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研究成果の概要（和文）： 

 

核輸送因子importin に焦点を当て、様々なストレスに応じて核内集積したimportin の機能
を明らかにすることを目的として研究を進めた。ストレス条件下で核内に集積したimportin 

は、クロマチンDNAと相互作用していることがわかった。importin が核内に蓄積した状態を
模倣した細胞を用いてマイクロアレイによって解析し、顕著な発現上昇が見られた遺伝子
STK35 (serine/threonine kinase 35)に着目した。クロマチン免疫沈降法により、ストレス条件
下でimportin がSTK35遺伝子のプロモーター領域上に集積することが確認された。核内に集
積したimportin が、STK35遺伝子発現を調節し、non-apoptotic cell deathに関与することを
明らかにした。以上のように、importin の全く新しい機能の発見につながる成果が得られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

Various cellular stresses induce the nuclear accumulation of importin .  However, it is 

unknown whether accumulated importin  performs roles in the nucleus.  In this study, 

we found that nuclear-retained importin 2 binds with DNase I-sensitive nuclear 

component(s) and exhibits selective up-regulation of mRNA encoding Serine/threonine 
kinase 35 (STK35).  Chromatin immunoprecipitation and promoter analysis demonstrated 

that importin 2 binds to the promoter region of STK35 and accelerates its transcription.  

Furthermore, constitutive overexpression of STK35 proteins enhances 

caspase-independent cell death under oxidative stress conditions.  These results reveal 

that nuclear-localized importin 2 influences gene expression and contributes directly to 

cell fate outcomes including non-apoptotic cell death.  This is the first evidence showing 

that importin  has novel functions other than nuclear protein import in the nucleus. 
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１．研究開始当初の背景 

 

核―細胞質間機能分子輸送に関する研究
分野では、輸送担体である importin ファミ
リー分子、importin ファミリーを代表とす
るアダプター分子、輸送の方向性を保証する
分子である低分子量 GTPase Ranなど、輸送
に関わる多くの因子が同定され、それらの機
能解析、性状解析が、結晶構造解析のレベル
にまで進み、基本輸送メカニズムが提唱され
るところまで研究は発展した。しかし、これ
らの輸送因子が、細胞増殖・分化・死、個体
発生、細胞周期制御などの様々な生命現象と
どのように深く関連しているのかという疑
問に対する情報はあまりにも少なかった。一
方、研究代表者は、平成１６年度から始まっ
た特定領域研究「細胞核ダイナミクス」にお
いて、領域代表として、核―細胞質間蛋白質
輸送制御と ES 細胞の細胞分化に関わる研究
に着手し、マウスでは５種類存在すると考え
られている importin のサブタイプの発現
パターンが、細胞分化に応じてスイッチし、
そのスイッチングが細胞分化に極めて重要
な役割を果たすことを見出し、細胞分化にお
ける核輸送因子 importin の果たす重要性
を世界に先駆けて提唱することができた
（Yasuhara et al., Nature Cell Biol., 2007）。
また、われわれのこれまでの独自の研究から、
アダプター分子として機能し、それ自身単独
では核膜孔を通過できないと考えられてい
た importin が、単独で核内に移行する能力
を持つことを初めて発見した(Miyamoto et 

al., EMBO J., 2002)。また、これらの解析の
過程で、細胞が紫外線照射や酸化ストレス、
熱ショックなどの様々なストレスを受けた
時に、そのストレスに速やかに応答して
importin が核内に集積するという興味深い
現象を見出した（Miyamoto et al., J. Cell 
Biol., 2004）。この発見に基づき、細胞核がス
トレスに応答してどのように反応し、ストレ
スに対処するのかに関して、核―細胞質間蛋
白質輸送制御の観点から解明することを目
的として提案した、基盤研究(S)「核―細胞質
間蛋白質輸送制御と細胞核ストレス応答」が
採択され、平成１６年度から研究を展開して
いた。その結果、ストレスに応答して核内に
集積した importin が、輸送因子としての役
割以外の未知の機能を核内で果たしている
可能性が見えてきていた。 

 

２．研究の目的 

 

核輸送因子 importin に焦点を当て、様々
なストレスに応じて速やかに核内集積した
importin の未知の生理的機能を明らかにす
るとともに、importin を利用して細胞核が

様々なストレスにどのように対応するのか、
また、核内 importin がストレス応答におい
てどのような役割を果たすのかを明らかに
し、細胞核ストレス応答のメカニズムを解明
することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 
予備的研究結果として、importin は、単独
で DNA と結合するだけではなく、がん抑制
遺伝子産物 p53などの、核内で機能するある
種の蛋白質と結合することにより、DNA と
より強く結合できるようになることがわか
ってきているので、importin が転写調節因
子と結合して、遺伝子発現の制御に関与して
いるかどうかに着目する。つまり、核内集積
型 importin 変異体を発現させた細胞にお
ける遺伝子発現プロファイルをマイクロア
レイにより解析することにより、核内に集積
した importin がどのような遺伝子の発現
に影響を及ぼすかを網羅的に調べていく。遺
伝子発現に変動が確認できた遺伝子の中か
ら、特徴的な遺伝子を取り上げ、プロモータ
ー解析を行うことにより、importin が実施
に遺伝子発現を直接的に制御している可能
性を追求する。

また、ストレスによって核内に集積した
importin が、ストレス除去後に細胞質に再
局在した場合には、細胞は生き続けることが
できるが、核内に蓄積したままの細胞は細胞
死に至るという結果を得ており、ストレスに
対する細胞の生死決定に関わっている可能
性を追求する。また、importin によって発
現が制御される遺伝子が細胞死に関与して
いるか否かも検証する。さらには、ストレス
によって核内に集積した importin が、転写
や複製以外の全く未知の機能に関与する可
能性を追及し、ChIP-on-chip法により、染色
体上の importin 結合領域を網羅的に探索
し、その結合領域の特徴から推測される新規
機能を検証していく。 

 
４．研究成果 
 
これまでの研究成果から、ストレス条件下

で核内に集積したimportin は、核をDNase I

で処理することで特異的に可溶化されること
から、核内でクロマチンDNAと何らかの相互
作用している可能性が示唆された。そこで、
核内に集積したimportin が遺伝子発現に何
らかの影響を及ぼす可能性を考え、importin 

のC末端側に存在するCAS（importin 核外輸
送因子）結合部位に変異を導入して、核外に
輸送されなくした変異型importin を強制発
現し、ストレス条件下と同様に、importin 

が核内に蓄積した状態を再現させた。その状



態の細胞を利用し、マイクロアレイを用いて
発現の変動する遺伝子を網羅的に解析した。
その結果、複数の遺伝子の発現が変動した。  

変動が見られた遺伝子の中で、顕著な発現
上昇が見られた遺伝子として、STK35 (serine 

threonine kinase 35)という機能未知のキナ
ーゼが同定された。先ず、STK35遺伝子が、
核内集積したimportin によって発現上昇す
ることをPCRで確認した。その後、ルシフェ
ラーゼアッセイにより、STK35遺伝子のプロ
モーター領域を決定した後、クロマチン免疫
沈降法を用いた解析により、ストレス条件下
で確かにimportin がSTK35遺伝子のプロモ
ーター領域上に集積することを確認するとと
もに、importin により、そのプロモーター
領域を持つ遺伝子の発現が上昇することを確
認した。また、この発現上昇がimportin の
輸送活性による間接的な効果であることを否
定するため、importin のED変異体（核局在
化シグナル結合領域の重要な２つのアミノ酸
に変異があり、核局在化シグナルを認識でき
ないため、核蛋白質を輸送できない）を用い
て解析した結果、ED変異体も同様にSTK35

遺伝子の発現を上昇させることが明らかとな
り、importin が直接STK35遺伝子のプロモ
ーター領域に結合し、輸送活性とは異なる機
能を発揮して遺伝子発現を調節することが明
らかになった。 

さらに、過酸化水素処理によって、importin 

が核内に集積した細胞では、細胞死が誘導さ
れることがわかったが、アポトーシスを誘導
することが知られている薬剤であるスタウロ
スポリンで処理した細胞では、importin の
核内集積は見られないことがわかった。また、
過酸化水素処理ではアポトーシスを誘導する
酵素であるカスペースの活性化が見られない
ことが確認できた。以上より、核内に集積し
たimportin は、非アポトーシス性細胞死を
誘導することが明らかとなった。また、STK35

遺伝子を恒常的に発現した細胞株では、酸化
ストレスに対する抵抗性が低下し、細胞死が
起こり易くなることがわかったが、この細胞
死もアポトーシスではない細胞死であること
がわかった。 

以上より、ストレスに応答して核内に集積
したimportin は、STK35遺伝子のプロモー
ター領域に結合することでその遺伝子の発現
を上昇させ、アポトーシス経路ではない形で
細胞死を誘導することが明らかとなった。こ
れらの成果は、機能未知のキナーゼである
STK35の機能を明らかにするとともに、スト
レス応答における非アポトーシス性細胞死誘
導のメカニズムの一端を明らかにするもので
あり、また、核輸送因子importin の全く新
しい機能の発見につながる重要な研究成果で
ある。
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