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研究成果の概要（和文）：本研究は転写補助因子myocardin (Mycd)ファミリーの細胞内局在制御機構とこれらの因子が
関わる細胞機能の探究を目的として遂行し、以下の成果を得た。１）Crm1を介したMycd 及びMRTF-A/Bの核外移行機構
の解明。２）上皮間葉転換を阻害する低分子化合物CCG-1423によるMRTF-A/Bの核移行抑制機構の解明。３）アクチン隔
離タンパク質thymosinβ4によるMRTF-Aの核移行促進機構の解明。４）平滑筋細胞形質転換とリンクしたMycdのRPEL mo
tifsの新たな機能の解明（Actinrelated protein 5 [Arp5]によるMycd機能抑制機構の解明）。

研究成果の概要（英文）：Myocardin (Mycd), a key factor for the smooth muscle cell differentiation, is cons
titutively located in the nucleus, whereas myocardin-related transcription factors A and B (MRTF-A/B), mos
tly reside in the cytoplasm and translocate to the nucleus in response to a signaling-induced decrease in 
G-actin.  MRTF-A/B play a critical role in induction of epithelial-mesenchymal transition (EMT).  Here, we
 investigated the regulatory mechanism for subcellular localization of Mycd family members and their relat
ed cell functions.  Our studies revealed the following findings.  1) Regulatory mechanism of Crm1-mediated
 nuclear export of Mycd family members: critical differences in the regulation between Mycd and MRTF-A/B. 
 2) Inhibitory mechanism of CCG-1423 (a novel inhibitor of EMT) for the nuclear import of MRTF-A/B.  3) Ac
tivation of MRTF-A nuclear import by thymosin beta 4.  4) Novel function of Mycd RPEL motifs: actinrelated
 protein 5-mediated inhibition of Mycd function.
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１． 研究開始当初の背景 
Myocardin (Mycd)及び MRTF-A/B は SAP
ドメインを持つ転写補助因子群で、serum 
response factor(SRF)の補助因子として SRF
と複合体を形成し、SRF/CArG-box を介した
転写を促進に関わる。Mycd が平滑筋細胞及
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する。しかし
ながら細胞内局在に大きな違いが認められ
る。Mycd が恒常的に核局在するのに対し、
MRTF-A/B は細胞質に局在し、Rho シグナル
の活性化（アクチン重合促進に伴う G-アクチ
ン量の減少）に応じて一過性に核内移行する。
この分子機構はすでに我々の研究グループ
より importin /1 を介して核移行が制御さ
れることが明らかにされていた。MRTF-A/B
の核内移行がアクチン重合・脱重合の影響を
受けるのはMRTF-A/B のG-アクチンに対す
る親和性が高いため、優先的に MRTF-A/B・
G-アクチンの複合体が形成され核移行に必
要な MRTF-A/B・importin /1 三量体形成
阻害に起因する。Mycd family の核外移行に
関して、Crm1 阻害剤を用いた解析から
MRTF-A の核外移行が G-アクチンが優位な
状況でCrm1を介して行われることが示唆さ
れていたが、その制御機構の詳細（Crm1 と
の結合部位[核外移行シグナル・NES]の同定
や相互作用に及ぼす G-アクチンの役割等）は
不明であった。また、CCG-1423 は Rho シグ
ナル阻害として開発された低分子化合物で
細 胞 運動及 び 増殖を 抑 制する こ と と
MRTF-A の核移行を抑制すること（上皮間葉
転換阻害剤）が報告されていたが、その作用
機序は全く解明されていなかった。さらに、
G-アクチン結合タンパク質及びアクチン関
連タンパク質が Mycd ファミリー転写補助因
子の機能制御に及ぼす影響についても充分
な解析が成されていない状況であった。 
 
２．研究の目的 
転写補助因子 Mycd ファミリーの細胞内局在
制御機構とこれらの因子が関わる細胞機能
の探究を目的として本研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
１）Mycd ファミリーの核外移行シグナル 
(NES) の同定と制御機序の解明のため Mycd
または MRTF-A/B と Crm1 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
質を用いた免疫沈降法により解析した。さら
に、Mycd 及び MRTF-A/B の各 domain を変異・
欠失させた分子を培養細胞(COS7)で発現さ
せ、それらの細胞内局在を免疫細胞染色法に
より検証した。 
 核 内 で Mycd フ ァ ミ リ ー と 結 合 し
CArGbox を介した転写制御に関わる転写因
子 SRF が Crm1 を介した核外移行に及ぼす
影響を解析するためMycdファミリーとSRF
の相互作用の相違を in vitro のアッセイ系で
解析した。さらに、siRNA を用いて内在性

SRF をノックダウンさせた血管平滑筋細胞
に tag 付き Mycd を発現させ、細胞内局在を
解析した。 
２）CCG-1423 による MRTF-A/B 機能阻害効果
の作用機序解析は以下の方法で遂行した。 
MRTF-A と核移行制御タンパク質である
importin /1 の複合体形成に対する効果を
in vitro のアッセイ系で検証した。さらに、
photoaffinity linker により CCG-1423 をカ
ッ プ リ ン グ し た Sepharose (CCG-1423 
Sepharose)を用いて MRTF-A/B タンパク質と
の相互作用を pull-down assay により解析し
CCG-1423 と MRTF-A の直接結合を検証した。
この結合解析には in vitro 翻訳システムに
より合成・精製した tag 付き MRTF-A/B タン
パク質または培養細胞内で tag 付き 
MRTF-A/B を強制発現させた細胞抽出液を用
いた。 
３）Thymosinβ4 による MRTF-A の細胞内
局在制御機構の解析及び Arp5 による Mycd
機能抑制機構の解析は培養細胞で種々の変
異体を発現させて免疫沈降法または免疫細
胞染色法により行った。また、MRTF-A または
Mycd を介した転写制御の解析は培養細胞内
でレポーター遺伝子の発現を指標とした通
常のプロモーターアッセイを行った。 
 
４．研究成果 
１）Crm1 を介した Mycd ファミリーの核外移
行機構の解明 
Mycd ファミリーの NES は N-末端部と
glutamine-rich ドメイン(Q)の二箇所に存
在する（夫々、L1, L2 と命名した）（図１）。
MRTF-A/B の L1 及び L2 を変異させることで
両者の核局在する傾向が著しく強くなり細
胞質局在が阻害された。しかしながら、Crm1
との親和性は MRTF-A/B と比較して Mycd は極
めて弱いことが判明した。これは Mycd の L1
を含む 128 アミノ酸から成る N-末領域が
central basic ドメイン(CB)と分子内間相互
作用することで L1及び L2の NES が遮蔽され
ることによると考えられる。一方、MRTF-A/B
ではこの様な分子間相互作用は認められず
Crm1 に対して強い親和性を示した。また、ま
た、SRFと結合したMycd及びMRTF-A/BとCrm1
との結合が抑制された。この傾向は Mycd で
強く、MRTF-A/B では弱い。この理由として
SRF との親和性が Mycd > MRTF-A > MRTF-B の
順で弱くなることに起因すると考えられる。
従って、核内で SRF と結合した Mycd ファミ
リーは Crm1 による核外移行を受けにくくな
ることが示唆された。これらの Mycd ファミ
リー間での Crm1 を介した核外移行制御の相
違が MRTF-A/B と異なり Mycd が恒常的に核集
積する一因であることが示された。さらに、
G-actin 存在化では MRTF-A/B と Crm１との相
互作用が拮抗的に阻害されることを見いだ
した。この知見は MRTF-A/B の細胞内局在が
アクチンの重合・脱重合により影響される大
きな要因はG-actin存在化で核外移行が促進



されるのではなく、G-actin により importin 
/1 を介した核移行が阻害されることによ
ると考えられる。これら一連の解析結果を図
１にまとめた。 
  
２）上皮間葉転換を阻害する低分子化合物
CCG-1423 による MRTF-A/B の核移行抑制
機構の解明 
CCG-1423 存在下では、MRTF-A と核移行制御
タンパク質である importin /1 の複合体形
成が著明に阻害され、CCG-1423が直接 MRTF-A
の核移行を阻害することが示唆された。さら
に、Photoaffinity linker により CCG-1423
を固定化した Sepharose を調製し、これを用
いて MRTF-A が核移行シグナル (NLS)として
機能する N-terminal basic domain (NB)を介
して CCG-1423 と直接結合することを明らか
にした。また、CCG-1423 は MRTF-A と単量体
G-actin の結合は阻害しないことと G-actin
と結合した MRTF-A は CCG-1423 に対する親和
性が低下することも明らかにした。従って、
G-actinと結合していないMRTF-Aがより適し
た CCG-1423 の標的タンパク質であることが
示唆される。以上の結果から、CCG-1423 によ
るMRTF-Aの核移行阻害はCCG-1423がMRTF-A
の NLS に直接結合することで MRTF-A と
importin /1 の複合体形成が阻害されるた
め起こるという分子機構が明らかになった 
(図２)。 
 
３）Thymosinβ4 による MRTF-A の細胞内
局在制御 
G-actin 結合タンパク質 thymosinβ4 は
G-actin と優先的に複合体を形成し、G-actin
が MRTF-A に結合することを拮抗的に阻害
し、MRTF-A の核移行及び CArGbox/SRF を
介した転写を促進させることを見いだした。 
 
４）Mycd RPEL motifs の新たな機能の解明 
MRTF-A/B と異なり、G-actin との親和性が極
めて弱いため、Mycd の核移行は G-actin の影
響を受けず恒常的に核局在する。これまで
Mycd の RPEL motifs の機能は全く解明され
ていなかった。この Mycd RPEL motifs にア
クチン関連タンパク質  (Arp5)が結合し
MycdのSRF転写補助因子としての機能を阻
害する分子機構を明らかにした。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１：Mycd ファミリーの細胞内局在制御機構
の概略 
 

 
図２：CCG-1423 による MRTF-A の核移行阻害 
機序の概略 
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