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研究成果の概要（和文）： 
Myocardin (Mycd) ファミリー (Mycd 及び MRTF-A/B)は転写因子 serum response 
factor (SRF)の補助因子である。Mycd が恒常的に核局在するのに対し、MRTF-A/B は細

胞質に存在し、Rho シグナルの活性化に依存して一過性に核移行する。本研究で、Mycd
ファミリーの核移行制御機構を世界に先駆け明らかにした。さらに、Mycd の核移行制御

因子の発現が血管平滑筋細胞の形質依存性に制御されることを見出し、細胞分化研究の新

たな切り口を提示した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Myocardin (Mycd), which is essential for the differentiation of the smooth-muscle cell 
lineage, is constitutively located in the nucleus, although its family members, 
myocardin-related transcription factors A and B (MRTF-A/B), mostly reside in the 
cytoplasm and translocate to the nucleus in response to Rho-signaling.  The 
mechanism for their nuclear import is unclear.  Here, we investigated the mechanism 
for the nuclear import of Mycd family members, and demonstrated any correlation 
between such mechanism and the phenotype of vascular smooth muscle cells (VSMCs).  
In cultured VSMCs, the knockdown of importin β1 inhibited the nuclear import of 
Mycd and MRTF-A/B.  Their NH2-terminal basic domain (NB) was identified as a 
binding site for importin α/β1 by in vitro analyses.  However, Mycd had a higher 
affinity for importin α/β1 than MRTF-A/B did, even in the absence of G-actin, and 
Mycd’s affinity for importin α1/β1 was stronger than for any other importin α/β1 
heterodimers. The binding of Mycd to importin α/β1 was insensitive to G-actin, 
whereas that of MRTF-A/B was differently inhibited by G-actin.  In dedifferentiated 
VSMCs, the levels of importins α1 and β1 were reduced concomitant with 
down-regulation of Mycd, serum response factor, and SMC markers.  By contrast, in 
differentiated VSMCs, their expressions were up-regulated.  Thus, the nuclear import 
of Mycd family members in VSMCs depends on importin α/β1, and their relative 
affinities for importin α/β1 heterodimers determine the Mycds’ nuclear import.  The 
expression of the Mycds’ nuclear import machineries is related to the expression levels 
of VSMC phenotype-dependent SMC markers. 
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１．研究開始当初の背景 
Myocardin (Mycd) ファミリーは SAP ドメ

インファミリーに属する転写補助因子で、

Mycd及びMRTF-A/Bがこれに属する。Mycd
は平滑筋細胞及び心筋細胞に特異的に発現

するのに対し、MRTF-A/B は広範な組織に分

布している。何れの分子もアミノ末端側に

G-アクチンとの相互作用に関わる RPEL 
motif を持つ。Mycd の RPEL motif の G-
アクチンに対する親和性が極めて低く、Rho
シグナルの影響を受けず恒常的に核局在す

る。これに対し、G-アクチンとの親和性が高

い RPEL motif を持つ MRTF-A/B は細胞質

に局在し、Rho シグナルの活性化に依存して

一過性に核に集積する。この分子機構に関し

て、MRTF-A の細胞内局在が Rho 活性に依

存したアクチンダイナミクスにより制御さ

れるモデルが提唱されていたが、その機構及

び Mycd ファミリーの核移行制御に関わる因

子も明らかでなかった。また、我々は本研究

を立案した時点で Mycd ファミリーの核局在

に塩基性アミノ酸に富んだ領域が重要な役

割を果たすこと見出していたが、核移行の分

子機構の解明には至っていなかった。 
 
２．研究の目的 
Mycd ファミリーの細胞内局在制御機構を解

明し、さらにその分子機構と血管平滑筋細胞

形質転換との相関を明らかにすることを目

的して本研究を遂行した。 
 
 

３．研究の方法 
Mycd及びMRTF-A/Bの各 domainを変異さ

せたキメラな分子を培養血管平滑筋細胞ま

たは培養細胞に発現させ細胞内局在を調べ

た。この解析により核移行に必要な domain
を同定した。塩基性アミノ酸に富んだ核移行

シグナルを持つ分子の核移行に importin β1
が普遍的に関わることが知られている。

siRNAを介して内在性の importin β1の発

現を抑制させた場合の Mycd の細胞内局在

を生化学的手法及び免疫染色を用いて解析

した。この結果、Mycd の核移行が importin 
α/β1 を介することが明らかになった。 
 MycdまたはMRTF-A/Bと importin α/β1
の相互作用を in vitro 翻訳システムにより

合成したタンパク質を用いて解析し、Mycd
ファミリー間で importin α/β1 との相互作

用に相違があることを見出した。また、血

管平滑筋細胞内で発現している importin 
α subtype を RT-PCR により同定した。こ

の結果、importin α1, α2, α4 が主要な

importin α subtype であることが明らかに

なった。さらに、G-アクチンが Mycd また

は MRTF-A/B と importin α/β1 の相互作用

に及ぼす影響を同様のアッセイ系を用いて

解析した。 
 血管平滑筋細胞の形質と Mycd ファミリ

ー, SRF, SMC マーカー及び importin α1/β1
の発現との相関をイムノブロット及び定量

的 RT-PCR により解析した。 
 

 



４．研究成果 

Mycd には塩基性アミノ酸に富んだドメイ

ン (basic domain)がアミノ末端部（NB 
98-103aa）と中央部 (CB 243-260aa)の２

箇所存在するが、アミノ末端に存在する

NB が核移行シグナルとして働くことと

importin β1の発現を siRNAにより抑制し

た場合に Mycd の核移行が阻害され、細胞

質に集積することを見出した。この結果か

ら、Mycd の核移行が importin α/β1 を介

して制御されることが明らかになった。 
さらに、NB を介して Mycd・importin α/β1
三量体が形成されることが核移行に必要で

あることを見出した。MRTF-A/B の核移行

にも NB が必要で、Mycd と同様に NB を

介して importin α/β1 と三量体を形成する

が、Mycd と比較して importin α/β1 に対

する親和性は極めて低い。 親和性の序列は 
Mycd >> MRTF-A > MRTF-B である。

Mycd は血管平滑筋細胞で発現する

importin α subtype の内 importin α1 と最

も高い親和性を示すが、MRTF-A/B にはこ

のような importin α subtype による親和

性の相違は認められなかった。 
 G-アクチンに対して高い親和性を持つ

MRTF-A/B では G-アクチン存在下ではこ

の三量体形成が著明に阻害されるが、G-ア
クチンに対する親和性が極めて弱い Mycd
ではこの阻害効果は全く認められない。こ

れら一連の解析から、Mycd ファミリーの

細胞内局在の相違が importin α/β1 に対す

る親和性に依存することと MRTF-A/B の

核集積がアクチンダイナミクスの影響を受

けるのは G-アクチンによる MRTF-A/B・

importin α/β1 三量体形成阻害によること

を明らかにした。しかしながら、このアク

チンダイナミクスの効果は補助的で、

MRTF-A/B が細胞質局在しやすいのは

importin α/β1 との親和性が弱いことがそ

の主な要因である。（図１）。 
 Mycd の核移行に関わる importin α1/β1
の発現が血管平滑筋細胞の形質依存性に制

御されることを見出した。即ち、分化型平

滑筋細胞では Mycd, SRF 及び平滑筋マー

カーの発現が増強するのに伴い、importin 
α1/β1 の発現も亢進する。逆に、脱分化平

滑筋細胞では Mycd、SRF 及び平滑筋マー

カー遺伝子の発現低下を来たすが、これら

と連動して importin α1/β1 の発現も低下

する。 
 本研究により Mycd ファミリーの核移行

の分子機構を世界に先駆け解明した。さらに、

核内移行制御因子の発現が血管平滑筋細胞

の形質に依存して変化し、血管平滑筋細胞

分化と密接に関わることを見出した。この

知見は、細胞分化研究に新たな切り口を提

示しており、今後、大きく発展する可能性

がある。 

 
図１Mycd ファミリーの核移行制御機構。 
Mycd ファミリーの核移行は importin α/β1
により制御される。核局在の程度は各々の分

子の importin α/β1 に対する親和性に依存

する。親和性の序列は Mycd >> MRTF-A > 
MRTF-B で、親和性の強い分子ほど核局在

しやすい。G-アクチンとの親和性が高い

MRTF-A/B は importin α/β1 との三量体形

成が G-アクチン存在下では阻害され、より

核移行しにくくなる。しかしながら、この

アクチンダイナミクスの効果は補助的で、

importin α/β1 との親和性が弱いことが

MRTF-A/B の細胞質局在を決定している。

A, G-アクチン; α, importin α; β1, importin 
β1, LMB; leptomycin B. 
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