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研究成果の概要（和文）：トランスアルドラーゼの核輸送メカニズムを解析した結果、そのN末端に存在する核移行シ
グナルを介してimportin-α（複数種のサブタイプ）およびimportin-βとの3者複合体を形成し、核へと運ばれている
ことが分かった。さらに、核、あるいは細胞質のみに局在化するトランスアルドラーゼの発現による細胞内代謝産物量
の変動を解析したところ、トランスアルドラーゼの細胞内局在変化が、様々な代謝経路に影響を与えることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the mechanism and functional significance of the nuclea
r translocation of transaldolase. Our results show that transaldolase possesses a nuclear localization sig
nal (NLS) at N-terminus, and is imported into the nucleus by multi-subfamily of importin-alpha in conjunct
ion with importin-beta. Further, our analysis revealed that the overexpression of the nuclear or cytoplasm
ic transaldolase differentially affects the cellular metabolism.

研究分野：

科研費の分科・細目：

細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

核―細胞質間タンパク質輸送の研究に関し

ては、これまで核輸送因子 importin-αファ

ミリー、importin-βファミリー、低分子量 G

タンパク質 Ran など、輸送に関わる多くの因

子が同定され、その基本的な分子メカニズム

が明らかになった。しかしながら、機能分子

の核―細胞質間輸送制御と高次生命現象と

の関わりは依然として不明な点が多い。我々

は哺乳動物における核―細胞質間タンパク

質輸送制御の全容解明を目指し importin-α

結合分子の網羅的な同定を進めた。 

 
２．研究の目的 

これまで脳で高発現を示す importin-α5 に

着目し、脳神経細胞において importin-α5

に結合しているタンパクを単離・同定したと

ころ、既知の核タンパク質に加え、従来細胞

質で働くと思われていた代謝酵素であるト

ランスアルドラーゼやクレアチンキナーゼ

などが結合することが分かった。この結果を

ふまえ、本研究によって代謝酵素の核局在の

生理的意義を解明することを目指した。 

 

３．研究の方法 

importin-αに結合する代謝酵素の核輸送メ

カニズムを解明するために、核移行シグナル

の同定、GST pull-down assay およびin vitro 

transport assay を行った。さらに、メタボ

ロミクス解析を行い、代謝酵素の細胞内局在

と代謝の関連を明らかにする。具体的には内

在性のトランスアルドラーゼをsiRNAノック

ダウンした細胞に核局在する野生型のトラ

ンスアルドラーゼ、あるいは核移行シグナル

を欠失し細胞質に局在する変異型のトラン

スアルドラーゼをそれぞれ発現させ、細胞を

回収しメタボローム解析を行う。 

 
４．研究成果 

importin-α5 に結合するトランスアルドラ

ーゼの核輸送メカニズムを解明するため、

様々な欠失変異体のGFP融合タンパク質発現

ベクターを作成し培養細胞に発現させ、その

細胞内局在を観察した。その結果、トランス

アルドラーゼのN末端部位１－１０アミノ酸

残基が核移行シグナル（NLS）として機能し

ていることが分かった（図１）。 

 

次に、GST pull-down assay を行った結果、

トランスアルドラーゼが N末端の NLSを介し

て importin α5 を含む複数の importin α

アイソフォームと結合することが分かった。

さらに in vitro transport assay を行った

ところ、これらの複数のサブタイプの

importin αが importin β存在下でエネル

ギー依存的にトランスアルドラーゼを核内

へ運んでいることが明らかとなった（図２）。 

 

本研究では次に、トランスアルドラーゼの

細胞内局在の違いによる細胞内代謝物の変

動を網羅的に解析するため、メタボローム解

析を行った。解析は、内在性のトランスアル

ドラーゼをsiRNA処理でノックダウンした細

胞に、核、あるいは細胞質へ局在するトラン

スアルドラーゼGFP融合タンパク質を過剰発

現させ、細胞を回収し解析を行った。siRNA



ノックダウンにより内在性トランスアルド

ラーゼの発現量は約 30%まで抑制され、さら

に内在性トランスアルドラーゼの約2倍量の

GFP 融合タンパク質が発現したことを確認し

た。これらサンプルから代謝物を抽出後、

HPLC/IP/MS 分析を行った。 

本解析では85種類の代謝物が検出された。

トランスアルドラーゼを核に局在させたサ

ンプルと細胞質に局在させたサンプルとの

間では S－アデノシルメチオニン、パントテ

ン酸、3－ホスホグルセリン酸、などの代謝

産物量が大きく変動していた。細胞質にトラ

ンスアルドラーゼを局在化させることで、S

－アデノシルメチオニン、パントテン酸は蓄

積した。さらに、3－ホスホグルセリン酸の

存在量は、内在性トランスアルドラーゼ

siRNA ノックダウンで蓄積したものの、トラ

ンスアルドラーゼを核に局在化させること

で、蓄積が解消した。そして、トランスアル

ドラーゼを細胞質に局在化させることで、そ

の存在量は減少することがわかった。これら

の結果から、トランスアルドラーゼの細胞内

局在変化が様々な代謝産物量に影響を与え

ることが明らかになった。本研究の以上の結

果から、代謝酵素 トランスアルドラーゼは、

importin α によって核に運ばれ、核内で代

謝酵素としての機能を担っているが、その局

在を細胞質に移動させた場合、他代謝経路に

影響し、その経路で生成される代謝物の細胞

内存在量が変動することが示された。今後、

トランスアルドラーゼが核から細胞質へと

輸送されるメカニズムの解明、トランスアル

ドラーゼの細胞質局在と他代謝経路の活性

化および不活性化が引き起こす表現型との

関連性を明らかにしていくことで、その新た

な機能解明につながることが期待される。本

研究を端緒として、細胞内局在という新たな

視点から他の代謝酵素の機能を改めて探る

ことが重要であると考えられる。 
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