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研究成果の概要（和文）：核―細胞質間輸送因子は、動物の胚発生に重要な役割を果たすことが示唆されるが、
そのメカニズムは明らかではない。そこで、核―細胞質間輸送因子の遺伝子欠損による動物発生の表現型解析を
通じた発生過程での機能の解明を目的とした。結果、発生段階で何らかの特異的な変化がみられることを掴ん
だ。合わせて核―細胞質間輸送因子発現操作細胞株の作成と性質の解析を行い、核―細胞質間輸送因子の発現抑
制が細胞の増殖に関わることを見つけ、分子メカニズムを明らかにしつつある。合わせて核―細胞質間輸送因子
の特異的アプタマーの作成を試みて成功した。今後は特異的阻害剤として発生過程での核―細胞質間輸送因子の
機能解析に用いる。

研究成果の概要（英文）：Although the nucleocytoplasmic transport is supposed to be involved in 
mammalian embryogenesis, not all of the molecular mechanism has been elucidated. We tried to 
investigate the role of the nucleocytoplasmic transport in mouse embryogenesis via phenotype 
analysis of transgenic mice. As a result, we found that the transgenic mice exhibited some stage 
specific phenotype during development. We also tried to characterize the transgenic cell lines of 
nucleocytoplasmic transport receptors, and revealed that the receptors are involved in 
proliferation. Additionally, we obtained aptamers that bind specifically to nucleocytoplasmic 
transport receptor, by which we are planning to use as specific inhibitor when monitoring the 
activity of the receptors during embryogenesis.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 核輸送
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 真核細胞では、核は脂質二重膜である核膜
により覆われ、細胞質と物理的に隔てられて
いる。そのため、核―細胞質間の情報伝達の
多くは核膜上に存在する核膜孔を介して行
われる。脂質二重膜からなる核膜を貫通する
核膜孔は巨大な蛋白質複合体であり、中央の
網目構造部分は自由に通過できる分子サイ
ズが制限される。イオンなどの小分子は自由
に核膜孔を通過するが、40KDa 以上の大きな
分子は特異的な核―細胞質間輸送受容体に
より選択的かつエネルギー依存的に輸送さ
れる。 
 
 

  
 
 研究代表者の過去の研究から、核―細胞質
間蛋白質輸送が、転写因子の輸送調節を通し、
細胞分化に重要な役割を果たすことが示唆
された(1)。核へと運ばれる蛋白質の受容体
である importin αは、哺乳類では 6-7 種類
のファミリー分子が存在し(2,3)、成体の組
織ごとに発現パターンが異なる。マウス ES
細胞では importin α2 が主に発現するが、
分化開始後はimportin α2の発現が低下し、
他のファミリー分子の発現が上昇する。上昇
するファミリー分子の種類は細胞種により
異なり、神経分化では importin α1 や
importin α3 などが上昇する。このようなフ
ァミリー分子発現のスイッチングは、抑制す
ると分化が阻害されることから、ES 細胞の分
化に必須であるといえる。さらに、分化の過
程で importin αファミリー分子は、それぞ
れの基質特異性により、POU ファミリーなど
特定の転写因子を輸送する。 
 
 Importin α2 の低下は幹細胞分化に必要で
あり、importin α2 を恒常的に発現させると
ES 細胞は分化せずに死ぬ。これは、importin 
α2がOct3/4などの転写因子を核へと運ぶ一
方、Oct6 や Brn2 の輸送を特異的に阻害する
ことで ES 細胞の未分化維持に働いており、
分化の際にはこの活性を抑える必要がある 

 

 
ことを示す。このような活性は、他の
importin αファミリー分子には無く、
importin α2 は他のファミリー分子とは異
なり、幹細胞の維持に関わる独特の機能をも
つ。このことより、importin α2 は個体発生
においても何らかの重要な役割を担ってい
る可能性が高いと考えられた。 
 
 これまでに国内外で importin α 1、
importin α3、importin α４、importin α
6、importinα7 のノックアウトマウスが作製
され、報告されている。表現型としては、
importin α7 の雌の卵割期での停止による
低出生率(5)、importin α6 ノックアウトマ
ウスの雌の不妊と、importin α1 ノックアウ
トマウスの1系統に雌の分娩異常がみられた 
(6)。このうち、importin α1 ではノックア
ウトマウスの脳組織において importin α3
が野生型よりも高発現しているのが観察さ
れたことから、importin α1 と importin α
3 の相補性が示された(7)。このように、
importinαファミリーにはそれぞれに特異
的な機能があり、組織や細胞の種類に応じて
特定のファミリー分子間での相補性がある
ことがうかがえた。一方、importinαファミ
リー分子の中で幹細胞の維持に関わる独特
の機能を持つimportinα2のノックアウトマ
ウスは国内外いずれにおいてもまだ作製さ
れておらず、胚発生における機能も解析され
ていなかった。 
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２．研究の目的 
 
 本研究では importinαを中心に、核―細胞
質間蛋白質輸送が胚発生においてどのよう
な役割を果たすのかを明らかにするのが大
きな目標であった。このような核―細胞質間
蛋白質輸送が細胞分化に果たす役割を真に
理解するには、個体による解析が不可欠であ
った。importinαファミリーのノックアウト
マウスの解析は行われているものの、
importinα2 のノックアウトマウスは存在し
なかった。また、核輸送因子の個体レベルの
研究は世界的に数が少なく、核―細胞質間蛋
白質輸送が発生にどのように働くか明らか
ではなかった。よって、核輸送因子 importin
α2 の機能を個体レベルで解析しようとする
本研究は、当該分野の展開には欠かせないも
のであると考えた。 
 
 そこで、代表者らが得ていた importinα2
ノックアウトマウスの表現型解析を行い、以
下の３つの点に焦点を当て、細胞の核―細胞
質間蛋白質輸送による胚発生の制御機構を
明らかにすることを目指した。 
 
（１）発生での importinα2 の機能 
（２）importinα2 の発現により動く反応系 
（３）importinαファミリー間の相補性 
 
 
３．研究の方法 
 
 importinα2 ヘテロ欠損マウスを使用し、
表現型の解析を中心に行い、importinα2 が
どのような組織の形成に関わるか明らかに
する。また、分離細胞を用いたアプローチを
する。importinα2 ノックアウト細胞を単離
した後に正常マウスに移植し、どのような組
織の形成に至るか解析する。さらに、
importinα2 が細胞増殖を促進する可能性を

探る。さらに、動物胚および分離細胞におい
て、importinα2 のターゲットとなる下流因
子を、次世代シーケンスを用いて解析する。
importinα2 との関連性が強い可能性が高い
候補因子について、分子生物学的、細胞生物
学的手法を用い、importinα2 との相互作用
や、その相互作用が発生に果たす役割を明ら
かにする。また、他のαファミリーが機能を
相補する可能性について、importinα2 ノッ
クアウト胚の、他のαファミリーの遺伝子発
現上昇を解析し、明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、importinα2 のヘテロ欠損マ
ウスを作製したのちにホモ欠損マウスを得
た。その表現型を解析してマウス胚発生過程
での importinα2 の機能を解析し、発生段階
で何らかの特異的な変化がみられることを
掴んだ。 
  
 合わせて、核―細胞質間輸送因子発現の意
義を調べるため、核―細胞質間輸送因子の発
現操作を施した細胞株を作成した。これまで
に、その性質の解析を行い、核―細胞質間輸
送因子の発現抑制が細胞の増殖に関わるこ
とを見つけている。現在、この増殖における
核―細胞質間輸送因子の機能に関わる分子
メカニズム解析をめざし、核―細胞質間輸送
因子がいかにして細胞増殖に働くかの一端
を明らかにしつつある（論文投稿準備中）。
合わせて細胞や組織でのimportinα2発現の
意義を調べるため、importinα2 特異的アプ
タマーの作成を試みて成功した（Aptamers 
that bind specifically to human KPNA2 
(importin-α1) and efficiently interfere 
with nuclear transport. Journal of 
Biochemistry, 2016, Noriko Yasuhara, 
Penmetcha Kumar）。今後は importinα2 の特
異的阻害剤として発生過程での importinα2
の機能解析に用いることができる。 
 
 核―細胞質間輸送因子には動物種に応じ
て構造や性質の類似した複数のファミリー
分子が存在するが、それぞれに組織特異的発
現を示すため、胚発生においても異なる機能
を果たすと考えられる。そのため、今後はこ
れまでの研究結果を踏まえ、ファミリー分子
間の差異を明らかにする。 
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