦活後、
0、60、90、150分で卵抽出液を採取し、DNAをHoechst 33342で、
脂質膜をDiOC6で染色した。Scale bar: 20 μm

(Bar: 20 μm)
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図 1-4 ツメガエル胞胚 (上)から単離した核のDNA染色 (下)

図 1-5卵無細胞系で形成された核のDNA染色 (マゼンタ)

中期胞胚
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第 2章 材料と方法  

2-1.  カエルの飼育・産卵 

購入したアフリカツメガエル (城北教材) は、週2回の給餌を行い、22℃で飼育した。

産卵誘起の 3~7日前に、50 IUの血清性性腺刺激ホルモン (セロトロピン、あすかアニ

マルヘルス ) を、産卵前日に 500 IU のヒト絨毛性性腺刺激ホルモン (ゴナトロピン、

富士製薬) をメスのアフリカツメガエルに投与し、16~22℃の 0.6% 食塩水中で産卵さ

せた。ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン投与後約 15時間で、未受精卵を回収した。 

 

2-2.  人工媒精と胚への顕微注射 

ツメガエル未受精卵を 22℃の 10 % MMR (100 mM NaCl2、2 mM KCl、1 mM MgCl2、 

2 mM CaCl2、0.1 mM EDTA、5 mM HEPES-NaOH、pH 7.5) 中で人工媒精した。媒

精後 45~50分で、胚を 1.25%チオグリコール酸ナトリウム (pH 8.3) で 4分 30秒処理

し (22℃) 、ゼリー層を除去したのち、10% MMR で胚を洗浄した。mRNA の顕微注

射は、1細胞期の間に、3% Ficol (SIGMA) を含む 10% MMR中で行った。顕微注射後

の胚は、3% Ficol / 10% MMR中で目的のステージまで 16~20℃で発生させた。ツメガ

エルの胚発生ステージは Nieuwkoopと Faber (1967) に基づいて判断した。 

 

2-3.  mRNA  

アクチンレポーターとして、ヒト Utrophin の calponin homology domain 261アミ

ノ酸 (UtrCH、Burkel et al.,2007)、および酵母 Abp140由来 17アミノ酸配列 LifeAct 

(LA、Riedl et al., 2008) を EGFPと各々融合させた (EGFP-UtrCH、LA-2EGFP)。

クロマチンのレポーターとしてツメガエルヒストン H2B を mTagBFP と融合させた

(H2B-mTagBFP)。これらのmRNAをmMESSAGE mMACHINE T3 kit® (Ambion) を

用いて、in vitroで合成した。合成したmRNAは Nuclease-free water (Ambion) に溶

解し、ツメガエル胚への顕微注射に用いた。  

 卵抽出液で外来性核内膜タンパク質を発現させる際は、卵抽出液での翻訳産物量が

各々同等となるよう、それぞれの mRNA の終濃度を LBR WT-Flag (9 ng/μl)、

Flag-nurim (15 ng/μl)、Flag-MAN1 (9 ng/μl)、LAP2β-Flag (11.3 ng/μl)、Flag-emerin 

(4.5 ng/μl)、LBRΔN1-Flag (7.2 n ng/μl)、LBRΔN2-Flag (7.2 ng/μl)、LBRΔN3-Flag 

(7.5 ng/μl)、LBR ΔN2-3-Flag  (6 ng/μl)、LBRΔC-Flag (1.3 ng/μl)、LBRΔ2-36-Flag 

(5.7 ng/μl)、LBR W20A-Flag (11.3 ng/μl)、LBRΔ37-64-Flag (5.63 ng/μl) とし、卵抽
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出液の 5%体積を添加した。 

 

2-4.  胚からの核の単離 

ツメガエル胚を目的の発生ステージまで発生させ[前期胞胚 (st. 7)、中期胞胚 (st 8)、

後期胞胚 (st. 9)、前期原腸胚 (st. 10)、中期原腸胚 (st. 11) ]、それらより核を単離した。

目的のステージに達する約30分前に、胚をシクロヘキシミド (50 μg/ml)を含む10% 

MMRに移し、22℃で30分間インキュベートして細胞周期を間期に停止させた。その後、

4℃に冷却した250 mM スクロースを含むEB (100 mM KCl、5 mM MgCl2、20 mM 

HEPES-KOH、pH 7.5; Ohsumi et al., 2006) で胚を洗浄してから、胚15個と250 mM 

スクロース/EBを合計体積が60 μlになるように1.5 mlチューブに移した。氷上で、広径

チップ (QSP、118-N-Q) をチューブの底に押し付けて軽く胚を破砕した後、さらにピ

ペッティングを行って胚細胞を破砕した。胚細胞を十分に破砕し、かつ核を壊さないよ

う、胚発生ステージ毎にピペッティング回数を以下のように調節した。前期胞胚は1-3

回、中期胞胚は5-10回、後期胞胚は15回、前期原腸胚と中期原腸胚は20回のピペッテ

ィングを行って胚を破砕し、これらを胚破砕液とした。 

 

2-5.  胚から単離した核の蛍光染色 

上記の胚破砕液を、直ちに 4% パラホルムアルデヒドを含む PBS (136.9 mM NaCl、

2.7 mM KCl、10.14 mM Na2HPO4、1.76 mM KH2PO4、pH7.4 ) で 2倍希釈し、22℃

で 5 分以上静置して固定した。これを等体積の核 F-アクチン蛍光染色液  [5 μg/ml 

Hoechst 33342、20 μg/ml 3,3-dihexylocarbocyamin iodide (DiOC6、Kodak)、50 

units/ml DY-590-Phalloidin (Dyomics)、30% glycerol、10% ホルマリン/EB] と混合

し、全視野蛍光顕微鏡  (ECLIPSE 80i、Nikon) で観察し、CCD カメラ  (Nikon 

DS-2MBWc ) を用いて撮影した。F-アクチンの定量の際は、各発生ステージで 20個ず

つ核の写真を撮影し、得られた画像より核内の DY-590-Phalloidinの蛍光強度と核の面

積を NIS-Elements BR 4.13.01 (Nikon) ソフトウェアを用いて測定し、それらの値を

元に核の F-アクチン密度を算出した。 

 

2-6.  胚から単離した核の共焦点顕微鏡観察 

各々のステージの胚破砕液を、直ちに 4% パラホルムアルデヒド/PBSで 2倍希釈し

た。前期胞胚 (st. 7) の胚破砕液は室温で 12 時間以上静置して、卵黄層、核と細胞質
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を含む層、脂質層に分離させ、核と細胞質を含む画分を回収した。中期胞胚以降の胚破

砕液は、固定液で希釈して室温で 5分静置したのち、1.5 mlチューブ中で 1.3 M スク

ロース/EB (100 μl )の上に重層して遠心 (2,000×g、3分、4℃) し、卵黄と脂質以外の

中間層を全て回収した。 

このようにして得た核と細胞質を含む画分に対し、330 μl の 4% パラホルムアルデ

ヒド/PBS を加え、12 時間以上静置し固定した。そこに Hoechst 33342 (2 μg/ml)、

DY-590-Phalloidin (4.0×10－4 units/μl) 、DiOC6 (10 μg/ml) を加え、室温で 10分静

置し、核を染色した。1.5 mlチューブを用いて 2 M スクロース/EB (50 μl) と 30% ス

クロース/EB (250 μl) によるスクロース不連続密度勾配を作製し、その上に染色したサ

ンプルを重層した後、遠心 (500×g、10分、22℃) した。その後、2 M スクロース/EB

直上の 20 μlを、シングルウェルガラスベースディッシュ (IWAKI、3971-101) に満た

したミネラルオイル中に移し、共焦点蛍光顕微鏡 (FV10i、OLYMPUS) で観察した。 

 

2-7.  精子クロマチンの調製 

精子クロマチンは Ohsumi et al. (2006)の方法に従って調製した。雄のツメガエルか

ら摘出した精巣をMMR (100 mM NaCl、1 mM MgCl2、2 mM KCl、2 mM CaCl2、

0.1 mM EDTA、5 mM HEPES-NaOH、pH 7.5 ) 中でホモゲナイズし、精子粗懸濁液

を得た。遠心 (1,500×g、5分、4℃) によって組織片や血球細胞を沈殿させ、上清を回

収した。さらに、遠心 (1,500×g、5分、4℃) によって精子を沈殿させて、SMH (250 

mM スクロース、5 mM MgCl2、20 mM HEPES-KOH、pH 7.5) に懸濁した。得られ

た精子核を 0.05% lysolecithinを含む SMH中でインキュベートし、原形質膜および核

膜を透過性にした。3% BSA/SMH を添加して反応を停止させ、0.4% BSA/SMH で 3

回洗浄した後、1.0×108 個/mlの濃度になるように SMHに懸濁し、分注して液体窒素

で凍らせた後−80℃で保存した。 

 

2-8.  卵抽出液の調製 

(1) IFE : Inhibitor-Free Extractの調製 

ツメガエル未受精卵を 2.5% thioglycolic acid-NaOH (pH8.2) 処理してゼリー層を除

去した。その後M-EB (100 mM KCl、 0.1 mM CaCl2、 5 mM MgCl2、 5 mM EGTA、 

20 mM HEPES-KOH、 pH 7.5; Yamamoto et al., 2005) で十分に洗浄し、M-EBを満

たした遠心チューブに移した (ここまで 22℃)。軽い遠心 (3,000×g、5 秒、4℃) によ
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って卵をパックし、余分な M-EB を除去した後、遠心 (15,000×g、10 分、4℃) によ

り卵を破砕し、卵黄を含む沈殿と上部の脂質層の間の細胞質画分を回収した。細胞質画

分に 1/50体積の energy mix (500 mM creatine phosphate、50 mM ATP、50 mM 

MgCl2) を加え、再び遠心 (15,000×g、10分、4℃) した後に、分離した脂質と卵黄以

外の、細胞質画分と色素顆粒層を回収し、ピペッティングにより均一になるまで撹拌し

たものを、分裂期卵抽出液 (IFE) として用いた。また、IFEにアクチン重合を阻害剤、

cytochalasin B (0.1、0.7、1、10、50 μg/ml ) または Latrunculin A (0.1、0.3、0.5、1、

10 μM) を添加する実験においては、コントロールとしてアクチン重合阻害剤の溶媒 

(DMSO) を用いた。 

 

(2) ICE: Inhibitor-Containing Extractの調製 

ICE の調製には、Yamamoto et al., (2005) の方法を用いた。2.5% thioglycolic 

acid-NaOH (pH8.2) 処理によってゼリー層を除去した未受精卵をM-EBで十分に洗浄

した後、cytochalasin B (50 μg/ml)を含むM-EBを満たした遠心チューブに移した。軽

い遠心 (3,000×g、5 秒、4℃) によって卵をパックし、余分な M-EB を除去した後、

遠心 (15,000×g、10 分、4℃) により卵を破砕し、卵黄を含む沈殿と上部の脂質層の

間の細胞質画分を回収した。細胞質画分に 1/50 体積の energy mix を加え、再び遠心 

(15,000×g、10分、4℃) し、得られた細胞質画分を分裂期 ICEとした。 

 

2-9. 卵抽出液を用いた核形成 

 2-8 で調製した分裂期の卵抽出液に精子クロマチン (750 個/μl) を加えたのち、終濃

度 0.6 mMの CaCl2を加えて賦活し間期に移行させ、核を形成させた。核を成長させて

観察する場合は、賦活後 60 分の卵抽出液にタンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシ

ミド (100 μg/ml) 加え細胞周期を間期に停止させ、さらに 22℃でインキュベートした。

卵抽出液を一部採取し、等体積の蛍光染色 [ 5 μg/ml Hoechst 33342、20 μg/ml DiOC6、

30% glycerol、10% ホルマリン、EB ] と混合して蛍光顕微鏡で観察し、クロマチンお

よび核膜の形態から卵抽出液の細胞周期を判断した。 

 核アクチンを観察する鎖には、卵抽出液に EGFP-UtrCHタンパク質 (50 μg/ml ) を

添加し、卵抽出液を一部採取してEGFP-UtrCHの核への蓄積を蛍光顕微鏡で観察した。

または、以下に述べる手法で、固定した核を蛍光標識 Phalloidin で染色して核 F-アク

チンを検出した。 
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2-10.  核の免疫蛍光染色 

胚の核の免疫蛍光染色は次に述べる方法で行った。2-4で得た胚破砕液に、直ちに 4%

パラホルムアルデヒド/PBSを加え、22℃で 5分静置したサンプルを、1.5 mlチューブ

中で 1.3 M スクロース/EB (100 μl) の上に重層し、遠心 (2,000×g、3分、4℃) した。

卵黄と脂質以外の中間層を全て回収し、1 mlの 4 % パラホルムアルデヒド/PBSを加

え、5分室温で静置した。これを1 mlの30 % スクロース/EBの上に重層し、遠心 (1,000

×g、5分、22℃) して、poly-L-Lysine処理したカバーガラス上に核を回収した。回収

後、カバーガラスを 4 % パラホルムアルデヒド/PBSに浸け、22℃で 26~29時間静置

し固定した後、PBSで洗浄した。 

卵抽出液で形成した核の免疫蛍光染色は、Iwabuchi et al. (2002) の方法を改変して

行った。卵抽出液 20 μlを採取し、500 μlの 250 mMスクロース/EBを加え、1~2回

ピペッティングして混合した。その後、直ちに等体積の 10% ホルマリン/EBを加えて

素早く転倒混和し、22℃で 5分間インキュベートして固定した。これを 1 ml の 30% ス

クロース/EBの上に重層し、遠心 (22℃、10分) して poly-L-Lysine処理したカバーガ

ラス上に回収した。遠心条件は、賦活後の時間によって異なり、核形成開始から賦活後

30分では 1,500×g、45分では 1,200×g、60分では 700×g、90分では 1,200×g、120

分では 2,000×gとした。カバーガラス上に回収した核を、0.1% Triton X-100/PBS中

で膜透過処理 (22℃、1 分) した後、PBS で 3 回洗浄し、2% BSA/PBS でブロッキン

グした (37℃、30分)。その後、一次抗体 [抗アクチン抗体 (SIGMA、A2103): 1/400

希釈; 抗ラミン L3抗体 (Hasebe et al., 2011): 1/2,000希釈; 抗 Flag抗体 (SIGMA、

M2): 1/500希釈; 抗 LAP2ω抗体 (当研究室): 1/2,000希釈) ] と反応させ (37℃、1時

間) 、PBSで 3回洗浄した。続いて二次抗体 [anti-rabbit IgG -Alexa488 (Invitrogen): 

1/1,000希釈; anti-mouse IgG -Alexa488 (Invitrogen): 1/1,000希釈; anti-rabbit IgG 

-Alexa568 (Invitrogen): 1/1,000希釈] と反応させた (37℃、1時間) 。反応後のカバー

ガラスをPBSで1回洗浄した後に、Hoechst 33342 (2 μg/ml) を含むPBSで染色 (22℃、

10 分、遮光) し、再度 PBS で洗浄した。最後にカバーガラスを H2O で洗浄した後、

SlowFade® Gold (Thermo Fisher Scientific) を用いてスライドガラス上にマウントし、

蛍光顕微鏡を用いて観察した。抗体の希釈には、Can Get Signal®  (TOYOBO) を用

いた。 
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2-11.  DNA複製 

分裂期の IFEにDMSOまたは50 μg/ml cytochalasin Bを添加し、DY-590-dUTP (2.5 

μM、Dyomics) と精子クロマチン (750個/μl) を加えたのち、終濃度 0.6 mMの CaCl2

を加えて賦活して核を形成させた。これらを賦活後 120 分までインキュベートしたの

ち、各々に 1/2体積の分裂期の IFE (DMSO または 10 μM Latrunculin A を添加) を

加え、22℃でインキュベートし、分裂期染色体を形成させた。各々の卵抽出液を等量の

DNA染色液 (10% ホルマリン、5 μg/ml Hoechst 33342、EB) と混合し、全視野蛍光

顕微鏡 (ECLIPSE 80i、Nikon) で観察し、CCDカメラ (Nikon DS-2MBWc) を用い

て撮影した。 

 

2-12.  紡錘体形成 

分裂期の IFEに DMSO または 10 μM Latrunculin A を添加したのち、2-9と同様

にして核を形成させた。シクロヘキシミド (100 μg/ml) 存在下で 120分間インキュベ

ートし、核を大きく成長させたのち、卵抽出液を 250 mM スクロース/EBで 40倍に希

釈した。これを 400 μlの 30% スクロース/EBに重層して遠心 (4℃、2,000×g、3 分) 

し、核を 1.5 mlチューブの底に回収した。上清を除去したのち、核を 4℃の 250 mM ス

クロース /EB で 2 回洗浄した。この核に、蛍光チューブリン  (HiLyte FluorTM 

488-Tubulin、Cytoskeleton、0.08 μg/μl) を含む 22℃の分裂期 IFE (DMSO または 10 

μM Latrunculin A を添加) を加えて核をよく懸濁し、分裂期紡錘体を形成させた 

(22°C、90 分) 。この卵抽出液を一部採取し、当体積の固定染色液 (10% ホルマリン、

5 μg/ml Hoechst 33342、200 unites/μl DY-590-Phalloidin、50% SlowFade® Gold、

EB )と混合して全視野蛍光顕微鏡 (ECLIPSE 80i、Nikon) で観察し、CCD カメラ 

(Nikon DS-2MBWc) を用いて撮影した。 

 

2-13.  胚から単離した核の卵抽出液でのインキュベート 

ツメガエル卵を人工媒精し、胚を前期胞胚 (st. 7) または中期原腸胚 (st. 11) まで発

生させた。各々の発生ステージに達する 45 分前に、胚を 50 μg/ml シクロヘキシミド

を含む 10% MMR中に移し、22℃で 45分間インキュベートして、細胞周期を間期に停

止させた。胚を氷冷した 250 mM スクロース/EB で洗浄したのち、前期胞胚 30 個を

120 μlの 250 mM スクロース/EB中に、中期原腸胚 25個を 100 μlの 250 mM スクロ

ース/EB 中にそれぞれ移した (4℃) 。前期胞胚は、広径チップを用いて胚を破砕した
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のちさらに 2回ピペッティングを行い、胚破砕液を調製した。中期原腸胚は、P200チ

ップを用いて 35回ピペッティングして胚破砕液を調製した (4℃) 。前期胞胚および中

期原腸胚から得た胚破砕液を、4℃の 1.3M スクロース/EB 100 μlに重層したのち、遠

心  (4℃、2,000×g、3 分、スウィングローター使用) した。スクロース層上に回収さ

れた核画分 (10 μl)を採取し、22℃の間期 IFE中に添加して、120分間インキュベート

した。これらの核について、2-10 の方法で免疫染色を行った。また、クロマチン-核膜

結合の解析には 2-15と同様の方法を用いた。 

 

2-14.  ツメガエル胚からのウェスタンサンプルの調製 

 2-4で得た胚破砕液を、1.5 mlチューブ中で 1.3 M スクロース/EB (50 μl) の上に重

層し、遠心 (2,000 × g、3分、4℃) した。1.3 Mスクロース/EB層直上の、核と細胞質

を含む画分 85 μl を回収し、均一になるようピペッティングした。これに等量の SDS

サンプルバッファー (終濃度: 10% glycerol、2% SDS、5% 2-mercaptoethenol、0.01% 

bromophenol blue、 62.5 mM Tris-HCl、pH 8.0) を加え、熱処理 (95℃、5分) し、

ウエスタンブロッティングに用いた。 

 

2-15.  クロマチン-核膜結合の解析 

分裂期 ICE に外来性核内膜タンパク質の mRNA を添加して翻訳させたのち、精子クロマ

チンを加え、CaCl2 (0.6 mM) を加えて賦活し、核を形成させた (22℃)。 賦活後 60分でシ

クロヘキシミド (100 μg/ml) 加え細胞周期を間期に停止させた。賦活後 180 分までイ

ンキュベートし核が十分に成長したところで、卵抽出液 1 μl を、等量の蛍光染色液と混合

した後にカバーガラスを被せ、全視野蛍光顕微鏡 (ECLIPSE 80i、Nikon) で観察し、CCD

カメラ (Nikon DS-2MBWc) を用いて撮影した。クロマチン-核膜結合状態は、目視により、

whole-attachment (クロマチンが核膜全体に結合している) 、partial-attachment (ク

ロマチンは核膜の一部分にのみ結合している) 、dissociation (クロマチンは完全に核膜

から乖離し、核内で凝集している) の 3種類に分類した。 

 

2-16.  リコンビナントタンパク質の調製 

 LBRの N1-3 (1-218 aa) の C末端側に GSTを付加した cDNA配列をプラスミドベ

クター pET30b (Novagen) に導入した (pET30b/LBR N1-3-GST]。 pET30b/LBR 

N1-3-GSTを基に、下記のプライマーセットを用いて、LBRの N1、N2、N3ドメイン
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の C末端側に GSTを付加した配列を持つプラスミドベクターを、PfuUltra II Fusion 

Hs DNA polymerase を用いた PCRによって増幅した。得られた配列をライゲーショ

ンし、pET30b / LBR N1-GST、pET30b / LBR N2-GST、pET30b / LBR N3-GSTを得

た。pET30b / LBR N1-3-GST、pET30b / LBR N1-GST、pET30b / LBR N2-GST、

pET30b / LBR N3-GST をそれぞれ大腸菌 BL21 (DE3)に導入し、カナマイシン 50 

μg/mlを含む 2×YTG培地 (1% Yeast Extract、1.6% Bacto Tripton、0.5% NaCl、20 mM 

グルコース) で振盪培養した (180 rpm、37℃、4時間)。培養液を一部取り、2×YT培

地(1% Yeast Extract、1.6% Bacto Tripton、0.5% NaCl) で振盪培養 (180 rpm、18℃、 4

時間)したのち、IPTG (1 mM) を添加してさらに培養し (180 rpm、18℃、16時間)、

リコンビナントタンパク質を発現させた。大腸菌を回収したのち、プロテアーゼインヒ

ビター (ナカライテスク) を含む PBS 中で超音波破砕をおこない、得られた可溶性画

分を、各リコンビナントタンパク質を含むライセートとした。ライセートを、グルタチ

オンセファロース 4B ビーズ (GE Healthcare) と反応させ、それぞれのリコンビナン

トタンパク質が同程度ずつ結合したことを確認し、GST プルダウン実験に用いた。

N2-GST ライセートのヌクレアーゼ処理の際は、2-15 で得られた、N2-GST のライセ

ートに対し、TURBO Nuclease (Accelagen)を 10 units/μlとなるよう混和し、室温で

30分間インキュベートしたものを、ビーズと反応させた。 

 プライマーセット 

pET30b / LBR N1-GST 

5’プライマー (5’-CTGGCATTTGGAGCAATCGGTTGC-3’) 

3’ プライマー (5’-AGGTCGTCCTGGAGAACTTGGACGC-3’) 

pET30b / LBR N2-GST (2回の PCRを行った) 

1回目 

5’ プライマー (5’-CTGGCATTTGGAGCAATCGGTTGC-3’) 

3’プライマー (5’-AGGTCGTCCTGGAGAACTTGGACGC-3’) 

2回目 

5’プライマー (5’-AACCGGAAAAGATCCTCCTCTCCCT-3’) 

3’プライマー (5’-CATAGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC-3’) 

pET30b / LBR N3-GST 

5’ プライマー (5’-GCAAAGAATGGACATCAGTCATCTC-3’) 

3’ プライマー (5’-CATAGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC-3’) 
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2-17.  GSTプルダウン実験 

2-15で調製したリコンビナントタンパク質結合ビーズに対し、間期 ICEを 1 : 2の体

積比となるように加え、氷上で 1時間反応させた。反応中は 10分ごとにタッピングを

行い、ビーズと卵抽出液を混和した。反応後のビーズを、10倍体積の 0.5% Triton X-100 

/ EB (4℃)で 5回洗浄したのち、ビーズと等体積の SDSサンプルバッファーに混和し、

熱処理 (95℃、5分) して、ウエスタンブロッティングに用いた。 

 

2-18.  核膜単離 

 分裂期 ICEにLBR-Flagおよびその変異体のmRNAを 5%体積添加して翻訳させた。

それらに精子クロマチン (750個/μl) を加え、終濃度 0.6 mMの CaCl2を加えて賦活し

て核を形成させた (22℃) 。賦活後 60分でシクロヘキシミド (100 μg/ml) 加え細胞周

期を間期に停止させ、さらに 22℃でインキュベートした。賦活後 180分で、50倍体積

の4% パラホルムアルデヒド/ PBSに卵抽出液を懸濁し、室温で5分静置して固定した。

これを 1 ml の 30% スクロース/EB の上に重層し、遠心 (22℃、2430×g、10 分) し

て poly-L-Lysine処理したカバーガラス上に回収し、2-10の方法で免疫染色を行った。 

 

2-19.  ウエスタン解析 

卵抽出液をウエスタン解析に用いる際は、SDSサンプルバッファーで 10倍希釈した

ものを熱処理 (95℃、5 分) して用いた。SDS-PAGE サンプルを 10%〜15%の分離ゲ

ル、4.5%の濃縮ゲル、泳動バッファー (25 mM Tris、192 mM glycine、 0.1% SDS) を

用いて分離した。電気泳動後のアクリルアミドゲルを blotting buffer (100 mM Tris、

192 mM glycine、0.05% SDS、20% methanol) で平衡化したのち、タンパク質を PVDF

メンブレン (MILLIPORE) に 1.5 mA/cm2の定電流で 90分間転写した。メンブレンを

TBST (0.1% Tween20、150 mM NaCl、50 mM Tris-HCl) で洗った後、10% skim milk 

を含むTBST中で、30分間室温でブロッキングしたのち、一次抗体と反応させた (4℃、

16時間)。メンブレンをTBSTで 3回洗ったのち、二次抗体と反応させ (4℃、16時間) 、

TBST で 3 回洗った後、BCIP/NBT phosphatase substrate system (KPL)または

EzWestLumi puls (ATTO) を用いてバンドを検出した。 

一次抗体 

抗 Flag抗体 (SIGMA、M2、1/500希釈) 、抗 LBR抗体 (当研究室、1/300希釈) 、
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抗 MAN1 抗体 (当研究室、1/1,000) 、抗 LAP2ω抗体 (当研究室、1/2,000 希釈) 、

抗チューブリン抗体 (BioLegend、1/500希釈) 、抗ラミン L3抗体 (Hasebe et al., 

2011、1/1,000 希釈) 、抗ラミン B1 抗体 (当研究室、1/1,000 希釈) 、抗 HP1γ抗

体(当研究室、1/500 希釈)、抗ヒストン H3 抗体 (Abcam、1791、1/10,000 希釈) 、

抗ヒストン H4抗体 (Active Motif、1/2,000希釈)、抗ヒストンH2AX-F抗体 (当研

究室、1/1,000希釈)。 

二次抗体 

抗mouse IgG/AP (Dako、1/500) 、抗 rabbit IgG/AP (Dako、1/1,000) 、抗mouse 

IgG/HRP (Dako、1/1,000) 、抗 rabbit IgG/HRP (SIGMA、1/1,000)  
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第 3章 ツメガエル胞胚の核 F-アクチンの役割 

3-1. 背景 

3-1-1. 細胞骨格としてのアクチン  

アクチンは、すべての真核細胞で高度に保存された、細胞骨格を構成する基本的な因

子の一つである。球状の立体構造をとり、速やかに重合と脱重合を行うことができる。

重合したアクチン (F-アクチン) は繊維構造や網目構造など様々な形態をとることが

できるうえ、重合と脱重合によってフィラメントの伸長・短縮・トレッドミル、メッシ

ュワーク形成や収縮などのダイナミックな構造変化が可能である。このような性質によ

り、F-アクチンは真核細胞において細胞質分裂や細胞の仮足形成、ミオシンによる細胞

内での物質輸送などに不可欠である (Blanchoin et al., 2014)。 

 

3-1-2. ツメガエル卵母細胞における核アクチン 

アクチンは細胞質中に非常に多量に存在するが、核内にも存在することが知られてい

る。核アクチンについては、ツメガエルの卵母細胞の巨大な核 (GV: germinal vesicle)

内に高密度のアクチン (100 μM 以上) が存在するという報告が最も古い(Clark and 

Marriam, 1977; Clark and Rosenbaum, 1979)。この核アクチンは GVの巨大な核構造

を支え (Kiseleva et al., 2004; Bohnsack et al., 2006)、核小体やクロマチンが、大きな

核構造の中で重力によって沈むのを防いでいる(Feric and Brangwynne, 2013) 。ツメ

ガエル同様に GVの大きなヒトデの卵母細胞では、減数第一分裂の核膜崩壊の直前に核

内で F-アクチンが発達し、核膜崩壊の促進に寄与する (Mori et al., 2014)。さらに、こ

の F-アクチンの網目構造が収縮することで、巨大な GV 内で形成された染色体を散在

させず、細胞膜直下に形成される紡錘体の赤道面に集合させることができる (Lénárt et 

al., 2005)。このような細胞骨格と同様の機能に加え、核内のアクチンは転写との関連

する可能性がある。ツメガエルやサンショウウオでは、未成熟卵母細胞の核内において、

F-アクチンがランプブラシ染色体と相互作用し染色体の凝縮に関与することや

(Karsenti et al., 1978)、ランプブラシ染色体での転写に関与することが示唆されている

(Rungger et al., 1979; Scheer et al., 1984) さらに近年、ツメガエルの卵母細胞の GV

に体細胞核を移植すると、移植核内に F-アクチンが発達し、アクチンの重合に依存し

て Oct4 の転写活性化が起こり、核のリプログラミングが進行すると報告されている 

(Miyamoto et al., 2011)。このように、卵母細胞の GV内ではアクチン、特に F-アクチ
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ンが重要な役割を担っていると考えられる。 

 

3-1-3. 体細胞における核アクチンの役割 

近年の研究により、培養細胞や体細胞の核内でも、アクチンが転写活性化、mRNA

の核外輸送、クロマチンリモデリングなどに関与することが明らかになってきた。例え

ば、HeLa細胞の核内に抗アクチン抗体を導入すると、RNA polymerase Iと IIが阻害

されるうえ、核輸送を阻害して核アクチン量を減少させると、転写量が減少することか

ら、アクチンは転写開始複合体の形成に必要であるとともに RNA polymerase IIを介

した転写に必要であることが報告されている (Hofmann et al., 2004; Philimonenko et 

al., 2004; Dopie et al., 2012)。また、G-アクチンが特定の転写関連因子と相互作用する

ことで転写に関与するという報告がある (Vartiainen et al., 2007; Mouilleron et al., 

2011) 。G-アクチンはクロマチン再構成複合体の構成要素としても働くことが示されて

いる。クロマチン再構成複合体である、SWI/SNF、SWR1、INO80などは、共通する

アクチン結合領域を持ち、結合した G-アクチンを介して ARPs (Actin Related 

Proteins) と相互作用する ( Szerlong et al., 2008)。また、INO80はアクチンを介して

クロマチンに結合する可能性が示唆されている (Kapoor et al., 2013; Tosi et al., 2013)。 

 

3-1-4. 核 F-アクチンの役割 

体細胞や培養細胞の核では、卵母細胞の核 (GV) のような高密度のアクチンが検出

された報告はこれまでになく、F-アクチンが形成されるのは非常に限られた条件である

ことが知られている。これまでに培養細胞の核内に、非常に短い F-アクチンが集積す

る領域が存在するという報告がある (Belin et al., 2013) ほか、血清刺激や DNA損傷

時に、Phalloidin で染色が可能な F-アクチン形成が認められている (Baarlink et al., 

2013; Belin et al., 2015) 。DNAの二本鎖切断を誘起すると、核内の Formin-2および

Spire1/2 によって、核内に F-アクチンが形成されることに加え、核 F-アクチン形成を

阻害すると DNAの二本鎖切断の頻度が増加することから、核 F-アクチンは DNA損傷

応答に関わることが示唆されている (Belin et al,. 2015)。一方、アクチンをフィラメン

ト化できるタンパク質を発現させ、培養細胞の核内で安定的なアクチンの繊維構造を形

成させると、転写が抑制されることが明らかになっている (Serebryanny et al., 2016)。

このことは、G-アクチンが RNA polymerase IIと相互作用することとも一致し、体細

胞の核内ではアクチンの重合と脱重合が厳密に制御される必要があることを強く示唆
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する。しかしながら、一般的な細胞では、核で F-アクチンが発達する条件が非常に限

られているうえ、細胞質中のアクチン量の方が、核アクチン量をはるかに上回るため、

核F-アクチンの可視化や、核アクチンの重合と脱重合の制御機構の解析は困難である。 

 

3-1-5. アクチンの核輸送 

アクチンは核移行シグナル (NLS: nuclear localization signal) を持たないが、コフ

ィリンと結合することで、importin 9によって核内に輸送される (Dopie et al., 2012)。

また、アクチンはプロフィリンと結合して、exportin 6 によって核外に輸送される

(Stuven et al., 2003)。ツメガエルの卵母細胞の GVでは、アクチンを核外に輸送する

exportin 6 が発現していないために核内にアクチンが蓄積する (Bohnsack et al., 

2006)。一方で、ツメガエルでは、受精後 exportin 6の発現量が上昇するため、受精後

の細胞の核にはアクチンは蓄積しないと予想されていたが (Bohnsack et al., 2006)、胚

の核にアクチンが蓄積するのかについては明らかにされていない。 

 

3-1-6. 本研究の目的 

 ツメガエルの胞胚期の細胞核は、GVほど大きくはないが、原腸胚期以降の細胞や通

常の培養細胞の核と比べると非常に大きい (Jevtić and Levy、2015) ため、この核構

造の維持に核 F-アクチンが寄与する可能性が十分に考えられる。また、ヒトデの卵母

細胞では、減数第一分裂において、染色体を効率よく赤道面に整列させるために、F-

アクチンの網目構造が収縮するメカニズムが存在する。胞胚の核でも、非常に短い細胞

周期の間に、核膜崩壊や色体の正確な分配を完了させなければならないことから

(Newport and Kirschner, 1982)、卵母細胞の GV同様に核にアクチンが存在し、重要

な機能を担っている可能性が考えられる。さらに、実際の胞胚の核ではクロマチンが核

膜から乖離しないにもかかわらず、アクチン重合阻害剤を加えて調製した卵抽出液中で

形成した核では、核の成長によってクロマチンが核膜から乖離することから、胞胚にお

いてはクロマチンと核膜の結合に F-アクチンが関与する可能性が示唆される。 

 そこで、本研究では、これまでの研究で充分な検討がなされてこなかった、ツメガエ

ル初期胚発生期の細胞核におけるアクチンの蓄積と形態を明らかにすることとした。ま

た、F-アクチンの解析を可能とする新規卵抽出液の調製法を確立し、卵無細胞系で形成

される核と胞胚細胞核のアクチンの蓄積と形態について比較検討した。さらに新規卵抽

出液を用いて核アクチンの役割を明らかにすることを目指した。 
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3-2. 結果  

第 3 章の実験は、小田春佳、白井菜月、浦菜緒子が分担して行い、小田が投稿論文にま

とめ、発表した。それぞれの分担を、各節の末尾に示す。 

3-2-1. アフリカツメガエル胞胚の核には F-アクチンが蓄積する 

ツメガエル胞胚細胞の核内に F-アクチンが存在するかを明らかにするため、F-アク

チン結合タンパク質である Utrophin のアクチン結合ドメイン  (CH: calponin 

homology domain, Burkel et al.,2007) に EGFP を付加した EGFP-UtrCH の mRNA

をツメガエル受精卵に顕微注射したのち、胚発生を進行させた。後期胞胚 (st. 9) およ

び中期原腸胚 (st. 11) を、Hoechst 33342 で染色し、カバーガラスで軽く押しつぶし

て、全視野蛍光顕微鏡を用いて観察したところ、胞胚の間期の細胞では、細胞膜直下と

核内において EGFP-UtrCH の集積が確認された (図 3-2-1 A、矢頭)。分裂期の細胞で

は (図 3-2-1 A、矢印)、細胞膜直下にのみ EGFP-UtrCH のシグナルが観察された。一

方、原腸胚の細胞では、EGFP-UtrCH のシグナルは細胞幕直下にのみ確認され、核内

には観察されなかった。同様に、F-アクチンと G-アクチンの両方に結合するアクチン

プローブとして用いられる Lifeact (LA、Riedl et al., 2008) に EGFP を付加した

LA-2EGFP と、ヒストン H2B に BFP を付加した H2B-mTagBFP の mRNA をツメガ

エル受精卵に顕微注射したのち胚発生を進行させ、後期胞胚 (st. 9) および原腸胚 (st. 

10) の細胞を観察したところ、後期胞胚の核内には LA-2EGFP のシグナルが観察され

たが、原腸胚の核内には LA-2EGFP のシグナルは観察されなかった (図 3-2-1 B)。さ

らに、中期胞胚 (st. 8)、前期原腸胚 (st. 10.5) および中期原腸胚 (st. 12) の核を単離

し、抗アクチン抗体を用いて免疫蛍光染色を行ったところ、中期胞胚の核内にアクチン

のシグナルが検出された (図 3-2-1 C)。原腸胚の核ではアクチンのシグナルはわずかで

あった。これらのことから、ツメガエル胞胚の核内には F-アクチンが蓄積することが

示された (核 F-アクチン)。 (小田、白井) 

 

3-2-2. 胞胚期でのみ F-アクチンが核に蓄積する 

胞胚で観察される核内の EGFP-UtrCH および LA-2EGFP のシグナルが原腸胚では

観察されないこと (図 3-2-1 A, B)、抗アクチン抗体を用いた免疫染色でも原腸胚核内の

アクチンシグナルが胞胚に比べ非常に弱かったことから 図 3-2-1 C)、ツメガエル胞胚

の核 F-アクチン量は胚発生の進行ともに減少することが考えられた。そこで、前期 (st. 

7)・中期 (st. 8)・後期 (st. 9) 胞胚および前期原腸胚 (st. 10.5) から核を単離後、固定
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し、DNAを Hoechst 33342 で、脂質膜を DiOC６で、F-アクチンを蛍光標識 Phalloidin

で染色して、共焦点蛍光顕微鏡および全視野蛍光顕微鏡で観察した (図 3-2-2 A, B)。そ

の結果、胞胚期では、前期から後期までの間、核内に F-アクチンが観察された。共焦

点蛍光顕微鏡での観察により、胞胚期の核 F-アクチンは、核膜直下に高密度で存在し、

核質内にはそれより密度が低いがほぼ一定に分布していた (図 3-2-2 A、胞胚)。我々は、

核膜直下の高密度に分布する F-アクチンを核ラミナアクチン、核質に分布する F-アク

チンを核質アクチンと命名した。一方、原腸胚期になると F-アクチンはほとんど検出

されなかった (図 3-2-2 A, B、原腸胚)。胞胚期および原腸胚期の核について、全視野蛍

光顕微鏡を用いて観察し、撮影した画像を基に核サイズ、および Phalloidin の蛍光強

度を計測した。 これらを基に核の単位面積当たりの F-アクチン量 (核 F-アクチン密度) 

を求めた結果、胚発生の進行とともに核の大きさは減少していくが、胞胚期の間は核内

F-アクチン密度は一定に保たれていた (図 3-2-2 C)。一方、原腸胚期に進行すると核

F-アクチン密度は急激に低下した (図 3-2-2 C)。以上のことから、胞胚期までの細胞の

核内では、F-アクチンが高密度に存在していること、原腸胚期に入ると核 F-アクチン

が消失することが判明した。 (白井) 

 

3-2-3. F-アクチン動態を解析可能なツメガエル卵抽出液: IFE 

これまでに、胞胚型の核の構造や機能研究には、ツメガエル卵の抽出液が用いられ、

胞胚細胞の核に蓄積する核 F-アクチンの役割の解明にも卵無細胞系は有用なツールと

なると考えられた。しかしながら、従来用いられてきたツメガエル卵抽出液 (Murray, 

1991; Ohsumi et al., 2006) は、細胞質の分離を良くするためにアクチン重合阻害剤

(CB: cytochalasin B) を添加して調製されるため、F-アクチンの解析に用いることがで

きない。アクチン重合阻害剤を加えないで調製される卵抽出液はこれまでにも報告され

ていたが (Theriot et al., 1994; Ma et al., 1998; Sider et al., 1999; Valentine et al., 

2005; Field et al., 2014; Abu Shah et al., 2015)、それらを用いて核形成が行われたと

いう報告はない。そこで、CB を添加せずに、従来と同様に核形成が誘起される卵抽出

液の調製法を検討した。ツメガエル未受精卵を遠心すると、脂質層、細胞質層、卵黄層 

(沈殿) に分離する。遠心の際に、CB を加えると、卵抽出液は、脂質・卵黄層と明確に

分離し (図 3-2-3 A、+CB)、分離した透明な細胞質層を採取して卵無細胞系として実験

に用いる。他方、CB を加えずに遠心すると、色素顆粒を含む黒い層が、CB +の調製時

とは異なり、沈殿せずに脂質層と細胞質層の間に現れる。この色素顆粒層と、細胞質層
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および脂質層の境界は不明瞭である (図 3-2-3 A、－CB)。この色素顆粒を含む層と細胞

質画層を採取し、懸濁して IFE (Inhibitor-Free Extract) とした。また、以降の実験で、

アクチン重合阻害剤を含む卵抽出液を ICE とした  (ICE: Inhibitor-Containing 

Extract)。ICE と IFE に精子クロマチンを添加し、卵抽出液を CaCl2で賦活して間期

に移行させ、核を形成させた。賦活後 180 分で、DNA を Hoechst 33342 で、脂質膜を

DiOC6で染色し、全視野蛍光顕微鏡で観察した。その結果、IFE、ICE のいずれにおい

ても充分に成長した核が観察され (図 3-2-3 B、DMSO、CB)、IFE を用いて従来の卵

抽出液と同様に核形成が誘起されることが示された。 

従来用いられてきた ICE では精子クロマチンを基質に DNA 複製が進行する(Lohka 

and Masui, 1983)。そこで、IFE においても DNA 複製が行われるか検討した。蛍光標

識したヌクレオチド (DY-590-dUTP) を添加した IFE に DMSO、CB または DNA 複

製阻害剤アフィディコリン (Aph) を加えて核を形成させ、通常 ICE で DNA 複製が完

了する賦活後 120 分までインキュベートした。DY-590-dUTP の染色体への取り込みを

観察しやすいよう、卵抽出液を分裂期に移行させ、染色体を凝縮させて観察した (図

3-2-3、D)。その結果、IFE (DMSO) または ICE (CB) において、染色体に取り込まれ

た DY-590-dUTP の蛍光強度に大きな差は見られなかった。DNA 複製を阻害した IFE 

(Aph) では DY-590-dUTP の蛍光は観察されなかった。このことから、IFE で形成した

核でも、従来の卵抽出液で形成した核と同様に、DNA 複製が行われることが示された。 

(浦、白井) 

 

3-2-4. IFE を用いることで核 F-アクチン豊富な胞胚型核を再構築できる 

IFEで形成された核に、F-アクチンが存在するか検証するため、IFEに EGFP-UtrCH

タンパク質とツメガエル精子クロマチンを添加し、CaCl₂によって賦活して細胞周期を

間期に移行させ、核形成を誘起した。賦活後 45 分または 150 分で、DNA を Hoechst 

33342 で染色して全視野蛍光顕微鏡で観察したところ、形成された核内に

EGFP-UtrCH の集積が観察された (図 3-2-4 A、DMSO)。一方、IFE に CB を添加し

て形成された核には EGFP-UtrCH の蛍光は観察されなかった(図 3-2-4 A、CB)。核内

の EGFP-UtrCH を観察するため、EGFP-UtrCH が集積した賦活後 120 分の卵抽出液

をショ糖不連続密度勾配に重層、遠心して回収した。回収した核の DNA を Hoechst 

33342 で染色し、共焦点蛍光顕微鏡を用いて観察したところ、核内に EGFP-UtrCH の

蛍光が確認された。核内の EGFP-UtrCH の蛍光は、特に核膜直下で強く、核質では部
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分的に束化していた (図 3-2-4 B)。以上のことから、IFE で形成された核内に F-アクチ

ンが蓄積することが示された。 (浦) 

次に、核を固定したのち蛍光標識 Phalloidin で染色して核 F-アクチンの観察を行っ

た。IFE に精子クロマチンを添加して核を形成させ、賦活後 90 分に卵抽出液を固定し、

核をカバーガラス上に回収した。核膜をツメガエルラミン L3 (Benavente et al., 1985)

に対する特異抗体を用いて免疫染色を行い、DNA を Hoechst 33342 で、F-アクチンを

蛍光標識 Phalloidin で染色した。この核を蛍光顕微鏡で観察したところ、核内に

Phalloidin の蛍光が確認された。アクチン重合阻害剤の Latrunculin A (Lat. A) や CB

を添加した IFE で形成された核では、Phalloidin の蛍光は観察されなかった (図 3-2-5 

A, B)。IFE で形成された核を固定し、抗ラミン L3 抗体を用いて免疫染色を行い、DNA

を Hoechst 33342 で、F-アクチンを蛍光標識 Phalloidin で染色して共焦点蛍光顕微鏡

で観察した。その結果、IFE (DMSO) で形成された核では、核ラミナアクチンはラミ

ン L3 と共局在し、クロマチンが核周縁部でラミナに結合して存在する様子が観察され

た(図 3-2-5 B)。続いて、核形成の過程で核 F-アクチンがどのように核に蓄積するのか

観察した。IFE で形成した核を、賦活後 20 分、45 分、90 分でそれぞれ固定し、DNA

を Hoechst 33342 で、脂質膜を DiOC６で、F-アクチンを蛍光標識した Phalloidin で

染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。その結果、賦活後 20 分の、核膜の形成が明瞭

に認められない時点のクロマチンには、F-アクチンの集積は観察されなかった(図 3-2-5 

C)。賦活後 45 分では、核が成長しており、核内に明瞭な核ラミナアクチンと微弱な核

質アクチンの形成が確認された。賦活後 90 分になると、核はさらに大きく成長し、核

ラミナアクチンがさらに増大し、核質アクチンは核質内に高密度で均一な分布を示した 

(図 3-2-5 C)。このことから、IFE は F-アクチンの豊富な胞胚の核と同様の核を試験管

内で再構築できることが示された。 (白井、小田) 

 

3-2-5. 核 F-アクチンは核内で一定の密度になるまで積極的に取り込まれる 

F-アクチンの核内への蓄積を定量的に解析するため、賦活後 30 分、45 分、60 分、

90 分、120 分の核を固定し、遠心によってカバーガラス上に回収した。これらの核に

ついて、核膜マーカーとして抗ラミン L3 抗体を用いて免疫染色を行い、DNA を

Hoechst 33342 で、F-アクチンを蛍光標識 Phalloidin で染色し、全視野蛍光顕微鏡を

用いて観察した (図 3-2-6 A)。ラミン L3 で検出されたエリアを核サイズとして計測し

(図 3-2-6 B)、Phalloidin の蛍光強度をもとに単位面積当たりの核 F-アクチン量 (核 F-
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アクチン密度) を定量した (図 3-2-6  C)。その結果、賦活後 30 分の、核形成初期の核

内にわずかに核 F-アクチンが観察されはじめ(図 3-2-6 B、－Lat. A)、その後、60 分ま

では核の成長とともに核 F-アクチン密度が増加した (図 3-2-6 B, C、－Lat. A)。しかし、

60 分以降は、核が成長を続けても、核内の F-アクチン密度はほぼ一定であった (図

3-2-6 B, C、－Lat. A)。 ICE (Lat. A) においても、賦活後 30 分で核膜が形成され、核

の成長速度も IFEと大きな差がなかった (図 3-2-6 B) 。核ラミナを構成するラミン L3

についても、Lat. A 添加の有無によらず、核局在量やその分布に違いは見られなかった 

(図 3-2-6 A)。これらのことから、IFE において、核 F-アクチンは核形成とともに核に

蓄積し、核 F-アクチン密度は核の成長に伴い上昇するが、ある密度に達すると、核が

成長しても密度は変わらないことが示唆された。さらに、核 F-アクチンの有無は、核

形成や核の成長速度、核ラミナを構成するラミンタンパク質の量や局在に影響を与えな

いことが明らかになった。 (小田) 

 

3-2-6. 核 F-アクチン依存的なクロマチン‐核膜結合 

上記の実験において、ICE で形成された核を長時間インキュベートした際に、クロマ

チンが核膜から乖離し、核内で凝集している様子が観察された (図 3-2-3 B, CB; 図

3-2-4 A, CB; 図 3-2-5 B, CB) 。このことは、IFE で形成される核では、クロマチンと

核膜の結合が (クロマチン‐核膜結合) 核 F-アクチンに依存してもたらされることを

示唆した。そこで、IFE に各濃度 (0.1、1.0、10 μg/ml) の CB、または各濃度 (0.1、

0.3、1.0 μM) の Lat. A を加えて核を形成させ、120 分間インキュベートして大きく成

長させた。固定した核の DNAを Hoechst 33342 で、脂質膜を DiOC６で、F-アクチン

を蛍光標識 Phalloidin で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した (図 3-2-7)。その結果、

CB (図 3-2-7 A) および Lat.A (図 3-2-7 B) の濃度依存的に核 F-アクチンが消失した。

CB および Lat. A ともに、最も低い濃度 (CB: 0.1 μg/ml、Lat. A: 0.1 μM) では、明瞭

な核ラミナアクチンと均一な核質アクチンが観察された。CB および Lat. A ともに中間

の濃度 (CB: 1.0 μg/ml、Lat. A: 0.3 μM) では、核ラミナアクチンの密度はやや減少す

るかほとんど減少せず、一方、核質アクチンは密度が大きく減少するとともに、核質内

に強く束化したアクチンの構造が観察された。このとき、クロマチンは部分的に核膜か

ら乖離した。0.3 μM の Lat. A存在下で形成した核のクロマチンは強く凝集し、核膜付

近に局在した。CB および Lat. A ともに、最も高い濃度 (CB: 10 μg/ml、Lat. A: 1.0 μM) 

では、核質アクチンはほぼ消失し、核ラミナアクチンがわずかに観察された。また、ク
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ロマチンは完全に核膜から乖離し、凝集した。以上のことから、IFE で形成された核で

は、F-アクチン依存的にクロマチンと核膜の結合が維持されることが示された。また、

クロマチン‐核膜結合が維持されることは、クロマチンの核内での凝集を抑制すること

が示唆された。 (白井、小田) 

 

3-2-7. 核 F-アクチンは核の物理的強度を向上させる 

ツメガエルの卵母細胞では巨大な核である卵核胞(Germinal Vesicle)の構造の維持に

核内 F-アクチンが必要であることが示されている (Bohnsack et al., 2006)。胞胚細胞

の核も原腸胚の細胞の核に比べ大きいことから (図 3-2-2; Jevtić and Levy, 2015)、核

内 F-アクチンが大きな胞胚型核の構造維持に関与する可能性が考えられた。これを検

証するため、IFE (DMSO)と ICE (Lat. A)で形成された核を大きく成長させ、未固定の

核を遠心 (2,430 ×g)してカバーガラス上に回収した。次にこれら核を固定し、抗ラミン 

L3 抗体を用いて免疫染色し核ラミナを観察した。その結果、IFE で形成された核はほ

とんど壊れていなかったが (図 3-2-8 A, B、DMSO) 、ICE で形成された核では、50%

以上の核の核ラミナに穴が開いているものが観察された (図 3-2-8 A, B, C: Lat. A)。こ

のことから、胞胚型核内の F-アクチンは核の物理的強度を高めることが示された。 (白

井) 

 

3-2-8. 核 F-アクチンおよび分裂期の F アクチンは分裂中期における染色体の整列を

促進する 

核 F-アクチンの役割の一つである、クロマチンと核膜の結合が、分裂期の染色体構

築や紡錘体形成にも関与するかを明らかにするため、以下の手法で紡錘体形成実験を行

った (図 3-2-9 A、材料と方法)。間期の卵抽出液 (1st extract) で核を形成させ充分成長

させたのち、遠心によって核を回収した。回収した核を、蛍光標識した tubulin を添加

した分裂期の卵抽出液 (2nd extract) 中でインキュベートし、紡錘体を形成させた。こ

の実験では、1st および 2nd extract に、それぞれ DMSO または Lat. A を添加すること

で、前者と後者に F-アクチンが存在する(F) またはしない (-) ４つの条件にした (図

3-2-9 B: F/F, -/F, F/-, -/-)。F/F または-/Fで形成された紡錘体を、それぞれ F/F spindle、

-/F spindle とした。F/F spindle と-/F spindle の周囲には紡錘体を取り囲むように発達

した F-アクチンが観察された (図 3-2-9 B) 。また、F/-と-/-で形成された紡錘体を、そ

れぞれ F/- spindle、-/- spindle とした(図 3-2-9 B)。これら 4 種類の紡錘体は、いずれ
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も形状に差がなく、紡錘体の長さと幅を計測した結果、紡錘体の大きさにも差がないこ

とが示された (図 3-2-9 C)。しかしながら、F/F spindle 以外の 3 種の紡錘体では、紡

錘体赤道面へ整列しない染色体が多く観察された (図 3-2-9 C、矢頭)。このような染色

体の整列不全を定量化するために、赤道面から最も離れた染色体どうしの距離 X (図

3-2-9 D、模式図、X = a + b)と、赤道面方向の染色体分布の幅 Y (図 3-2-9 D、模式図) 

を計測し、X/Y を求めた (図 3-2-9 D、グラフ)。その結果、間期または分裂期のいずれ

か、または両方に Lat. A を加えた場合 (-/F spindle、F/- spindle、-/- spindle)では、い

ずれも X/Y 値が F/F spindle より有意に大きくなった。分裂期に F-アクチンが存在し

ない場合 (F/- spindle と-/- spindle)は、存在する場合 (F/F spindle と-/F spindle)に較

べ X/Y 値が大きくなった。このことから、分裂期の F-アクチンは染色体の整列を促進

することが示された。また、F/F spindle と-/F spindle を比較した場合では、-/F spindle

の方が有意に X/Y 値が大きくなった。同様に、F/- spindle と-/- spindle では、-/- spindle

の方が有意に大きい X/Y 値を示した。すなわち、間期の核 F-アクチンもまた分裂期染

色体の整列の促進に寄与することが示唆された。以上のことから、紡錘体赤道面への染

色体の正常な整列には、間期の核 F-アクチンと分裂期における細胞質 F アクチンの両

方が関与する可能性が示唆された。 (小田) 

 

3-2-9. 原腸胚期核のクロマチン‐核膜結合と核 F-アクチンの蓄積  

上記のように、IFE で形成された核に F-アクチンが蓄積すること、また核 F-アクチ

ンがクロマチン‐核膜結合に役割を果たすことが示された。しかし、胞胚期の核におい

て、核 F-アクチンがクロマチン‐核膜結合の維持に寄与しているのかについては明ら

かではない。そこで、胞胚 (st. 7) および原腸胚 (st. 11) から核を単離し、IFE（DMSO)

または ICE (Lat. A) 中で 120 分間インキュベートして成長させ、核内のクロマチン‐

核膜結合の様子を観察した。その結果、胞胚の核は IFE、ICE にかかわらずと大きく成

長し (図 3-2-10 A, B、直径 50 μm 以上)、IFE ではクロマチンが核膜から乖離すること

はなかったが (図 3-2-10 A、胞胚、－Lat. A)、ICE ではクロマチンが核膜から乖離し

て核内で凝縮した (図 3-2-10 A、胞胚、＋Lat. A) 。一方、原腸胚の核は、インキュベ

ートすることでやや成長したが (図 3-2-10、直径約 20-30 μm)、胞胚の核ほどは成長し

なかった (図 3-2-10 A、原腸胚) 。興味深いことに、原腸胚の核は IFE、ICE のいずれ

においてもクロマチンが核膜から乖離することはなかった (図 3-2-10 A、原腸胚) 。こ

のことから、胞胚の核とは異なり、原腸胚の核では、核 F-アクチン以外の因子によっ
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てクロマチン‐核膜結合が維持されることが示唆された。 

胞胚期の核には F-アクチンが蓄積するが、原腸胚の核では核 F-アクチンが消失する

(図 3-2-1 A, B)。これに関しても、胞胚と原腸胚の核構造の違いが関与する可能性が考

えられた。そこで、胞胚 (st. 7) と原腸胚 (st. 11) から単離した核を上記と同様に IFE

と ICE でインキュベーションしたのち回収し、それらの核の F-アクチンを検出した。

その結果、IFE 中で大きく成長した胞胚の核には、高密度の核 F-アクチンが観察され

た (図 3-2-10 B、胞胚、DMSO) 。一方、原腸胚の核は、IFE 中で長時間インキュベー

トしたにもかかわらず、核 F-アクチンは全く検出されないかわずかしか検出されなか

った  (図 3-2-10 B、原腸胚、DMSO)。原腸胚の核中、核 F-アクチンがわずかに検出

された核は、核 F-アクチンが全く検出されない核に比べ、サイズが大きかった。以上

のことから、胞胚由来の核は F-アクチンの有無によらず、卵抽出液に置かれると大き

く成長する特性を持ち、一方、原腸胚由来の核は IFE に置かれても、大きく成長する

ことはなく、核 F-アクチンが蓄積しづらい特性をもつことが明らかになった。 (小田) 
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図 3-2-1アフリカツメガエル胞胚の核にはF-アクチンが蓄積する
(A) ツメガエル受精卵にF-アクチン結合タンパク質EGFP-UtrCH mRNAを顕微注射

し、胚を発生させた。胞胚 (st. 9)および原腸胚 (st. 11) について、DNAを
Hoechst 33342で染色し、胚をカバーガラスで軽く押しつぶして、全視野蛍光
顕微鏡で観察した。胞胚細胞では核内にEGFP-UtrCHの蓄積が観察されたが (矢
頭)、原腸胚の核にはEGFP-UtrCHのシグナルは観察されなかった。分裂期の胞
胚細胞では、細胞全体と細胞膜直下にEGFP-UtrCHのシグナルが観察された (矢
印)。Scale bar: 50 μm

(B) (A) 同様にツメガエル受精卵にLA-2EGFPとH2B-mTagBFPのmRNAを顕微注射
し、胞胚 (st. 9) および原腸胚 (st. 10) まで発生させたのち、カバーガラスで軽
く押しつぶして、全視野蛍光顕微鏡で観察した。胞胚の核にはLA-2EGFPのシ
グナルが確認されたが、原腸胚の核にはLA-2EGFPのシグナルは観察されな
かった。Scale bar: 50 μm

(C) 中期胞胚 (st. 8)、前期および中期原腸胚 (st. 10.5、12)から単離した核を固定し、
DNAをHoechs 33342で、アクチンを抗アクチン抗体で免疫蛍光染色し、全視
野蛍光顕微鏡で観察した。中期胞胚では核内に明瞭なアクチンのシグナルが観
察され、原腸胚では弱いアクチンシグナルが観察された。Scale bar: 10 μm
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図 3-2-2胞胚期でのみF-アクチンが核に蓄積する
(A) 胞胚 (前期: st. 7、中期: st. 7.5、後期: 8.5-9) および前期原腸胚 (st.

10) から単離した核を固定し、DNAをHoechst 33342で、脂質膜を
DiOC₆で、F-アクチンをDY-590 Phalloidinで蛍光染色し、共焦点蛍光
顕微鏡で観察した。Scale bar: 10 μm

(B) (A)同様の核を全視野蛍光顕微鏡で観察した。Scale bar: 10 μm

(C) (B)の核について、核の大きさと単位面積当たりの核F-アクチン密度
を、ソフトウェアNIS-elements BR (Nikon) を用いて計測した。胞胚
期の間は、核内F-アクチン密度は一定であるが、前期原腸胚では急
激に減少する。Average±SEM, N = 20
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図 3-2-3 アクチン重合阻害剤を用いずに調製した卵抽出液を用いた核形成
(A) アクチン重合阻害剤を加えずに調製する卵抽出液 (IFE: Inhibitor-Free

Extract) 。ツメガエル未受精卵をアクチン重合阻害剤CB非添加または添
加 (10 μg/ml)条件で遠心し、得られた細胞質画分を再度遠心した。その結
果、最上層に脂質が、最下層に卵黄が沈殿した。－CBでは、脂質の直下
に色素顆粒を含む層ができ、この色素顆粒層と細胞質層を回収し、よく懸
濁してIFEとして用いた。

(B) IFEに精子クロマチンを添加したのちCaCl2によって賦活し、核を形成さ
せた。賦活後180分の核を固定し、DNAをHoechst 33342で、脂質膜を
DiOC6で染色し、全視野蛍光顕微鏡で観察した。Scale bar: 10 μm

(C) IFEにDMSO、CB (1.0 μg/ml)またはDNA複製阻害剤アフィディコリン
(Aph: 50 μM)を添加した。それぞれのIFEにDY-590 dUTP (2.5 μM)を添加
したのち、精子クロマチンを加えて賦活し、120分間インキュベートし、
核を形成させた。その後、DMSO、CB (1.0 μg/ml) またはAph (50 μM) を
添加した分裂期IFEを加えてインキュベートすることにより、分裂期染色
体を形成させた。DNAをHoechst 33342で蛍光染色し、取り込まれたDY-

590 dUTPを、全視野蛍光顕微鏡を用いて観察した。Scale bar: 10 μm
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Hoechst EGFP-UtrCH Merge

A

B

E
G

F
P

-U
tr

C
H

H
o

e
c
h

s
t

CB

45

M
e

rg
e

DMSO

150 45 150 (min)

図 3-2-4 IFEを用いることで核F-アクチン豊富な胞胚型核を再構築できる
(A) EGFP-UtrCHタンパク質を加えたIFEにDMSOまたはCB (10 μg/ml)を添

加した。その後、精子クロマチンを加え、CaCl2で賦活して核を形成さ
せた。賦活後45分および150分でDNAをHoechst 33342で染色して全視
野蛍光顕微鏡で観察した。Scale bar: 10 μm、破線:核膜

(B) EGFP-UtrCHタンパク質を加えたIFEに、精子クロマチンを加え、CaCl2
で賦活して核を形成させた。賦活後120分でDNAをHoechst 33342で染
色して共焦点顕微鏡で観察した結果、核内にF-アクチンが蓄積すること
が確認された。Scale bar: 10 μm
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図 3-2-5 IFEで形成した核を固定しても核F-アクチンを観察できる
(A) IFE中にDMSOまたはLat. A (1.0 μM) を添加したのち、精子クロマチンを加え、

CaCl2によって賦活し、核形成を誘起した。賦活後90分で核を固定し、カバーガラス
上に回収して、抗ラミン L3抗体を用いて免疫染色を行った。DNAをHoechst 33342

で、F-アクチンをDY-590 Phalloidin蛍光染色したのち全視野蛍光顕微鏡を用いて観
察した。Scale bar: 10 μm

(B) (A)同様にしてIFEで核を形成させ、賦活後140分の核を固定し、抗ラミン L3抗体を
用いて免疫染色を行ったのち、DNAをHoechst 33342で、F-アクチンをDY-590

Phalloidinで蛍光色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。Scale bar: 20 μm

(C) IFEに精子クロマチンを添加し、CaCl2によって賦活して核を形成させた。賦活後、
20分、45分、90分の各時間で、核を固定し、DNAをHoechst 33342で、脂質膜を
DiOC6で、F-アクチンをDY-590 Phalloidinで染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。
Scale bar: 10 μm
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図 3-2-6 核F-アクチンは核内で一定の密度になるまで積極的に取り込まれる
(A) IFE中にDMSO (－Lat. A)またはLat. A(1.0 μM)を添加したのち、精子クロマチン

を加え、CaCl2によって賦活し、核形成を誘起した。賦活後、30, 45, 60, 90,

120分の各時間で、核を固定し、カバーガラス上に回収して、抗ラミン L3抗体
を用いて免疫染色を行った。DNAをHoechst33342で、F-アクチンをDY-590

Phalloidin蛍光染色したのち全視野蛍光顕微鏡を用いて観察した。Scale bar: 20

μm

(B-C) (A) の核について、核の大きさ (B)とDY-590 Phalloidinの蛍光量を基に核F-アク
チン密度(C)を計測した。核F-アクチン密度は－Lat. A条件の60分における値を1

として相対値であらわした。IFEで形成した核は時間とともに成長し、60分まで
は核内F-アクチン密度も時間依存的に増加するが、60分以降は核内F-アクチンが
ほぼ一定となる。Average±SD, N = 60
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図 3-2-7 胞胚型核では核F-アクチン依存的にクロマチン‐核膜結合が維持
される
IFEに各濃度 (0.1, 1, 10 μg/ml)のCB (A) または各濃度 (0.1, 0.3, 1.0 μM) の
Lat. A (B) を添加し、核を形成させ120分間インキュベートした。これらの
核を固定し、DNAをHoechst 33342で、脂質膜をDiOC6で、F-アクチンを
DY-590 Phalloidinで蛍光染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。CBおよび
Lat. Aの濃度が高いほど、核内のF-アクチンは減少し、CBが10 μg/mlおよ
びLat. Aが1.0μMではF-アクチンがほとんど消失した。さらに、F-アクチン
の消失した核 (CB: 10 μg/ml) ではクロマチンは核膜から乖離し、核内で凝
集した。 Scale bar: 10μm
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図 3-2-8 胞胚型核における核内F-アクチンは核の物理的強度を向上さ
せる
(A) IFEにDMSOまたはLat. A (1.0 μM) を添加したのち、精子クロマチ

ンを加え、CaCl2によって賦活し、核を形成させた。賦活後120分
の核を、強い遠心力 (2430 ×g) でカバーガラス上に回収したのち
固定し、DNAをHoechst 33342で、ラミンを抗ラミン L3抗体を用
いて染色した。＊: 核膜が破れた核、矢頭: 破れて単離された核膜、
scale bar: 10 μm

(B-C) (A) の核の核ラミナの状態を観察し(B)、核ラミナが完全なもの
(intact) と核ラミナに穴が開いているもの (broken) を分類し、それ
ぞれの割合を示した (C)。DMSOを添加したIFEで形成された核は
90%以上がintactであったが、Lat. Aを添加したIFEで形成した核は、
50%以上の核で核ラミナの損壊が確認された。
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図 3-2-9 F-アクチンは胞胚期において分裂中期の染色体の整列を促進する
(A) 紡錘体形成実験の模式図。IFEにDMSOまたはLat. A (10 μM) を添加し、核形成を誘起し、

これを1st extractとした。賦活後120分までインキュベートし、核を十分成長させたのち、
遠心によって核のみを単離し、1st extractを除いた。単離した核をDMSOまたはLat. A (10

μM) を添加した分裂期IFE (2nd extract) 中でインキュベートして紡錘体を形成した。紡錘体
の可視化には、2nd extractに蛍光標識したチューブリン (HiLyte FluorTM 488-tubulin、0.08

μg/μl)を添加した。
(B) (A)で示した方法を用いて形成した紡錘体を、1st extract (I)および2nd extract (M) にDMSOま

たはLat. Aを添加した4条件に分類して示した。DMSOまたはLat. Aを添加した1st extractで
形成した核を、DMSOを添加した2nd extractでインキュベートし形成した紡錘体を、それぞ
れF/F spindle、-/F spindleとした。2nd extractにLat. Aを添加したIFEを用いて形成させた紡
錘体を、それぞれF/- spindle、-/- spindleとした。F/F spindleおよび-/F spinleでは紡錘体周
囲に発達したF-アクチンが観察された。また、-/F spindle、F/- spindle、-/- spindleでは赤道
面に整列できていない染色体が観察された (矢頭)。Scale bar: 20 μm

(C) 形成された紡錘体について、図の通り長さと幅を計測した。Average ± SD, N = 150 - 152

(D) (B)の矢頭で示した通り、-/F spindle、F/- spindle、-/- spindleでは赤道面に整列できていな
い染色体が観察された。染色体整列不全を定量するため、図に示したとおり染色体の赤道
面への集合についてX/Yを計測し、グラフにあらわした 。Xは赤道面から紡錘体局方向に最
も離れた染色体同士の距離 (a + b) で、Yは赤道面方向の染色体の広がりである。Average

± SEM., N = 150 – 152, ***: p<0.001
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図 3-2-10胞胚の核と原腸胚の核は構造的性質が大きく異なる
(A) 胞胚 (st. 7) および 原腸胚(st. 11) をシクロヘキシミド (50 μg/ml) で処理して細胞周

期を間期にとどめたのち、核を単離し、DMSOまたはLat. A (1.0μM) を添加した間
期IFE中で120分間インキュベートした。この核を賦活後0分または120分で固定し、
DNAをHoechst 33342で、脂質膜をDiOC6で、F-アクチンをDY-590 Phalloidinで蛍
光染色し、蛍光顕微鏡で観察した。胞胚由来の核はLat. A添加の有無に関わらず、
賦活後120分で大きく成長した。Lat. A添加条件でインキュベートした胞胚由来の核
では、クロマチンが核膜から乖離し凝集した (胞胚、Lat. A＋、120分、破線: 核膜
の境界)。原腸胚由来の核は、IFE中で120分間インキュベートすると、やや成長し
たが、胞胚の核ほど大きく成長せず、Lat. A存在下でもクロマチンは核膜から乖離
しなかった (原腸胚、Lat. A＋、120分)。破線:核膜

(B) (A)同様の核をカバーガラス上に回収して、核ラミナを抗ラミン L3抗体で免疫染色
するとともに、DNAをHoechst 33342で、F-アクチンをDY-590 Phalloidinで染色し、
全視野蛍光顕微鏡で観察した。DMSOを添加したIFEでインキュベートした胞胚由
来の核は、核にF-アクチンが蓄積したが、原腸胚由来の核にはF-アクチンがほとん
ど蓄積しないか、蓄積してもわずかであった(胞胚、－Lat. A; 原腸胚、－Lat. A)。
Scale bar: 20 μm
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3-3. 考察 

3-3-1. ツメガエル胞胚の核内 F-アクチンと胚細胞の未分化性の関連 

本研究において、EGFP-UtrCH、LA-2EGFP、抗アクチン抗体、蛍光標識した 

Phalloidinのいずれを用いた場合も、核内に明瞭なアクチンの集積が確認された (図 3-

2-1、図 3-2-3) 。すなわち、ツメガエルの胞胚細胞の核内には豊富な F-アクチンが存在

することが示された。ツメガエルの胚発生においては、胞胚期までの細胞は高い未分化

性を維持し (Gurdon, 1960) 、胚の遺伝子の転写が強く抑制されているのに対し、DNA

複製活性が非常に高く、極端に短い細胞周期で細胞分裂を繰り返す  (Newport and 

Kirschner, 1982) 。MBTを境に胚の遺伝子の転写が開始し、原腸胚から本格的な転写

が行われ、細胞分化が開始する。このような胚発生の各段階におけるイベントと対応す

るように、核 F-アクチン密度は、胞胚期では前期から後期を通じて一定の高い値を示

すのに対し、原腸胚期では胞胚期の約 15%程度にまで減少した (図 3-2-2)。これまでに、

ツメガエル卵母細胞への体細胞核移植実験により、体細胞核のリプログラミングの際に

核内 F-アクチンが形成されること、さらに核内 F-アクチンの形成に応じて Oct4 の転

写活性化が起こることが示されている (Miyamoto et al,. 2011) 。以上のことから、本

研究で示された胞胚細胞の核内に蓄積する F-アクチンは、胚の未分化性の維持に関連

する可能性が強く示唆される。 

 

3-3-2. 核内 F-アクチンの動態を解析可能な胞胚型核再構築系の確立 

我々は、従来用いられてきたツメガエル卵抽出液の無細胞系を応用し、アクチン重合阻

害剤を使用せず、F-アクチン動態の解析および胞胚型核の再構築が可能な IFE を確立

した (図 3-2-3、図 3-2-4、図 3-2-5、図 3-2-6)。IFE で胞胚型核を形成させると、賦活

後 60分までは、核内 F-アクチン密度が上昇するが、60分以降は一定の値を示す (図 3-

2-6)。このことから、胞胚型核は核内 F-アクチン密度が一定になるまで、積極的にアク

チンを取り込み、閾値に達した後は、核の大きさによらず核 F-アクチン密度を一定に

保つ機構を有していると考えられる。また、胞胚から単離された核および IFE で形成

した胞胚型核では、核膜直下に高密度に発達した核ラミナアクチンが存在し、核質領域

には均一に核質アクチンが分布していた (図 3-2-2、図 3-2-4、図 3-2-5)。核膜直下に核

ラミナアクチンが発達するメカニズムは未だ不明であるが、ラミンとアクチンの相互作

用が報告されていることから (Simon et al., 2010)、核ラミナ構造が核膜直下の高密度

な F-アクチン形成に関与する可能性がある。また、人工的に作成した脂質膜内にアク
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チンを一定濃度以上蓄積させると、自律的に F-アクチンが形成され、特に脂質膜直下

で高密度に分布することから (Hase and Yoshikawa, 2006) 、本研究で用いた胞胚型核

の核膜直下でも同様のメカニズムで高密度なF-アクチンが分布している可能性もある。 

 

3-3-3. 核 F-アクチンはクロマチン‐核膜結合の維持に関わる 

アクチン重合阻害剤を添加した卵抽出液 (ICE) を用いて形成した核では、アクチン

重合阻害剤濃度依存的に核 F-アクチンが減少し (図 3-2-7)、大きく成長した核ではクロ

マチンが核膜から乖離した (図 3-2-3 B、図 3-2-4 A、図 3-2-5 B、図 3-2-7)。このこと

は、核内 F-アクチンが胞胚型核でのクロマチン‐核膜結合の維持に関与することを示

すものである。IFE で再構築した胞胚型核だけでなく、胞胚から単離した核を ICE 中

でインキュベートしても、クロマチンが核膜から乖離した (図 3-2-10 A)。このことは、

ツメガエル胞胚期の細胞の核では F-アクチン依存的にクロマチンが核膜に結合してい

ることを示すものである。また、核膜から乖離したクロマチンは凝集することから (図

3-2-3 B、図 3-2-4 A、図 3-2-5 B、図 3-2-7、図 3-2-10 A) 、F-アクチンによるクロマチ

ン‐核膜結合は、胞胚の核内において、クロマチンの凝集を抑制していると考えられる。 

 

3-3-4. 核 F-アクチンは核の物理的強度を向上させる 

IFEを用いて形成させた核を、強い遠心力を用いてカバーガラス上に回収し、核ラミ

ナの損壊について調べたところ、F-アクチンが存在する条件では 90%以上の核が壊れ

なかったのに対し、F-アクチンが存在しない条件では 50%以上の核で核ラミナが壊れ

ていた (図 3-2-8)。このことから、細胞骨格として働く F-アクチンは核内でも核の物理

的な構造の維持に関与することが示された。胞胚細胞の核は、原腸胚以降の細胞に比べ

て大きく、かつダイナミックに分裂を繰り返すことから (Newport and Kirschner, 

1982; Jevtić and Levy, 2015)、核ラミナに加えて核 F-アクチンによって大きな核構造

が維持されると考えられる。 

 

3-3-5. 胞胚細胞の核内 F-アクチンは分裂中期の染色体の整列を促進する 

胞胚型核における核 F-アクチンが分裂期のイベントにも関与するかを明らかにする

ため、紡錘体形成実験を行った (図 3-2-9)。間期及びその後の分裂期で、F-アクチンが

存在する・しないの 4条件で紡錘体を形成した結果、いずれの条件でも紡錘体の形状や

大きさには差がなかった (図 3-2-9 C) 。分裂期に F-アクチンが存在する条件で紡錘体
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を形成すると、紡錘体周囲に発達した F-アクチンが観察された。この F-アクチンは特

に紡錘体極付近で発達していた (図 3-2-9 B、F/F spindleと-/F spindle) 。ツメガエル

後期胞胚および原腸胚の細胞を用いた研究により、紡錘体周囲-に形成される F-アクチ

ンは紡錘体の位置決定や回転に関与することが示されている (Woolner et al., 2008) こ

とから、卵抽出液で形成した紡錘体周囲にも F-アクチンが発達したと考えられる。 

一方、紡錘体が正常に形成さるにもかかわらず、間期または分裂期で F-アクチンが

存在しないと、分裂中期における染色体の整列が阻害されることが示された (図 3-2-9 

B 矢頭、D、F/F spindleと F/- spindle vs F/- spindleと-/- spindle) 。特に、分裂期に

F-アクチンが存在しないと、分裂期に F-アクチンが存在する条件に比べ、染色体の整

列不全を示す X/Y 値が有意に大きくなった (図 3-2-9 B 矢頭、D)。ヒトデの卵母細胞

を用いた研究では、卵母細胞の巨大な核である GV において、分裂期に核内に F-アク

チンのメッシュワークが形成され、このメッシュワークが収縮することで巨大な GV内

に散在する染色体を一か所に集合させる機能を持つことが報告されている (Lénárt et 

al., 2005; Mori et al., 2011) 。本研究で用いたツメガエル胞胚の核や、卵抽出液中で形

成した核も、一般的な細胞の核に比べ、非常にサイズが大きいことから、分裂期おける

染色体の赤道面への整列に、F-アクチンで形成されたメッシュワークが寄与すると考え

られる。 

さらに、分裂期に F-アクチンが存在する条件でも、その前の間期に F-アクチンが存

在しない条件では、染色体の整列不全が観察された (図 3-2-9 B 矢頭、D、F/F spindle 

vs F/- spindle) 。すなわち、分裂期にのみ F-アクチンが存在しても、染色体の赤道面へ

の正確な整列には不十分であり、間期の核 F-アクチンが存在することが、分裂中期に

おける染色体の正常な整列に重要であることが明らかになった。この理由として、間期

において核 F-アクチンが形成されないと、クロマチンが核膜から乖離して凝集するた

めに (図 3-2-3 B、図 3-2-4 A、図 3-2-5 B-C、図 3-2-7) 、その後の染色体形成の際に、

染色体の高次構造構築が阻害されている可能性が考えられる。したがって、胞胚の核で

は間期核内の F-アクチンおよび分裂期の F-アクチンの両方が染色体の赤道面の整列に

関与すると考えられる。胞胚期には、染色体の構築、赤道面への整列、娘細胞への分配

という分裂期の複雑なイベントを非常に短い時間 (約 15分) で完了させる必要があり、

これを正確に行うために、染色体の整列を F-アクチン促進している可能性が考えられ

る。 

 



 

44 

 

3-3-6. 胞胚と原腸胚では核の構造的性質が大きく異なる 

胞胚の核では、豊富に存在した核 F-アクチンは、原腸胚期になるとほぼ消失する (図

3-2-1、図 3-2-2) 。この理由として、2 つの可能性が考えられた。1 つは、原腸胚の核

は胞胚の核とは異なり、核 F-アクチンを蓄積する機能がない可能性である。2つ目の可

能性は、核と細胞質の比が異なるために、原腸胚では核 F-アクチンが蓄積できない可

能性である。具体的には、ツメガエル胚は原腸胚まで、胚そのものの大きさを変えるこ

となく細胞数を増やしていくため、発生が進むにつれて核当たりの細胞質体積は減少す

る。これに対応するように後期胞胚までは核サイズも減少していくが、後期胞胚から原

腸胚にかけては、核のサイズがほとんど変化しない (図 3-2-2)。これにより、原腸胚で

は細胞質の体積に対する核の体積が大きくなる (Jevtić and Levy, 2015) ために、細胞

質から核質へ輸送されるアクチンが減少し核 F-アクチンを十分に形成できない可能性

がある。胞胚と原腸胚からそれぞれ単離した核を、それぞれ IFE 中でインキュベート

した結果、胞胚由来の核は大きく成長し、核 F-アクチンを蓄積したが、原腸胚由来の核

は、胞胚由来の核ほど大きく成長せず、核 F-アクチンの蓄積が全くないか、わずかだっ

た (図 3-2-10、DMSO) 。すなわち、細胞質環境を胞胚様にしても、原腸胚由来の核は、

大きく成長し核 F-アクチンを蓄積するという胞胚型核の性質を獲得することはないこ

とが示され、先に挙げた 2つの可能性のうち、後者が否定された。 

さらに、胞胚細胞の核内では、F-アクチンによってクロマチン‐核膜結合が維持され

ることが示されたが (図 3-2-10 A)、原腸胚期に核 F-アクチンがほぼ消失しても、クロ

マチンの核膜からの乖離は観察されない (図 3-2-1、図 3-2-2) 。また、原腸胚由来の核

を ICE でインキュベートしても、クロマチン‐核膜結合が維持されることが示された 

(図 3-2-10 A、st. 11、Lat. A)。このことから、原腸胚期以降の細胞では、F-アクチン以

外の核内因子によってクロマチン‐核膜結合が維持されることが強く示唆される。これ

らのことは、胞胚の核は原腸胚以降の分化した細胞と比べ、構造的に全く異なる性質を

有することを示すものである。核内 F-アクチンと未分化性の関連が示唆されているこ

と (Miyamoto et al., 2011)、および核内 F-アクチンの急激に減少する時期が、細胞分

化の開始する時期と一致していることから (図 3-2-2)、胞胚の核の構造的特質は、胞胚

特有の核の機能、早い細胞周期や未分化性の維持に関連する可能性が高いと考えられる。 

 本研究は、ツメガエル胞胚細胞の核に豊富に F-アクチンが存在すること、および IFE

を用いることで in vitro でも F-アクチン豊富な胞胚型核を再構築できることを初めて

示したものである。また、ツメガエルの胚発生において、核内に高密度に F-アクチンが
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存在する時期と、胚細胞の未分化性の保たれる時期が一致することは、核内 F-アクチ

ンと細胞の未分化性の関連を強く示唆するものである。すなわち、核内 F-アクチンは

核の物理的強度の向上やクロマチン‐核膜結合の維持、分裂中期の染色体の赤道面への

整列のみならず、初期胚細胞の本質的な機能にも、重要な役割を果たす可能性が高いと

考えられる。 
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第 4章 核内膜タンパク質 LBRによるクロマチン‐核膜結合 

4-1. 背景 

4-1-1. 核内膜層の構成とクロマチン‐核膜結合 

 真核細胞において、核膜は核質と細胞質を隔てており、核外膜と核内膜、両者を貫く

核膜孔複合体（NPC : Nuclear Pore Complex）、核内膜を裏打ちする核ラミナから構成

されている。培養細胞や、分化した体細胞では、核周縁部に形成される核内膜層では、

核内膜タンパク質やNPCがクロマチンや核内膜を裏打ちするラミンと相互作用してい

る。近年、核の構造と機能との関連性に着目する研究が進み、核膜の中でも特に核内膜

層は核の構造を維持するのみならず、クロマチンの複製や転写の制御に積極的に関わる

ことが明らかになってきた (Gruenbaum et al., 2005; Zuleger et al., 2011)。例えば、

体細胞においてはヘテロクロマチンが核辺縁に偏って局在している (Croft et al., 

1999)。さらに、核ラミナを構成するラミン A の変異によって引き起こされる早老症 

(Hutchinson-Gilford progeria syndrome) の患者の線維芽細胞においては、ヘテロクロ

マチンが核周縁部から乖離しているという報告がある  (Sullivan et al., 1999; 

Goldman et al., 2004) 。これらのことから、クロマチンと核膜の接する領域は、クロ

マチン複製や転写の制御が行われる重要な“場”であると考えられ、この制御機構には、

核内膜タンパク質やラミンが関わることが示されてきた (Worman and Courvalin et 

al., 2000; Gruenbaum et al., 2005) 。その一方で、クロマチンと核膜との結合性を核

内で維持する機構については不明な点が多い。 

 

4-1-2. ラミン 

 ラミンは、タイプⅤ中間径フィラメントの一種であり、核内膜を裏打ちする網目構造

である核ラミナを形成する。ラミンは、発現パターンや生化学的な性質の違いから大き

く A-typeと B-typeに分類される。A-type ラミン はラミン Aとそのスプライシング

バリアントであるラミン C であり、分化した細胞に発現しており、未分化な細胞では

発現していない (Stewart and Burke., 1987; Rober et al., 1989; Constanteinescu et 

al., 2006)。B-typeラミンは、卵母細胞や未分化な胚発生初期の細胞から分化した細胞

まで、共通に発現している。A-type ラミンは、分裂期には核膜小胞から乖離するのに

対し、B-type ラミン分裂期にも膜小胞と結合している (Gerace and Blobel, 1980)とい

う特徴がある。魚類および両生類には、卵母細胞および初期胚に特有の B-タイプラミ
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ンのサブタイプ、ラミン L3が存在する (Benavente et al., 1985; Stick and Hausen 

1985; Hofemeister et al., 2002)。ツメガエルにおいては、卵母細胞や胞胚期の核では、

ラミン L3 が主要に発現しており、分化した細胞で主要に発現している B-type ラミン

であるラミン B1はわずかしか発現しておらず、ラミン B2は発現していない (Lourim 

et al., 1996)。 

 ラミンは多くの核内膜タンパク質 emerin、MAN1、LBR、LAP2 (Foisner and 

Gerace 1993; Furukawa et al., 1997; Dechat et al., 2000)などと相互作用することが

知られている。また、コアヒストン (Höger et al,. 1991; Yuan et al., 1991; Taniura et 

al., 1995; Goldberg et al., 1999) やDNAと直接結合する (Shoeman and Traub, 1990; 

Baricheva et al., 1996; Rzepecki et al., 1998. Stierle et al., 2003) ことも報告されて

いる。これらの分子との相互作用により、ラミンは DNA複製や、転写に関わることが

示されている。例えば、ツメガエルの初期胚に発現するラミン L3を免疫除去した卵抽

出液を用いて核を形成させると、DNA 複製が起こらないことが示されている 

(Newport et al., 1990; Meier et al., 1991; Goldberg et al., 1995) 。また、卵抽出液で

形成した核では、ラミン L3が、DNAポリメラーゼを DNA上につなぎとめるタンパク

質である PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) と共局在を示すうえ、PCNAと

ラミン L3の結合が、PCNAのクロマチン上への局在に必要であることが示されている 

(Shumaker et al., 2008) 。また、ラミン A/Cを欠損したマウスの胚性線維芽細胞では、

野生型のマウスの胚性線維芽細胞に比べ、DNA 複製の速度が遅いことが報告されてお

り (Johnson et al., 2004)、核ラミナは DNA複製の制御に重要であると考えられてい

る。さらに、HeLa細胞にラミン A/Cを過剰発現させると、RNA polymerase II依存的

な転写が抑制される (Kumaran et al., 2002) ことや、重合できないラミン変異体を用

いて核ラミナ構造が形成できないようにした細胞でも、RNA polymerase II依存的な転

写が抑制される (Spann et al., 2002) ことから、核ラミナは転写制御に関わると考えら

れている。 

 

4-1-3. 核内膜タンパク質 

 プロテオミクス解析によれば、核内膜タンパク質 (INMP: Inner Nuclear Membrane 

Protein)は 80種類以上もあるとされている (Schimer et al., 2003)が、解析が進んでい

るのはいくつかのタンパク質にすぎない。それらの核内膜タンパク質はいずれも、一つ

または複数の膜貫通ドメインによって核内膜に局在しており、多くが N 末端側を核質
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に伸ばして、ラミンやクロマチンと相互作用している (Ellenberg et al., 1997; Ostlund 

et al., 1999; Soullam and Worman, 1993; 1995; Wu et al., 2002 )。核内膜タンパク質

は、核形成の初期にクロマチンに結合し、核膜の形成に役割を果たすことが報告されて

いる (Haraguchi et al., 2000) 。さらに、核内膜タンパク質は、転写調節因子と相互作

用することや (Furukawa, 1999; Lee et al. 2001; Mansharamani and Wilson, 2005) 、

クロマチンのエピジェネティック修飾部位と相互作用する可能性も示されている 

(Makatsori, et al. 2004)。また、近年の研究から、多くの核内膜タンパク質の変異体は、

筋ジストロフィーなどの重篤な疾患の原因遺伝子となることや  (Worman and 

Courvalin, 2005) 、組織幹細胞の分化抑制などを引き起こすことも示されている 

(Subramanian et al., 2012)。このように、核内膜タンパク質とクロマチンとの相互作

用は、転写の調節や細胞周期の進行などに重要であると考えられているが、培養細胞な

どの一般的な細胞の核では複数種類の核内膜タンパク質が発現しており、いずれかをノ

ックダウンしても明確な影響が現れない (Anderson et al., 2009) 。このことは、複数

種類の核内膜タンパク質が相互補償的に機能することを示唆するものであるが、このた

めに、それぞれの核内膜タンパク質の機能の解明は困難である。 

 

4-1-4. Lamin B receptor 

LBR は核内膜タンパク質として初めて報告されたタンパク質で、約 200 アミノ酸か

らなる (Worman et al., 1988)。N末端側を核質に伸ばし、C末端側には 8回の膜貫通

ドメインと短い核質領域を持つ (Worman et al., 1990; Ye and Worman 1994)。N末端

側は、名前の由来の通りラミン B と結合することが報告されている (Worman et al., 

1988; Ye and Worman 1994)。また、N末端側は二本鎖 DNA およびヒストン H3、H4

と相互作用することが報告されている (Ye and Worman 1994; Duband-Goulet and 

Courvalin 2000; Polioudaki et al., 2001; Makatsori et al., 2004) 。また、ヒトの LBR

ではHP1 (Heterochromatin Protein 1)の結合モチーフ (PxVxL; Lechner et al., 2005) 

に似た配列 (VEVKL; hLBR 113-117 aa)が存在し、HP1αや HP1γと結合することが、

in vitroの実験で明らかにされている (Ye and Worman 1996; Ye et al., 1997)。さらに、

LBR は膜貫通ドメインの間に、ステロールレダクターゼドメインに類似した配列を 2

つ持ち (Schuler et al., 1994; Holmer et al,. 1998)、この配列を酵母で発現させると、

C-14 ステロールレダクターゼ活性を持つことが明らかになっているが、実際の細胞内

でステロールレダクターゼ活性が機能を果たしているかは不明である (Silve et al., 
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1998)。 

 LBR は分裂期の核膜崩壊の際に、ラミン Bとともにクロマチンから乖離し、膜小胞

に局在したのち、分裂終期には、娘細胞の凝縮した染色体上に局在する (Haraguchi et 

al., 2000)。間期核膜では、HP1γとの結合により、ヘテロクロマチンを核膜付近につ

なぎとめると考えられている (Shultz et al.,2003; Zwerger et al., 2008)。特に、夜行性

生物の網膜の桿体細胞では、LBR の発現量が極僅かであるために、ヘテロクロマチン

が核辺縁から乖離することが報告されている (Solovei et al., 2013) 

LBRはウニ、ショウジョウバエから哺乳類まで保存されており (Mann et al., 2004)、

分化した細胞に一般的に発現して、核形成や核の成長に関与することが予想されている

が、実際に LBR をノックダウンしても、細胞の生存や核構造に明確な影響が出ない 

(Wgner et al., 2004)。ヒトのホモ変異体は胚性致死、ヘテロ変異体は、症状を呈さない

核の分葉化を生ずるのみであり (Best et al., 2003)、LBRの具体的な機能は明らかにな

っていない。 

 

4-1-5. ツメガエル胞胚の核内膜組成 

 アフリカツメガエルの卵母細胞及び胞胚期の細胞の核では、核ラミナを構成するラミ

ンタンパク質の組成が、一般的な培養細胞などの分化した細胞とは異なることが知られ

ている。主要に発現しているのはラミン L3 であり、加えてラミン B1 がわずかに発現

しているが、ラミン B2 および、A-type ラミンは発現していない (Benavente et al., 

1985; Stick and Hausen 1985; Lourim et al., 1996; Hofemeister et al., 2002)。また、

ツメガエル未受精卵や胞胚期における、核内膜タンパク質の組成も、分化した一般的な

体細胞とは大きく異なる。例えば、代表的な核内膜タンパク質のうち、ラミン A と相

互作用することが知られている emerin が発現していないことに加え (Gareiss et al., 

2005; Gareiß et al., 2015)、LAP2β (Lamin Associated Polypeptide beta, Lang et al., 

1999) も発現しておらず、代わりに分子量の大きいスプライシングバリアントである

LAP2ωが発現することが知られている (Chmielewska et al., 2011) 。さらに、当研究

室のこれまでの研究により、ツメガエルの未受精卵では LBR の発現量が培養細胞の

1/10以下であること (野本、修士論文、平成 20年度) 、胞胚期の間は LBRの発現量が

低く保たれ、原腸胚以降に LBR の発現量が増加することが明らかになっている (岩渕

ら、未発表) また、MAN1 (Foisner and Gerace, 1993) の発現量も培養細胞に比べ 1/3

程度と少ないことが明らかになっている (梅原、修士論文、平成 23年度)。このように、
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ツメガエル胞胚期の核内膜の構成要素は、複数種類の核内膜タンパク質が相互補償的に

機能するとされている分化した細胞の核と比べ、シンプルであるといえる。胞胚期の特

徴的な核内膜構成要素は、胞胚特有の核の機能と関連する可能性が考えられる。 

 

4-1-6. 原腸胚期以降にクロマチン‐核膜結合に関わる分子の候補 

 第 3 章で示した通り、ツメガエルの胞胚期の核には、豊富な F-アクチンが存在し、

クロマチン‐核膜結合の維持に関与している。一方、原腸胚期に入ると核 F-アクチン

は急激に減少し、原腸胚以降は核 F-アクチンによるクロマチンと核膜の結合機構は働

かないことが強く示唆された。しかしながら、原腸胚の核を単離して観察しても、クロ

マチンは核膜から乖離しなかった (図 3-2-1、図 3-2-2)。さらに、原腸胚から単離した

核を、アクチン重合阻害剤を添加した卵抽出液 (ICE) でインキュベートしても、クロ

マチンが核膜から単離しなかったことから、原腸胚以降の細胞の核では、F-アクチン以

外の因子によって、クロマチン‐核膜結合が維持されることが予想された。そこで第 4

章では、原腸胚以降の細胞の核でクロマチンを核膜につなぎとめる因子(分子 X)の同定

を目指した。胞胚期までの細胞では、核 F-アクチンによってのみクロマチン‐核膜結

合が維持されていることから (第 3章) 、分子 Xは胞胚期には発現していないか、発現

量が非常に少なく、原腸胚期以降に発現量が上昇すると考えられた。このことから、分

子 X の候補として、クロマチンを核膜につなぎとめることができると予想される核内

膜タンパク質のうち、胞胚期に発現量がわずかであるか、または発現していないことが

明らかになっている核内膜タンパク質に着目した。 
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4-2. 結果  

4-2-1. ツメガエル未受精卵や胞胚期の INMP構成要素 

脊椎動物の主要な核内膜タンパク質 (INMP) であり、且つツメガエル未受精卵から

胞胚期にかけて発現していないか、発現量がわずかであることが明らかとなっている

LBR、MAN1、 LAP2βについて、ツメガエル未受精卵および、ツメガエル腎臓由来

培養細胞: A6を用いてウエスタンブロッティングを行い、発現量が培養細胞に比べわず

かであることを確認した (図 4-2-1 A) 。また、受精卵 (st. 1)、胞胚 (st. 7)、原腸胚 (st. 

12)、神経胚 (st. 16) を破砕し、スクロース不連続密度勾配を用いて、遠心により脂質

と卵黄を除き、核と細胞質を含む画分を得てウエスタンブロッティングを行い、受精卵

から胞胚までの間は、LBR の発現量は非常に少なく、原腸胚から発現量が上昇するこ

とを確認した (図 4-2-1 B) 。 

 

4-2-2. 核内膜タンパク質 LBRによるクロマチン‐核膜結合の促進 

上記の LBR、MAN1、LAP2β(図 4-2-1)に加え、ツメガエル胞胚期にはほとんど発

現しないことが示されている emerin (Gareiß et al., 2005) と、ヒト培養細胞での発現

が確認されている nurim (Hofemeister and O'Hare et al., 2005) を分子 Xの候補とし

た。ツメガエルのそれら INMP ホモログに Flagタグを付加し、各々の mRNAを作製

した。これら mRNA を、アクチン重合阻害剤を用いて調製したツメガエル卵抽出液 

(ICE) に添加して翻訳させた。抗 Flag抗体を用いて卵抽出液のウエスタン解析を行い、

各々の外来性核内膜タンパク質の発現量が同程度になるように mRNA 量を調整した 

(図 4-2-2)。これらの ICE で核を形成させ、賦活後 60 分で核を固定し、カバーガラス

上に回収し、抗 Flag抗体で免疫染色した結果、外来性 INMPはいずれも核に局在して

いた (図 4-2-3 A)。ICEで形成される核は、成長につれクロマチンが核膜から乖離する

(図 4-2-3 B、－) 。そこで、上記のように ICEに外来性 INMPを発現させ、核を成長

させ、クロマチン‐核膜結合の状態を解析した。その結果、クロマチン‐核膜結合は

LBR-Flagを発現させた場合にのみに維持され、その他の外来性 INMPでは維持されな

かった(図 4-2-3 B)。このことから、LBRは核 F-アクチンの存在しない核において、ク

ロマチン‐核膜結合の維持に働くことが示された。 

 

4-2-3. クロマチン‐核膜結合に関与する LBRの内部配列 

LBRは N 末端側に核質領域 (N1~N3）、C末端側に 8回の膜貫通領域 (TM1~8)、C
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末端に短い核質領域 (Ct) を持つ (図 4-2-5; Worman et al., 1990) 。N末端側の核質領

域中、初めの約 60 アミノ酸は籠状の立体構造をとり (Liokatis et al., 2012)、続く約

40 アミノ酸は、アルギニンとセリンに富んだヒンジ領域である (Nikolakaki et al,. 

1996)。膜結合ドメインの手前のN末端核質領域、約 110アミノ酸は、HP1γの結合モ

チーフ (124-128 aa) に類似した配列を持つ以外は、他のタンパク質と共通する構造が

見つかってない。この立体構造に基づき、N末端側から N1 (1-64 aa)、N2 (65-105 aa)、

N3 (106-216 aa) ドメインとした。また、3番目の膜貫通ドメイン (TM3) から C末端

までを含む領域を Cドメインとした (図 4-2-4 A)。Cドメインには 2つのステロールレ

ダクターゼドメインが含まれることが、アミノ酸配列から推定されている (Schuler et 

al., 1994)。クロマチン‐核膜結合に関わる LBR のドメインを同定するため、LBR 全

長 (WT) と、N1、N2、N3をそれぞれ欠損した変異体 LBR (ΔN1, ΔN2, ΔN3)、N2と

N3の両ドメインを欠損した変異体 LBR (ΔN2-3) 、Cドメインを欠損した変異体 LBR 

(ΔC) の C末端に Flagタグを付加し、mRNAを作製した (図 4-2-4 A) 。これらを ICE

中で翻訳させ、それぞれの発現量がほぼ同程度となるよう mRNA の濃度を調節した 

(図 4-2-4 B)。この ICE 中で核を形成させ、核形成開始から 60 分の核を固定してカバ

ーガラス上に回収し、抗 Flag 抗体を用いて免疫蛍光染色して観察した (図 4-2-5 A)。

これら LBRの発現の有無によって、ICEにおける核の形成や成長に差はみられなかっ

た。次に、核の Flag蛍光強度を測定し、各々の LBR変異体の核局在量を比較した (図

4-2-5 B) 。WT の核局在量を 1 としたとき、ΔN2、ΔN2-3、ΔC の核局在量は 0.6-0.7

程度、ΔN3 の核局在量は 0.95 であった。一方、ΔN1 の核局在量は 0.28 であり、核に

ほとんど局在性がみられなかった。このことから、N1 ドメインは LBR の核局在に必

要であることが示された。 

次に、クロマチン‐核膜結合に関与するドメインについて検討した。WTと変異体を

発現させた ICEで核を大きく成長させ、DNAを Hoechst 33342で脂質膜を DiOC6で

染色して観察し、クロマチン‐核膜結合状態を解析した (図 4-2-6 A)。クロマチン‐核

膜結合状態を定量的に解析するため、各々から核を無作為に 105-120 個抽出し、目視

に よ り whole-attachment ( ク ロ マ チ ン が 核 膜 全 体 に 結 合 し て い る ) 、

partial-attachment (クロマチンが核膜の一部分にのみ結合している）、detachment (ク

ロマチンが完全に核膜から乖離し、核内で凝集している) に分類し、それぞれの割合を

算出した (図 4-2-6 B)。mRNAを発現させない対照実験は全ての核が detachmentであ

り、 WT を導入した全ての核が whole-attachment であった。また、上述の結果より
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相対核局在量が 0.62であった ΔCでは、91%の核が whole-attachmentであった。この

ことから、Cドメインはクロマチン‐核膜結合に関与しないことが示された。一方、Δ

N2またはΔN3を導入した場合は、whole-attachment を示した核は 2-4%程度に過ぎ

ず、ΔN2 を導入した核の 68%、ΔN3 を導入した核の 80%が partial-attachment で

あった。いずれも、相対核局在量が ΔC と同等であることを踏まえると、LBR による

クロマチンと核膜の結合には、N2 および N3 ドメインの両方が必要であると考えられ

た。さらに、ΔN2-3 を導入した核の 99%が、detachment となった。このことから、

N1ドメインはクロマチン‐核膜結合の維持に関与しないことが確かめられた。 

 

4-2-4. LBRの核局在メカニズム 

 LBRの核局在に N1ドメインが関与することが示されたことから (図 4-2-5)、N1ド

メイン中の核局在に必要な配列を明らかにしようと試みた。N1ドメインは、構造解析

によりバスケット状の立体構造をとることが報告されているが (Liokatis et al., 2012)、

特徴的な配列を持たないことから、N1のアミノ酸配列の前半部 (ΔN2-36) と後半部 

(ΔN34-64) の欠損変異体を作製した。さらに、ヒト LBRにおいて、16番目のトリプ

トファン (ツメガエルでは 20番目のトリプトファン) が、20番目のリシンがジメチル

化修飾 されたヒストンH4の (H4K20me2) と特異的に結合する報告がある (Hirano 

et al., 2012) ことから、このトリプトファンをアラニンに置換した変異体 LBR (W20A)

を作製した。これら変異体 LBRの C末端に各々Flagタグを付加して以下の実験に用

いた。WT、ΔN2-36とW20AのmRNAを間期 ICEに添加して翻訳させ、それぞれの

発現量が同程度となるようにした (図 4-2-7 A)。ΔN34-64についてもWTの発現量と

同程度となるようにmRNA量を調節して ICEで翻訳させた (図 4-2-7 B、Δ37-64、5.63 

ng/μl)。WTおよび変異体(ΔN2-36、W20A、Δ37-64) を同レベルで発現させた ICE

で核を形成させ、賦活後 60分の核を固定して抗 Flag抗体を用いて免疫蛍光染色した。

核当たりの Flag蛍光強度を測定し、WTの値を 1とした相対値を求めた (図 4-2-7 C)。

その結果、ΔN2-36およびΔN37-64の核局在量は約 0.4-0.5であり、ΔN1 (0.28、図

4-2-6)よりは高い値を示した。一方、W20Aの核局在量は約 0.2であり、核にほとんど

局在しないことが示された。 

 

4-2-5. LBRの N末端核質領域に結合する分子 

LBR によるクロマチン‐核膜結合の分子メカニズムを明らかにするため、N 末端側
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核質領域に結合する分子を探索した。N1-3、N1、N2および N3の C末端に GSTタグ

を付加したリコンビナントタンパク質 (LBR-GST) を大腸菌で発現させ、グルタチオ

ンセファロースビーズに結合させたのち、間期 ICE と反応させプルダウンした。プル

ダウン後のビーズ画分に含まれる各々の LBR-GST を定量したのち(図 4-2-8 A)、各々

泳動量が同じになるようにサンプルを調整してビーズ結合成分のウエスタンブロッテ

ィングを行った。その結果、N2-GSTにはヒストン H3、H4および H2AX-Fが検出さ

れた (図 4-2-8 B)。ヒストン H2AX-Fは、ヒストン H2Aの初期胚型バリアントである 

(Shechter et al., 2009) 。N2ドメインには DNAが結合するという報告があることから 

(Ye and Worman, 1994) 、リコンビナントタンパク質作成の際に大腸菌由来の DNAが

N2 ドメインに結合し、その DNA にヒストンが結合したために、N2-GST のビーズ画

分にヒストンが検出された可能性も考えられた。これを検証するため、N2-GSTをヌク

レアーゼ処理して核酸を分解したのち(図 4-2-9 A)、プルダウン解析に用いた。プルダ

ウン産物を抗ヒストンH3抗体でウエスタンブロッティングした結果、ヌクレアーゼ処

理の有無にかかわらず、ヒストン H3 は N2-GST に結合することが確かめられた (図

4-2-9 B)。したがって、LBRの N2ドメインにはヒストン H3, H4, H2AX-F が結合す

ることが示された。また、N3ドメインにはラミン B1と HP1γが結合することが示さ

れた (図 4-2-8 B) 。ツメガエル胞胚の主要なラミンサブタイプであるラミン L3 (Stick 

and Hausen 1985; Hofemeister et al., 2002) は、卵抽出液における濃度がラミン B1

より 10倍程度高い (Lourim et al., 1996）ことを考慮すると、N1、N2、N3のどのド

メインに対しても結合性は高くないと考えられた (図 4-2-8 B) 。 

 

4-2-6. LBRによるクロマチン‐核膜結合の維持は、DNA複製に影響を与えない 

卵や胞胚期には LBR はわずかしか発現していない (図 4-2-1)。それらで形成される

核 (胞胚型核) に、LBRによるクロマチン‐核膜結合を導入した場合、核内膜層構造が

変化し、DNA 複製などの核の機能に影響を及ぼすことが考えられた。これらを検証す

るため、まず LBR によるクロマチン‐核膜結合が DNA 複製に影響を与えるかを調べ

た。LBR WT の mRNA を翻訳させた ICE に DY-590-dUTP を添加し、精子クロマチ

ンを加えたのちに賦活して核を形成させた。賦活後 45分、60分、90分で核を固定し、

DNAをHoechst 33342で、ラミン L3を特異抗体で免疫染色して共焦点蛍光顕微鏡で

観察した (図 4-2-10 A) 。次に、核当たりの DY-590 の蛍光強度を測定し、DNA 複製

によって核に取り込まれた dUTP とした。対照実験には、LBR の mRNA を加えない
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ICE と、LBR の mRNA および DY-590-dUTP の両方を加えない ICE を用いた。その

結果、dUTPの取り込みは、45分では極僅かであり、60分では取り込み量が増え、90

分ではさらに増大した (図 4-2-10 B)。いずれの時間においても、外来性 LBRの有無に

よらず dUTP の取り込み量に差はなく、LBR によるクロマチン‐核膜結合は DNA の

複製には影響を与えないことが示された。 

 

4-2-7. LBRによるクロマチン‐核膜結合は胞胚型核の核ラミナ構造を乱す 

次に、LBR によるクロマチン‐核膜結合が核内膜層の構造に影響を与えるかを調べ

た。LBR (WT) -Flagとその変異体 (ΔN2、ΔN3、ΔN2-3) のmRNAを添加した ICE

に、精子クロマチンを加えて賦活し、核を形成させた。賦活後 60 分でシクロヘキシミ

ドを添加して細胞周期を間期に停止させ、180分までインキュベートして核を大きく成

長させた。卵抽出液を固定したのち、強い遠心力で核をカバーガラス上に回収し、シー

ト状となった核膜について、DNAをHoechst 33342で、外来性LBRを抗Flag抗体で、

核ラミナを抗ラミン L3抗体で免疫蛍光染色して観察した (図 4-2-12、4-2-13)。その結

果、WT、ΔN2、ΔN3、ΔN2-3は、いずれも核膜に局在していた。WTを導入した核

膜では、クロマチンが核膜全体に結合している様子が観察されたが、ΔN2、ΔN3、Δ

N2-3を導入した核では、対照実験 (－)と同様に、核膜上に存在するクロマチンはわず

かだった (図 4-2-12、4-2-13)。核膜上のクロマチンと外来性 LBR、および核ラミナを

詳しく観察するため、図 4-2-12 で示した、白枠領域を拡大した (図 2-4-13) 。その結

果、WTを導入した核では、核膜に結合したクロマチンとWTは、クラスターを形成し

ていた。一方、ΔN2、ΔN3、ΔN2-3 は核膜上で均一な分布を示した。また、対照実

験 (－) やΔN2、ΔN3、ΔN2-3を導入した核では、ラミン L3の均一でスムースな核

ラミナ構造が観察されたが、WTを導入した核では、核ラミナ構造が不均一で、部分的

に疎な領域が観察された (図 4-2-13 A)。すなわち、クロマチンと核膜の結合を維持で

きない LBR変異体の導入では、核ラミナは対照実験と同様に均質に形成されるが、WT

によってクロマチンが核膜に結合した核では、核ラミナ構造に乱れが生じることが示さ

れた。 

WTを導入した核で、ラミナ構造の乱れが観察されたが、ラミナ構造が疎な領域とク

ロマチンの結合している領域、および LBR WTのクラスターが形成された領域の関係

を明らかにするため、クロマチンと LBR WT、クロマチンとラミン L3、LBRとラミン

L3の局在を観察した (図 4-2-13 B) 。その結果、クロマチンと LBR WTのクラスター
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は、近接して存在した (図 4-2-13 B、下段、Hoechst/α-Flag)。さらに、ラミン L3が

疎の領域と、クロマチンおよびLBR WTのクラスターの局在が一致した (図4-2-13 B、

下段、Hoechst/α-Lamin L3、α-Lamin L3/α-Flag)。このことから、クラスター化し

た LBR によってクロマチンが核膜に結合した領域では、ラミン L3 による核ラミナ構

造が疎になることが示された。 
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Actin

*

LAP2β

図 4-2-1 ツメガエル未受精卵の核内膜タンパク質組成

(A) 核内膜タンパク質LBR、MAN1、LAP2について、それぞれの特異

抗体を用いて、ウエスタン解析を行い、ツメガエルの未受精卵

(egg) とツメガエル腎臓由来培養細胞: A6における発現量を比較し

た。チューブリンとアクチンをローディングコントロールとした。

*: non-specific signal

(B) 受精卵(st.1)、胞胚(st. 7)、原腸胚 (st. 12)、神経胚 (st. 16)から核と

細胞質を含む画分を調製し、培養細胞A6の細胞抽出液とともに、

抗LBR抗体と抗チューブリン抗体を用いてウエスタンブ解析を行っ

た。*: non-specific signal
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*

A

B
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*

mRNA

－

図 4-2-2 卵抽出液における外来性核内膜タンパク質の発現

Flagタグを付加したLBR、nurim、MAN1、 LAP2β、emerinの

mRNAを、アクチン重合阻害剤を添加して調整した卵抽出液 (ICE)

中で翻訳させ、抗Flag抗体を用いたウエスタン解析により、発現量

を確認した。*: non-specific signal
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図 4-2-3 核内膜タンパク質LBRによるクロマチン‐核膜結合

(A) Flagタグを付加したLBR、nurim、MAN1、LAP2β、emerinを発現させたICEに

精子クロマチンを加えて賦活し、核を形成させた。賦活後60分の核を固定し、

カバーガラス上に回収して、抗Flag抗体を用いて免疫蛍光染色し、DNAを

Hoechst 33342で染色して、全視野蛍光顕微鏡で観察した。Flagの蛍光シグナ

ルにより、各外来性核内膜タンパク質が核に局在することを確認した。Scale

bar: 10 μm

(B) (A)の核を、賦活後180分までインキュベートして大きく成長させた。核を固定

し、DNAを Hoechst 33342で、脂質膜をDiOC6で染色し、全視野蛍光顕微鏡を

用いて、クロマチン‐核膜結合状態を解析した。Scale bar: 20 μm
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図 4-2-4 LBRとその欠損変異体

(A) LBRの全長(WT)とその欠損変異体 (ΔN1、ΔN2、ΔN3、ΔN2-3、ΔC) の

C末端にFlagタグを付加。TM: 膜貫通ドメイン、Ct: C末端核質領域、C

ドメイン: TM3-8 + Ct

(B) (A)で作製した各LBR-FlagのmRNAをin vitroで合成性、間期ICEで翻訳

させ、卵抽出液を抗Flag抗体 (上) と抗チューブリン抗体 (下) を用いて

ウエスタン解析した。*: non-specific signal
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図 4-2-5 LBR変異体の核局在性

(A) LBRの全長(WT)と変異体 (ΔN1、ΔN2、ΔN3、ΔN2-3、ΔC) のC末端にFlag

タグを付加し、ICEで発現させた。それらに精子クロマチンを加えて賦活

し、核を形成させた。賦活後60分の核を固定し、カバーガラス上に回収し

て、抗Flag抗体、抗LAP2ω抗体、Hoechst 33342で免疫蛍光染色し、全視

野蛍光顕微鏡で観察した。Scale bar: 10 μm

(B) (A) の核について、核当たりのFlag蛍光量を計測し、外来性LBRの核局在量

とした。WTの核局在量を1として各々の相対値をグラフに示した。Mean

± SEM, N = 80-155
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図 4-2-6 クロマチン‐核膜結合に関与するLBRの内部配列

(A) LBRの全長(WT)と変異体 (ΔN1、ΔN2、ΔN3、ΔN2-3、ΔC) のC末端にFlagタ

グを付加しICEで発現させた。それらに精子クロマチンを加えて賦活し、150

分までインキュベートして核を大きく成長させた。核を固定し、DNAを

Hoechst 33342で、脂質膜をDiOC6で染色し、全視野蛍光顕微鏡を用いて、

クロマチン‐核膜結合状態を解析した。 Scale bar: 20 μm

(B) (A) の核について、クロマチン‐核膜結合状態を目視により、whole-

attachment (red)、partial-attachment (yellow)、detachment (blue) の3つに分

類しそれぞれの割合をグラフに示した。Scale bar: 20 μm, N = 105-120
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図 4-2-7 LBRの核局在に関わる配列の探索

(A) LBRの全長 (WT) とN1ドメインの変異体 (Δ2-36、W20A) のC末端にFlagタグを付加

し、それらを発現させたICEを、抗Flag抗体を用い解析した。*: non-specific signal

(B) N1ドメインの変異体 (Δ37-64)のC末端にFlagタグを付加し、(A) と同様にICEに発現

させてウエスタン解析した。Δ37-64の発現量がWTの発現量と同程度となるmRNAの

濃度 (5.63 ng/μl) を以降の実験に採用した。

(C) 上記のLBR-FlagをICEに発現させ、精子クロマチンを加えて賦活し、核を形成させ

た。賦活後60分の核を回収して、抗Flag抗体および核膜マーカーとして抗LAP2ω抗

体を用いて免疫蛍光染色し、抗Flag抗体、抗LAP2ω抗体、Hoechst 33342で免疫蛍光

染色した。これらの核を、全視野蛍光顕微鏡で観察し、核当たりのFlag蛍光量を定量

して、外来性LBRの核局在量とした。WTの核局在量を1とした各々の相対値をグラフ

に示した。Mean ± SEM, N = 30-31
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図 4-2-8 LBRのN末端核質領域に結合する分子の探索

(A) LBRのN末端側核質領域 (N1-3) およびN1、N2、N3の各ドメインのC末

端にGSTタグを付加したリコンビナントタンパク質を大腸菌を用いて作

製し、グルタチオンセファロースビーズに結合させた。間期ICEと反応

させた後のビーズ溶出画分についてSDS-PAGEを行い、ゲルをCBB染色

して、溶出画分に含まれるリコンビナントタンパク質の量を定量した。

(B) (A)で求めたリコンビナントタンパク質量をもとに泳動量を補正し、抗ラ

ミン L3抗体、抗ラミン B1抗体、抗ヒストンH3抗体、抗ヒストンH4抗

体、抗ヒストンH2AX抗体を用いてウエスタン解析を行った。
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(α-Histone H3)
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図 4-2-9 LBRのN2ドメインへのヒストンの結合は大腸菌ライセート中の

DNA/RNAに依存したものではない

(A) LBR N2-GSTを含む大腸菌ライセートに、ヌクレアーゼを加えて室温で

インキュベートしたのち、除タンパクし、アガロースゲルで電気泳動し

たのちDNA/RNAを検出した。

(B) (A)でヌクレアーゼ処理したLBR N2-GSTライセートをグルタチオンセ

ファロースビーズに結合させ、間期ICEと反応させた。このビーズ画分に

対し、抗ヒストンH3抗体 (上) を用いてウエスタン解析を行った。ビーズ

画分のN2-GSTはアミドブラックで検出した (下)。
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図 4-2-10 LBRによるクロマチン‐核膜結合はDNA複製に影響を与えない

(A) LBR-Flag (WT) を発現させたICEにDY-590-dUTPを添加し、精子クロマチンを

加えて核を形成させた。賦活後、45分、60分、90分の核を抗ラミン L3抗体と

Hoechst 33342で免疫蛍光染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。Scale bar: 

10 μm

(B) (A)の核をカバーガラス上に回収して、DNAをHoechstで、脂質膜をDiOC6で染

色し、核を全視野蛍光顕微鏡で観察した。HoechstとDiOC6で染色される核領

域内のDY-590-dUTPのシグナルを、画像解析ソフトNIS-elements 3.14 (Nikon)

を用いて解析し、核当たりのDY-590-dUTPの蛍光量を測定した。N = 15, 

Mean±SEM

LBR mRNA
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図 4-2-11 核膜単離法

ICEにLBR-FlagのmRNAを添加し、精子クロマチンを加えて賦活し、核

を形成させた。シクロヘキシミドを添加して細胞周期を間期に停止させ、

賦活後180分までインキュベートして、核を大きく成長させた。この核を

固定し、30% スクロース/EBに重層して遠心することにより、カバーガ

ラス上にシート状の核膜を回収した。回収した核膜は、免疫蛍光染色を

行って、図2-4-12の核膜の観察に用いた。Scale bar: 10 μm
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図 4-2-12 核膜上のLBRとクロマチンの観察

LBR-Flag (WT、ΔN2、ΔN3、ΔN2-3) を発現させたICEに、精子クロマチンを加え

て賦活し、賦活後180分までインキュベートして、核を大きく成長させた。図2-4-

11で示した方法で核膜を単離し、抗Flag抗体、抗ラミン L3抗体を用いて免疫蛍光

染色し、DNAをHoechst 33342で染色して、全視野蛍光顕微鏡を用いて核ラミナを

観察した。Scale bar: 10 μm、白枠線:拡大観察領域 (図 4-2-13 A)
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図 4-2-13 LBRによる核ラミナ構造の乱れ

(A) 図4-2-13で示した白枠線の領域を拡大し、クロマチンと外来性LBRの局在およびラミン

L3によって形成される核ラミナ構造を観察した。Scale bar: 2 μm

(B) LBRのWTを導入した核について、クロマチンとLBR、クロマチンとラミン L3、LBRと

ラミン L3についてそれぞれMerge画像を作製した。Scale bar: 5 μm
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4-3.  考察 

4-3-1. 核内膜タンパク質 LBRによるクロマチン‐核膜結合 

アクチン重合阻害剤を添加して調製した ICE に、外来性核内膜タンパク質を発現さ

せたのち、核を形成させてクロマチン‐核膜結合状態を解析した結果、F-アクチン以外

にクロマチン‐核膜結合を維持できる因子として、LBR を同定した (図 4-2-3) 。未受

精卵には内在性 LBR がわずかに存在するが (図 4-2-1)、クロマチン‐核膜結合の維持

には量的に十分でないと考えられる。LBR 以外の外来性核内膜タンパク質は、いずれ

もクロマチン‐核膜結合を維持できなかった。LAP2β、emerinはいずれも、核質領域

に共通したドメイン; LEM (LAP2, Emerin, MAM1) ドメインを持ち、この LEMドメ

インに結合する BAF を介してクロマチンと相互作用することが報告されているが 

(Furukawa et al., 1999; Shumaker et al,. 2001; Lee et al., 2001; Mansharanami et 

al., 2005) 、LEM ドメインとクロマチンとの相互作用では、クロマチン‐核膜結合を

維持できないことが示された。このことから、LBRが発現している細胞では、LBRに

よって核膜につなぎ留められたクロマチンに対して、ラミンや他の核内膜タンパク質が

相互作用することで、遺伝子発現制御やクロマチン複製の制御が行われていると推測さ

れる。 

また、LBR は胞胚期まではごくわずかしか発現していないが、原腸胚以降に発現量

が増加することから (図 4-2-1) 、核 F-アクチンが豊富な胞胚期までは、LBRによるク

ロマチン‐核膜結合維持機構は機能せず、原腸胚期に核 F-アクチン消失し、LBR の発

現量が上昇して、LBRによるクロマチン‐核膜結合維持機構が機能すると考えられる。

胞胚期から原腸胚期にかけて、クロマチン‐核膜結合維持機構が F-アクチンによるも

のから LBR によるものに転換することは、胞胚から原腸胚にかけて大きく変化する核

の機能的性質である、転写の活性化に関与する可能性が考えられる。 

 

4-3-2. LBRの核局在メカニズム 

LBRの核局在メカニズムについては、これまでに N 末端核質領域 (N1-3) が核局在

に必要であることが報告されていたが (Smith and Blobel, 1993) 、それよりも詳細な

配列は明らかでなかった。また、ヒトの LBRの 63-79 aaと 93-108 aaにヌクレオプラ

スミンのNLSに似た配列があるとされていたが (Olins et al., 2010)、実際にこの配列

が核局在に寄与するかについての報告はなかった。本研究のドメイン解析の結果、ΔN1

が核に局在しないこと (図 4-2-5) 、ΔN2-3は核に局在することから (図 4-2-6) 、LBR
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の核局在には N1 ドメインが必要であることが明らかとなった。N1 ドメイン領域を、

さらに詳しく調べた結果、N1 ドメインの前半を欠損したΔ2-36、および N1 ドメイン

の後半を欠損したΔ37-64は、いずれもΔN1よりは核局在量が多いものの、N1以外の

ドメインを欠損した変異体に比べ、低い核局在量を示した (図 4-2-7 C) 。このことは、

N1ドメインの広範な領域が LBRの核局在に必要であることを示すものである。また、

H4K20me2 との相互作用に必要であることが示されている 20 番目のトリプトファン 

(Hirano et al., 2012) をアラニンに置換したW20Aは、ΔN1同様、ほとんど核に局在

しなかった  (図 4-2-7 C)。N1 ドメインは、5 つのβシートと 1 つのαヘリックスが、

疎水性アミノ酸によってバスケット状の立体構造をとることが、構造解析によって示さ

れている (Liokatis et al., 2012)。このうち、4つのアミノ酸の側鎖が、バスケット構

造の表面でクラスターを形成するとされている。この 4つのアミノ酸は種間での保存性

が非常に高く、20 番目のトリプトファンは、このクラスターを形成するアミノ酸の 1

つである (Liokatis et al., 2012) 。このことから、W20Aでは N1ドメインのアミノ酸

の側鎖によるクラスターが形成されず、N1ドメインの立体構造が変化したために、LBR

の核局在が阻害されたと考えられる。以上の結果から、LBRの核局在には、N1ドメイ

ンの広範な領域が必要であり、且つ、N1 ドメインの立体構造が維持されることが重要

であると推測される。 

 

4-3-3. LBRによるクロマチン‐核膜結合の分子メカニズム 

C末端に Flagタグを付加した LBR WT、ΔN1、ΔN2、ΔN3、ΔN2-3および ΔCを発

現させた ICE を用いて核を形成させ、クロマチン‐核膜結合状態を解析したところ、

N2 および N3 ドメインの両方が、クロマチンと核膜の結合に関わることが明らかにな

った。ΔN2 およびΔN3 ではいずれも、クロマチン‐核膜結合状態が partial-

attachment を示す核の割合が最も多く (図 4-2-6) 、N2 および N3 ドメインを両方欠

損したΔN2-3では、ほとんど全ての核でクロマチンが完全に乖離したことからも、N2、

N3 ドメインのそれぞれが、クロマチンと直接または間接的に相互作用することが予測

された。さらに、GST プルダウン実験により、N2 ドメインにはヒストンが、N3 ドメ

インにはラミン B1 と HP1γが結合することが示された (図 4-2-8) 。このことから、

LBR と N2 ドメインとコアヒストン、および N3 ドメインとクロマチン上の HP1γの

相互作用によって、クロマチン‐核膜結合が完全に維持される (whole-attachment) と

考えられる。 
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これまでに、Solovei ら (2013) の報告によれば、哺乳類の桿体細胞の核において、

LBR はヘテロクロマチンを特異的に核膜につなぎとめるとされている。本研究で用い

た ICEで形成した核には、明確なヘテロクロマチン領域が存在しないとされているが、

LBRによって、クロマチン全体が核膜に結合する様子が観察されたため (図 4-2-3、2-

4-6) 、この結果は一見 Solovei らの報告と矛盾する。しかしながら、LBR との相互作

用が示されたHP1γ (図 4-2-8) は、ヘテロ/ユークロマチンの両方に局在する (Minc et 

al., 2001) こと、ツメガエル卵には豊富な HP1γが存在すること (図 4-2-8) を合わせ

て考えると、ICE で形成した核ではクロマチン全体に局在する HP1γを介してクロマ

チン全体が LBRに結合すると考えられる。 

 

4-3-4. LBRによるクロマチン‐核膜結合が胞胚型核の構造へ与える影響 

C末端に Flagタグを付加した LBR WTと各変異体 (ΔN2、ΔN3、ΔN2-3) を発現

させた ICE を用いて核を形成させ、核膜を単離して解析した結果、WT を発現させク

ロマチン‐核膜結合が維持された核では、単離した核膜全体にクロマチンが結合してい

る様子が観察された。一方、ΔN2およびΔN3では、クロマチン‐核膜結合状態の解析

では partial-attachment を示す核が多かったにもかかわらず (図 4-2-6) 、単離した核

膜上にクロマチンはほとんど局在していなかった (図 4-2-12、図 4-3-13) ことから、N2

および N3 ドメインのいずれが欠けても完全なクロマチン‐核膜結合状態を保つこと

はできないが、N2および N3ドメイン両方を有するWTによるクロマチン‐核膜結合

の維持は、非常に堅固であると考えられる。 

単離核膜上で、WTはクラスターを形成しており、このクラスターは核膜上のクロマ

チンと近接して存在していた。一方で、クロマチン‐核膜結合領域を欠損しているΔN3、

ΔN2-3では、変異体 LBRはWTのようなクラスターを形成していない。ΔN2はわず

かにクラスター様の構造が観察されるものの、WTのような鮮明な構造をとらない (図

4-2-13) 。このことから、クロマチン‐核膜結合の維持と、LBRが核膜上でクラスター

構造を形成することには関連があると考えれられる。しかしながら、LBR がクラスタ

ー構造を形成するために、クロマチンが核膜に結合するのか、クロマチンが核膜に結合

した結果、LBRがクラスター構造を形成するのかについては不明である。 

興味深いことに、LBR WT を導入しクロマチン‐核膜結合が維持された核では、ラ

ミン L3で構成される核ラミナ構造に乱れが生じた (図 4-2-13) 。特に、クロマチンと

LBR がクラスターを形成する部分では、ラミン L3 が疎になり、核ラミナ構造に穴が
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開いていた (図 4-2-13) 。さらに、LBR は N 末端核質領域で B-type ラミンに結合す

ることが知られている (Worman et al., 1988; Simos et al., 1992) が、プルダウン実験

の結果、B-type ラミンであるラミン L3 は卵抽出液中には豊富に存在しているにもか

かわらず (Lourim et al., 1996) 、LBRのN末端核質領域にはごくわずかしか結合しな

かった (図 4-2-8) 。これらのことから、LBR はラミン L3 と親和性が低いことが示さ

れ、このために LBR がクラスターを形成している領域で、ラミン L3 によるラミナ構

造が疎になったと考えられる。ラミナ構造の乱れは、転写やゲノムの安定性に影響を及

ぼす可能性が考えらえれる。例えば、培養細胞を用いた研究により、核ラミナ構造の乱

れは核内の RNA polymerase II の局在を変化させることが報告されている (Shimi et 

al., 2008)。また、ラミン A の変異による早老症  (Hutchinson-Gilford progeria 

syndrome) の患者の細胞では、DNA 損傷の増加や、ヘテロクロマチン特異的なヒス

トン H3 の 9 番目のリジンのメチル化修飾 (H3K9me3) の減少などが起こることが報

告されている (Liu et al., 2005; Scaffidi and Midteli 2005)。これらのことから、LBR

によるクロマチンと核膜の結合は、ツメガエル胞胚期の核に適さないために、受精卵か

ら胞胚期までは LBRの発現量が低く保たれていると推察される。 

ツメガエル同様にMBTが存在する胚発生過程をたどるゼブラフィッシュでは、胞胚

期までは LBRの発現量が少なく、MBT以降に発現量が上昇し (Schild-Prüfert et al., 

2006) 、ショウジョウバエでも LBRが核に局在するのは細胞性胞胚期以降であること 

(Hampoelz et al,. 2016) が報告されている。このことから、核の構造や機能が特殊な胚

発生の初期では、LBR によるクロマチン‐核膜結合が働かないことが重要であると考

えられる。一方で、LBRは、ホヤからヒトまで保存されており (Olins et al., 2010) 、

分化した細胞に一般的に発現している核内膜タンパク質であることから、LBR による

クロマチン‐核膜結合の維持は、一般的な体細胞の核の機能にとって重要であると考え

られる。 
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第 5章 総括 

 本研究により、ツメガエル胞胚期の核内に、F-アクチンが豊富に存在することが初め

て明らかになった。ツメガエルやヒトデの卵母細胞の GV (Clark and Marriam, 1997; 

Clark and Rosenbaum, 1979; Mori et al., 2014) 以外で、これほど高密度の F-アクチ

ンが核に存在するという報告はこれまでにない。また、本研究で胞胚期の核 F-アクチ

ンの解析を可能とする卵無細胞系 (IFE) が確立された。IFEを用いて、核 F-アクチン

が胞胚細胞核のクロマチン‐核膜結合を促進し、クロマチンが核内で凝集するのを防ぐ

役割を果たすことが示された。また、核 F-アクチンは核の強度を高め、さらに分裂中

期染色体の紡錘体赤道面への整列を促進することが示された。これらのことから、核

F-アクチンは、胞胚細胞の核において様々な機能を担っていると考えられる。 

他方、原腸胚期に進行した胚では核F-アクチンがほぼ消失することが見出だされた。

原腸胚の核では、体細胞型の INMP の発現レベルが上昇する。ICE を用いた検討によ

り、INMPの一つの LBRがクロマチン‐核膜結合の維持に働くことが示された。LBR

は胞胚期までは発現量がわずかで、原腸胚期以降に発現量が上昇することから、原腸胚

期以降のクロマチン‐核膜結合の維持には主に LBR が関与すると考えられる。また、

ICEで形成される核に LBRによるクロマチン‐核膜結合を導入したところ、初期胚型

のラミン L3で形成される核ラミナ構造に乱れが生じた。このことから、LBRによるク

ロマチン‐核膜結合は、胞胚期の核には適さないことが示唆され、胞胚期の核のクロマ

チン‐核膜結合の維持は LBR ではなく、F-アクチンによって行われる必要があること

が示唆される。 

本研究で明らかにされた、二つのクロマチン‐核膜結合維持機構は、胞胚および原腸

胚以降の細胞核の様々な機能的特質と関連すると考えられる。ツメガエル GVに培養細

胞核を移植すると、核 F-アクチンが発達し、核 F-アクチン依存的に Oct4 の転写が活

性化され、培養細胞核のリプログラミングが進行するという報告がある (Miyamoto et 

al., 2011)。また、核アクチンの形態は、転写の調節に関与することが近年の研究で明

らかにされている (Hofmann et al., 2004; Philimonenko et al., 2004; Vartiainen et 

al., 2007; Mouilleron et al,. 2011; Dopie et al., 2012; Serebryannyy et al., 2016)。こ

のようなことから、胞胚期の核に高密度で蓄積する F-アクチンは、上記で述べた役割

のみならず、核の未分化性維持やMBTにも関与する可能性が高い。一方で、原腸胚以

降、核 F-アクチンが急激に減少することから、核 F-アクチンは、原腸胚以降の分化を

開始する細胞にとっては、不都合であるのかもしれない。LBR によるクロマチン‐核
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膜結合は胞胚期の核には適さないが、核内膜直下で行われる転写制御に重要である可能

性が高い。胞胚期までは未分化性が維持され、MBT 以降に転写が活性化する両生類と

魚類においては、核 F-アクチンによるクロマチン‐核膜結合は転写の抑制に、LBR に

よるクロマチン‐核膜結合は転写に重要である可能性が考えられる (図 5-1)。両生類や

魚類以外の動物では、明確なMBTが存在しないが、胚発生の初期には転写が抑制され

ており、胚発生過程で転写が活性化される。このことから、ツメガエル以外の動物にお

いても、胚発生のごく初期には核 F-アクチンが存在する可能性がある。また、ゼブラ

フィッシュやショウジョウバエでも、ツメガエル同様に胚発生の初期には LBR の発現

量が低く (Schild-Prüfert et al., 2006; Hampoelz et al,. 2016) 、細胞分化の開始する

時期から発現量が上昇する。すなわち、本研究で見出した、二つのクロマチン‐核膜結

合機構とその転換は、多くの生物種の胚発生過程で共通する重要な仕組みであるかもし

れない。 



胞胚期 原腸胚以降

核内膜
核ラミナ

核 F-actin

クロマチン

未分化性 +++ ±

細胞周期 30分 約24 時間

転写 ― ++

クロマチン
複製

+++ ++

核F-アクチンによる
クロマチン-核膜結合

LBRによる
クロマチン-核膜結合

核内膜タンパク質

LBR

図 5-1胚発生過程におけるクロマチン‐核膜結合の分子機構の転換
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