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SUMMARY 

Ciliated protozoa have two distinct nuclei, a macronucleus (MAC) and a micronucleus (MIC). In T. thermophila, 

the nuclear pore complexes (NPCs) of MAC and MIC were composed of a different set of Nup98 nucleoporin, whereas 

other components found to date have been common. Two macronuclear Nup98s contain typical Gly-Leu-Phe-Gly 

(GLFG) repeats, however two micronuclear Nup98s contain novel Asn-Ile-Phe-Asn (NIFN) repeats. This fact implies 

that nuclear transport via Nup98 is biased or nucleus-specific. To investigate the relation between the exclusive Nup98s 

and the transport of either nucleus-specific protein, we prepared mutant cells expressing a chimeric Nup98 bearing 

GLFG repeats but localizing to the MIC or an opposite chimera bearing NIFN repeats but localizing to the MAC. Incor-

不可能であった。生きた接合対で見られる核の形と

位置をそのまま固定できるか調べた。ホルマリン、

パラホルムアルデヒド、ブアン、ピクリン酸、ピク

リン酸＋ホルマリンなどの固定液を調べたが、いず

れも大核の形が変形し、位置も移動した。それで、

観察は全て生細胞で行った。 

 口部装置に付着している紡錘形の大核は、接合が

始まると、paroral union 形成前に口部装置より離れ、

背中側に移動した。前後に二つある収縮胞のうち、

前の収縮胞に大核が付着した。 減数分裂核の最初

に、クロマチンが強く凝縮してから核膜が変形して

片側に突出し、その後にクロマチンが伸長した。生

殖核の間期は紡錘形であり、核内のクロマチンの分

布は不均一であった。さらに複数の生殖核は一定の

位置にあり移動する時は並んでから移動する。 

 断片化する大核は、クロマチンが太い紐状になっ

てから、核自体が引き延ばされ、一定サイズに切断

される。 接合後期にある複数の核、つまり大核原

基、小核、大核断片は 細胞の前部に収縮胞に近い

部域に移動し、そこに集合した。最初に大核原基、

ついで小核、最後に大核断片が移動した。一方食胞

は散在または細胞後部に分布していた。その後の細

胞分裂時には収縮胞が分配装置になっていた。この

他にも多くの現象が見出された。全体をまとめた時

期の表（発生段階表）を作成した。 

 

[考察] 接合時の核変化を生細胞で観察すると、今ま

で知られていない現象が多数見出された。ゾウリム

シの生細胞観察は今までなされて来たが、細胞はあ

まり透明ではないため、細胞をカバーグラスで扁平

にしないと核が観察できない。今回は透明な細胞を

使ったため、扁平にしなくてもある程度観察でき

た。また、遠心やピペット操作自体が artifact を誘導

することが今まで不明であった。核交換、受精や受

精後第 3 分裂の時期に核の位置が決まっていること

が知られているが、今回の観察では、その他のほと

んどの時期で核の位置は決まっており、収縮胞が大

きな役割を果たしていることが示唆された。さらに

小核内のクロマチンの形も予想外に変化に富むこと

がわかった。今回の観察はおおまかなもので、さら

に詳しく経時的に観察する必要がある。 
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[目的] 核膜上に存在し、核内と細胞質を結ぶ唯一の

連絡路である核膜孔は、核膜孔複合体（nuclear pore 

complex; NPC）によって形成されている。約 30 種類

の NPC 構成タンパク質（ヌクレオポリンと総称さ

れる）のうち、約 3 分の 1 は Phe-Gly の繰り返し配

列（FG リピート）を持つ FG ヌクレオポリンであ

り、このリピート領域が importin β などの核輸送担

体との結合能力を持つことで核輸送を促進すると考

えられている。最近の研究により、繊毛虫テトラヒ

メナにおける大核と小核の NPC は、構成するヌク

レオポリンの一部が異なることが分かった（1, 2)。

FG ヌクレオポリンの一種である Nup98 は、大核専

用のものと小核専用のものが 2 種類ずつ存在する

が、大核 Nup98 のリピートモチーフが Gly-Leu-Phe-

Gly（GLFG）であるのに対し、小核 Nup98 は Asn-

Ile-Phe-Asn（NIFN）で、両者のアミノ酸配列は決定

的に異なることも明らかになった（2)。したがっ

て、両者の核輸送担体に対する結合特性には違いが

あるはずで、このことが核選択的タンパク質の選別

輸送に深く関わっているのではないかと考えた。こ

のことを確かめるため、GLFG リピートを小核 NPC 

に、NIFN リピートを大核 NPC にそれぞれ異所局在

させるキメラ分子を発現させ、核タンパク質の選別

輸送に対する影響を調べた。本研究では、これらの

解析から明らかになった核選択的なタンパク質輸送

の新たな仕組みとして、ヌクレオポリンが核輸送の

バリアとして働くことを報告する。 

 

[材料と方法] Nup98 のリピート領域は N 末側に、

核膜孔局在化領域は C 末側にそれぞれ存在するの

で、MacNup98A（大核型）の N 末側に MicNup98A

（小核型）の C 末側を繋いだキメラ（BigMic）と、

その逆のキメラ（BigMac）を発現するコンストラク

トをそれぞれ作成した。両者のN末端には mCherry 

を融合し、MTT1 プロモーターにより発現を誘導し

た。H1（大核リンカーヒストン)、MLH（小核リン

カーヒストン)、H2B、NLS（核局在化シグナル）な

どの核タンパク質は、N 末端に  GFP を融合し、

rpL29 プロモーターにより発現を誘導した（コンス

トラクト構築の詳細は 2 を参照)。核タンパク質の

核内蓄積量は、共焦点レーザー顕微鏡で取得した画

像から GFP の蛍光量を測定して見積もった。  
 

[結果と考察] Nup98 のキメラ分子の局在化は、その 

C 末側領域に従い、BigMic は小核 NPC に、BigMac 

は大核 NPC にそれぞれ局在した。BigMic（GLFG リ

ピート）が局在する小核には、大核特異的タンパク

質（H1,  NLS）は輸送されなかった。同様に、

BigMac（NIFN リピート）が局在する大核には、小

核特異的タンパク質（MLH）は輸送されなかった。

したがって、Nup98 のリピート領域だけでは核選択

的な輸送を引き起こすことはできないことが分かっ

た。一方、BigMic（GLFG リピート）が局在する小

核では MLH の蓄積量が著しく減尐し、同様に、

BigMac（NIFN リピート）が局在する大核では、H1 

や NLS の蓄積量が著しく減尐した。しかしながら、

両核共通成分である H2B のそれぞれの核における蓄

積量は、キメラ Nup98 の局在に影響されなかった。

したがって、大核 GLFG リピートは小核特異的な核

輸送を選択的に阻害し、小核 NIFN リピートは大核

特異的輸送を選択的に阻害することが分かった。こ

れらの解析結果は、FG ヌクレオポリンは、importin 

β と相互作用することによって核タンパク質の核移

行を促進するという機能だけでなく、タンパク質に

よっては核移行のバリアとして働きうることを示し

ている。 

 このような核選択的なバリア機能は、テトラヒメ

ナのように 2 種類の核をもつ生物では極めて重要と

考えられる。選択的な核移行能が、二核性の維持に

決定的な役割を果たしている可能性が高いためであ

る。今後は、大核と小核が分化する際に、これらの

ヌクレオポリンが、どのような仕組みで大核・小核

にだけ取り込まれ、ひいては大核・小核を特徴付け

ていくのかを検討する必要がある。 
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rect localization of characteristic repeat sequences did not induce additional transport of opposite nuclear proteins. How-

ever, interestingly, the GLFG localizing to the MIC obstructed the nuclear accumulation of MIC-specific nuclear pro-

teins. Furthermore, the NIFN localizing to the MAC obstructed the nuclear accumulation of MAC-specific nuclear pro-

teins. These results suggest that Nup98s act as a barrier to misdirected localization of the nucleus-specific proteins. Our 

findings provide clear evidence that the exclusive Nup98s contribute to the nucleus-selective transport in the ciliated pro-

tozoa.    

 


