
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４４２０

基盤研究(A)

2014～2012

核輸送因子インポーティン研究を基盤とする高次生命機能制御の統合的理解

An integrative understanding of physiological processes based on the functional 
analysis of nuclear transport factors, importins

８０１９１６６７研究者番号：

米田　悦啓（Yoneda, Yoshihiro）

独立行政法人医薬基盤研究所・その他部局等・その他

研究期間：

２４２４７０３６

平成 年 月 日現在２７   ６ １０

円    35,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は高等真核生物で多様化が見られる「核―細胞質間輸送制御」の視点から様々
な高次生命現象を理解することである。特に高等真核生物で多種類存在する核輸送因子importin αファミリー分子の
多機能性に着目して研究を行い、核輸送制御が細胞老化、細胞分化、細胞内シグナル伝達など多くのプロセスにおいて
、重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In higher eukaryotes, the nucleocytoplasmic transport of proteins is fine-tuned 
by multiple mechanisms, including the diversification of transport pathway. Here, we examined various 
physiological phenomena in mammals through the point of view of the nucleocytoplasmic transport mediated 
by importin α family, which is comprised of multiple subtypes. Our analysis revealed that the nuclear 
transport mediated by importin α family plays essential roles in fundamental cellular processes such as 
signal transduction, cell differentiation and aging.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

真核細胞では、ゲノム DNA を保持し、RNA 転写

の場となる細胞核と、タンパク質を合成する場で

ある細胞質が、核膜という２重の脂質膜で隔てら

れている。細胞が正常に機能するためには、

mRNA や転写因子などの機能分子が核膜上に

ある核膜孔を通して、核―細胞質間を移動する

ことが必須である。核―細胞質間タンパク質輸

送に関する研究分野では、輸送因子である

importinαファミリー分子、importinβファミリー

分子、輸送の方向性を制御する低 分子量

GTPase Ran など、輸送に関わる多くの因子が同

定されている。そして、これまでにそれぞれの因

子の機能解析が行われ、輸送の基本的なメカニ

ズムが提唱されている。このメカニズムは、酵母

から哺乳動物に至るまで進化上、幅広く保存さ

れていることがわかっている(Yoneda, Genes 

Cells, 2000)。しかしながら、一方で、生物が進化

するにしたがって輸送因子の多様化がみられる

ことが明らかとなった。例えば importin αは出

芽酵母では 1 種類しか存在しないのに対し、哺

乳類細胞では６～７種類のサブタイプが存在す

る。また、ヒトの importinβファミリーは、２２種類

のホモログからなることが知られている。これらの

ことは、高等真核生物では核―細胞質間輸送が

より緻密に制御されていることを示唆している。こ

れまで研究代表者は、importin αサブタイプの

基質特異性の発見(Sekimoto et al., EMBO J. 

1997) を端緒として、importinαサブタイプのス

イッチングによる細胞分化制御の解析(Yasuhara 

et al., Nature Cell Biol 2007)や、importinαノッ

クアウトマウスの機能解析(Moriyama et al. FEBS 

J., 2011)を通して、核輸送因子 importin の多様

化による核輸送制御が実際に生命機能の発現

に重要であることを明らかにしてきた。しかしなが

ら、多種多彩な輸送因子により生みだされる核

―細胞質間輸送の制御機構と、初期発生から

老化、最後は死に至るまでに起こる複雑な生命

現象の関連は依然として不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、高次生命現象における核―細胞

質間のタンパク質輸送制御の重要性を明らかに

することを目的とする。特に、高等真核生物でサ

ブタイプの多様化が見られる importinαファミリ

ー分子の機能に着目し、その細胞内シグナル伝

達、細胞老化、細胞分化、脳機能との関わりに

焦点を絞り、核輸送因子による輸送の制御という

視点から統合的に生命機能を理解することを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）輸送因子によるエストロゲン受容体の機能

制御 

これまでに importin αサブタイプの一つである

importin α5 の遺伝子欠損雌マウスではエスト

ロゲンシグナル経路の抑制とともに、卵巣の成

熟段階の卵胞数の減少や子宮内膜の発育不全

がみられることが分かっている(Moriyama et al. 

FEBS J., 2011)。そこで、エストロゲンシグナル経

路に重要なエストロゲン受容体に着目し、核輸

送因子がどのようにエストロゲン受容体の核―

細胞質間輸送を制御しているか、各種エストロ

ゲン受容体変異体の細胞内動態やシグナル依

存的動態制御の解析を行い、明らかにする。 

（２）核輸送制御と細胞老化 

哺乳動物の体細胞は、ある一定回数の細胞分

裂を起こした後、細胞老化と呼ばれる増殖停止

状態に入る。この細胞老化と核―細胞質間輸送

制御が、どのように関わっているか明らかにする

ため、ヒト正常繊維芽細胞である TIG-1 細胞を

用いた解析を行う。若い TIG-1 細胞（継代数の

少ない細胞）と、老化した TIG-1 細胞（継代数の

多い細胞）で輸送効率の比較解析を行うとともに、

核輸送因子 importinαに結合し、老化と関連す

ることが報告されているヒストン結合タンパク質

RBBP4 に着目し、両者結合の生理的意義、細

胞老化との関わりに焦点を絞り、解析を進める。 

（３）importin α8 の機能解析 

近年報告された卵母細胞特異的に発現する

importin α8 に着目し、その機能解析を行う。こ

れまで importin α8 は分子構造上 importin α

ファミリーに分類されているが、実際に輸送活性

を持つ分子であるかどうか、まだ証明されていな

い。そこで先ず、importin α8 が核輸送因子とし

て機能す るかを明ら かにす る。その上で 、

importin α8 結合因子のプロテオーム解析を行

い、その輸送基質の同定を行う。さらに、in vitro

結合実験、および in vitro 輸送解析を行い、

importin α8 がどのような輸送基質を核へと輸

送しているか、明らかにする。また、その卵細胞

機能との関わりを検証する。 

（４）細胞核輸送と脳機能 

核輸送因子 importin αがどのように高次脳機

能の発現に関与しているか、importin α各サブ

タイプのノックアウトマウスを作成し、解析する。 



（５）核輸送因子 importin αが細胞分化・未分

化の運命決定に果たす役割の解明 

Importin αサブタイプ間の細胞分化・未分化維

持における機能的相違について解明する。マウ

ス未分化 ES 細胞において高発現を示す

importin α１に着目し、細胞の未分化維持機構

との関連性を明らかにする。 

 

４．研究成果 

（１）輸送因子によるエストロゲン受容体の機能

制御 

エストロゲン受容体は importin α1 とは結合せ

ず、importin α5、および importin α3 と結合し、

さらにimportin β1の三者複合体を形成すること

で核内へ輸送されていることが分かった。また、

核移行シグナル（NLS）を欠失したエストロゲン

受容体の変異体は、エストロゲン添加により急速

に細胞質側へと移動することが明らかとなった。

さらに、importin βファミリーのノックダウン実験

を行った結果、その核外輸送は特定の importin 

β ファミリーによって行われていることを見出し

た。加えて、ヒートショックプロテインがエストロゲ

ン受容体の核外輸送に関与していることが明ら

かになった。これらの結果は、エストロゲン受容

体の能動的な核内輸送、核外輸送による核―

細胞質間シャトリングが多様な因子により制御さ

れていることを示唆している。 

（２）核輸送制御と細胞老化 

SV40 T 抗原の NLS と緑色蛍光タンパク質

（GFP）との融合タンパク質（GFP-SV40T-NLS）

を核内輸送されるマーカータンパク質として、細

胞質へマイクロインジェクションにより注入するこ

とで、若い細胞と老化した細胞における輸送効

率の比較解析を行った。その結果、細胞老化に

伴い核移行効率が顕著に低下することが明らか

となった。さらに、老化との関連が報告されてい

る importin α 結合タンパク質 RBBP4 について、

その分子相互作用のメカニズム及び生理的意

義 の 解 析 を 進 め た 。 そ の 結 果 、 RBBP4 は

importin αに結合するものの、importin α依存

的には核に輸送されないことが分かった。また、

RBBP4 は importin α の N 末端に位置する

importin β結合領域（IBB ドメイン）に結合する

ことが分かった。そして、RBBP4 は importin αと

importin β１の解離を促進する働きを持ち、核

輸送効率を上げていることが分かった。そして、

RBBP4 をノックダウンすると核輸送効率の低下

が見られると共に、細胞老化マーカーである

SA-β-galactosidase 活性やｐ21 発現の上昇が

見られた。以上のことから、細胞老化と核輸送効

率の低下の密接な関連が示唆された。 

（３）importin α8 の機能解析 

importin α8 が、他の importin α と同様に輸送

基質と importin β とを結ぶアダプターとしての

機能を持つのかを調べるため、in vitro 結合実

験を行った。その結果、核内輸送されるマーカ

ータンパク質である SV40T-NLS と importin β と

の三者複合体を形成できることが分かった。さら

に、in vitro 輸送系を用いた解析により、リコンビ

ナント importin α8 が、GFP-SV40T-NLS を核へ

と輸送することが確認されたことから、他の

importin α と同様の機能を持った核内輸送因

子であることを明らかにした。また、HEK 細胞抽

出液を用いた免疫沈降法を行い、importin α8

と相互作用する因子を質量分析法により解析し

たところ、１７９種類のタンパク質を同定すること

が出来た。importin α ファミリー内で importin 

α8 と相同性の最も高い配列を持つ importin 

α1 の結合因子群と比較解析した結果、１１７種

類ものタンパク質が importin α8 特異的な結合

を示すことが分かった。さらに、その中に含まれ

た輸送基質候補因子 DDB2 (damage-specific 

DNA binding protein 2)について、in vitro 結合

実験及び in vitro 輸送系を用いて詳細に解析を

行ったところ、importin α8 に直接的に結合し、

核へと輸送されることを確認した。以上のことか

ら、importin α8 が、他の importin αと同様の

性質を持った核内輸送因子であり、しかも、これ

まで知られていた３つの importin α サブファミリ

ーとは発現様式や輸送基質特異性の大きく異

なる、新たな importin α サブファミリーである可

能性を示した。 

（４）細胞核輸送と脳機能 

脳の高次機能における核輸送因子 importin α

の重要性を明らかにするために importin αノッ

クアウトマウスを用いた行動解析を引き続き行っ

ており、運動能力や認知性など様々な脳の高次

機能における importin αの役割について解析

を進めている。 

（５）核輸送因子 importin αが細胞分化・未分

化の運命決定に果たす役割の解明 

importin α1 による Oct6 の輸送阻害のメカニズ

ムを明らかにするため、importin α1 と Oct6 のリ

コンビナントタンパク質を作製し、分子相互作用

を詳細に解析した。その結果、典型的核移行シ

グナルを持つ輸送基質は、アルマジロリピート部



位に結合するのに対して、Oct6 は importin α1

のアルマジロリピート部位よりもさらに C 末端の

領域に結合することが分かった。また、シミュレ

ーション解析によって、その結合に重要な Oct6

および importin α1 のアミノ酸残基を特定するこ

とが出来た。さらに ES 細胞に存在する importin 

α1 結合因子のスクリーニングを質量分析法に

より解析した結果、約 200 種類の importin α1

結合タンパク質を同定することが出来た。現在、

これらと importin α1 の結合の生理的意義に関

して解析を進めている。 
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