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研究成果の概要（和文）：本研究では、核―細胞質間物質輸送異常と細胞がん化の相関を明らかにすることを目指し、
核―細胞質間物質輸送の介助をする核膜孔タンパク質NUP214の白血病で観察される変異型タンパク質SET-NUP214,DEK-N
UP214の機能解析を行った。SET-NUP214,DEK-NUP214発現細胞では核外輸送運搬体CRM1/XPO1およびNXF1/TAPの局在が変
化し、生体高分子の核外輸送に変調を来すことが明らかとなった。加えて、SET-NUP214,DEK-NUP214発現細胞ではNF-κ
B構成タンパク質の局在が変化し、NF-κB活性が抑制されることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the relationship between aberrant nuclear-cytoplasmic transport and 
oncogenesis, we examined cellular functions of fusion proteins, SET-NUP214 and DEK-NUP214. NUP214 is one 
of the nuclear pore complex components, and critical for efficient nuclear-cytoplasmic export of 
macromolecules.
We found SET-NUP214 and DEK-NUP214 interact with not only XPO1/CRM1 but also NXF1/TAP preferentially 
among several nuclear transport receptors. We observed that nuclear accumulation of endogenous proteins 
harboring NES in cells expressing SET-NUP214 or DEK-NUP214. By contrast, nuclear accumulation of mRNA was 
not so clear in cells expressing SET-NUP214 or DEK-NUP214. We also observed that endogenous NF-κB 
complex, whose subcellular localization is regulated in a XPO1-dependent manner, accumulates in nuclei in 
cells expressing SET-,DEK-NUP214. NF-κB activity was partially suppressed in the presence of 
SET-,DEK-NUP214.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞内分子輸送は細胞の機能や秩序を維持
するのに必要な機構である。その中で、核−
細胞質間の物質輸送は、核膜によって核と
細胞質が隔てられている真核生物で見られ
る機構である。タンパク質や RNA は核と
細胞質を移動することによってしばしばそ
の活性が制御されている。  
核膜は正常な細胞機能維持に必須で、核膜

構成因子の遺伝子異常はさまざまな疾患を
引き起こすことが知られている。例えば、核
‐細胞質間物質輸送は核膜孔複合体を介し
て行われているが、これまでに核膜孔タンパ
ク質をコードする遺伝子が白血病で転座型
遺伝子を形成することが報告されている。そ
の中の一つ nup214/can は染色体転座により
set-nup214 や dek-nup214 などの融合遺伝
子を形成する（図 1）。Nup214 は核膜孔タン
パク質にしばしば見られる Phe-Gly(FG)リ
ピート領域を介してタンパク質や RNA の核
― 細 胞 質 間 運 搬 体 で あ る
CRM1/Exportin-1(XPO1)や importin-β 等と結
合し、選択的な核―細胞質間分子輸送の介助
を行っている。 

nup214 ノックアウトマウスは胎生致死であ
り、ノックアウト細胞では polyA RNA の核へ
の蓄積が見られること、nup214 をノックダウ
ンした細胞ではタンパク質の核外移行が強
く抑制されていることから、Nup214 は核膜
孔が正常に生体高分子輸送の介助を果たす
のに必須であり、白血病発症にはタンパク質
や RNA の細胞内輸送の異常が関連するもの
と想定される。 
以前に、我々は、SET-Nup214 が核外移行

シグナル(NES)を有するタンパク質の核外輸
送を担う XPO1 と結合すること、set-nup214
トランスジェニックマウスでは未分化な造
血細胞が増加していることを報告している。
しかし、DEK-Nup214 や SET-Nup214 の発現
が、どのような細胞内輸送に影響を与えるの
か、またそのことによりどのような遺伝子発
現に変調が生じているのか、さらに、これら
は dek-nup214や set-nup214が関与する細胞の
がん化をどのように説明できるのか、など不
明な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、核―細胞質間輸送異常と細胞が
ん化の相関を明らかにすることを目指し、白
血病でみられる融合遺伝子産物 SET-Nup214

およびDEK-Nup214の発現によって細胞内局
在に変化が生じるタンパク質や RNA の実体
を明らかにすること、局在変化を示した因子
が関わる細胞内機能に、SET-, DEK-NUP214
がどのような影響を与えているか明らかに
することを目的として実験を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) SET-, DEK-Nup214 が各種の核内外輸送機
構に与える影響の検討 
FG リピートを有する核膜孔タンパク質は、
タンパク質の核外輸送以外にも、タンパク質
の核内輸送や mRNA や非コード RNA 分子の
核外輸送に関わる輸送因子とも結合し、輸送
の介助を行っている。そこで、いくつかの輸
送運搬体と SET-, DEK-Nup214 との相互作用
を免疫沈降法により検討した。また、相互作
用が見られた運搬体については、それが担う
タンパク質や RNA の細胞内局在への影響に
ついても免疫染色法により検討した。 
 
(2) SET-, DEK-Nup214 発現によって核―細胞
質間輸送に変調が起こる生体高分子の同定
（(1)での結果を踏まえて実験を進める） 
 
①今までの報告から、細胞分化や細胞増殖、
アポトーシスに関わっている因子で、核―細
胞質移行して機能を果たすタンパク質ある
いは RNA を検索し、局在を免疫染色法によ
り観察した。 
 
②SET-, DEK-Nup214 発現細胞から核抽出液
および細胞質抽出液を調製し蛍光標識二次
元ディファレンスゲル電気泳動を行った。コ
ントロールの核あるいは細胞質抽出液と比
較して、量がそれぞれ増加あるいは減少した
タンパク質は SET-, DEK-Nup214 により核に
蓄積した可能性がある。変化が見られたタン
パク質を質量分析装置により同定を試みた。 
 
(3) 同定因子による遺伝子発現調節機構の解
明 
細胞内輸送に異常が起きていた因子につい
ては、それにより遺伝子発現や細胞の性質に
どのような影響が表れているのか、SET-, 
DEK-Nup214 発現細胞を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) SET-, DEK-Nup214 が各種核外輸送機構に
与える影響 
 
核―細胞質間輸送因子(IPOβ、IPO7、XPO1、

XPO2 、 XPO3 、 XPO5 、 NXF1) と SET-, 
DEK-Nup214 との免疫沈降実験を行い、
Nup214 融合遺伝子産物が mRNA の核外輸送
因子であるNXF1/TAP及びタンパク質の核外
輸送因子である XPO1/CRM1 と結合すること
を見出した（図 2）。NXF1 あるいは XPO1 と
の結合特異性が SET-, DEK-Nup214 のどの領
域に依存しているかを調べるため、欠損変異



体を用いて同様の実験を行ったところ、FG
リピート領域を含む Nup214 欠損変異体でも
同様の因子の結合特異性を示した。このこと
から、SET-, DEK-Nup214 と核―細胞質間輸送
因子との相互作用には特異性があること、そ
の特異性は Nup214 領域によって生じている
ことが明らかとなった。Nup214 は IPOβ、Xpot、
XPO1、NXF1 といった輸送因子と結合するこ
とが報告されており、我々の結果はこれらの
報告とおおよそ一致している。このことは、
SET-, DEK-Nup214 の SET あるいは DEK 領域
は Nup214 領域の構造に影響を与えていない
ことを示唆している。 

以前我々は SET-, DEK-Nup214 が内在性の
XPO1 の細胞内局在を変化させていることを
観察している。本研究で行った免疫沈降実験
より SET-, DEK-Nup214 が NXF1 とも相互作
用することが明らかとなったことから、SET-, 
DEK-Nup214 発現細胞における NXF1 の細胞
内局在を調べたところ、SET-Nup214 細胞で
は NXF1 が SET-Nup214 の存在する顆粒状の
ドットへ一部集積していることが明らかと
なった。 
 
(2) SET-, DEK-Nup214 発現によって核―細胞
質間輸送に変調が起こる生体高分子の同定 
 
①以前、我々は NES を融合させた EGFP タン
パク質をモデルタンパク質として用い、SET-, 
DEK-Nup214 発現によってタンパク質の核外
輸送が阻害されていることを見出している。
しかし、実際 XPO1 で核外輸送が行われてい
る内在性の NES タンパク質に対しても SET-, 
DEK-Nup214 が同様の影響を及ぼしているの
かは不明であった。 
そこで、NES を保持するタンパク質として

知られている CyclinB1 および IκBα の局在に
ついて調べたところ、正常細胞では両タンパ
ク質は主に細胞質に観察されるのに対して、
SET-, DEK-Nup214 発現細胞では顕著に核へ
局在していることが観察された。一方で、

NXF1 が輸送を担う mRNA の局在は、正常細
胞と SET-, DEK-Nup214 発現細胞の間でそれ
ほど大きな差はみられなかった。 
免疫沈降実験では XPO1、NXF1 共に SET-, 

DEK-Nup214 と効率よく結合していることが
観察されている。免疫沈降実験と局在を観察
した実験での結果の違いについては、内在性
NXF1 への親和性が XPO1 のそれと比べて低
かったためではないか、と推測している。 
 
②蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気
泳動に用いる核抽出液の調製、二次元電気泳
動の条件検討が終了した。コントロールの核
あるいは細胞質抽出液と比較して、SET-, 
DEK-Nup214 発現細胞で量がそれぞれ増加あ
るいは減少したタンパク質を質量分析装置
により同定するのが今後の課題である。 
 
(3)同定因子による遺伝子発現細調節機構の
解明 
 
今回の研究で、SET-, DEK-Nup214 の発現によ
り、IκBα の細胞内局在が変化していることを
見出した。IκBα は NF-κB の転写活性を阻害
する因子である。そこで、IκBα が関与してい
る NF-κB 経路の活性を検討した。TNF-α 添加
により NF-κB 経路を活性化させ、レポーター
アッセイ及び RT-qPCR 法により遺伝子発現
量を測定することで、転写活性化の度合いを
検 討 し た 。 TNF-α 非 添 加 時 、 SET-, 
DEK-Nup214 発現の有無に関わらず、転写活
性はほとんど見られなかった（図３）。一方、
TNF-α 添加時、Nup214 融合遺伝子産物の発
現量に応じて、NF-κB 経路の抑制が検出され
た（図４）。 

TNF-α 添加時の SET-, DEK-Nup214 による
遺伝子発現抑制機構について、免疫沈降実験、
免疫染色実験、ChIP アッセイ等を行った結果、



SET-, DEK-Nup214 発現細胞では TNF-α 添加
後にも IκBα が核内に存在しており、核内で
転写因子 p65 と結合していること、p65 は
SET/DEK-Nup214 発現細胞において DNA 結
合領域への結合が減少していることが観察
された。正常細胞では、IκBα は TNF-α など
によって NF-κB 経路が活性化された後、細胞
質でリン酸化され、分解される。 SET-, 
DEK-Nup214 発現細胞では、核に局在してい
る IκBα が分解から逃れ、IκBα が NF-κB に結
合することで、NF-κB 転写活性が抑制された
と推測される。 
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