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研究成果の概要（和文）：本研究では、核－細胞質間タンパク質輸送に関わる分子Importin-α1に着目し、その
機能ががん細胞特異的な遺伝子発現にどのように関与しているかを明らかにするものである。解析の結果、
Importin-α1は複数の異なる乳がん細胞亜形株で発現が亢進し、顕著に核局在していることを明らかにした。ま
た、クロマチン免疫沈降シークエンスやマイクロアレイ解析により、Importin-α1ががん細胞中で高度にクロマ
チンと相互作用し、核輸送とは異なる遺伝子発現制御機能を発揮していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to understand how Importin-α1, the 
nuclear-cytoplasmic transport factor, contributes specific gene expression in cancer cells. Our 
results reveal that Importin-α1 highly expresses in several breast cancer cell lines, and 
specifically localizes in the nucleus. Using the chromatin immunoprecipitation sequence and 
microarray analysis, we demonstrate that Importin-α1 interacts with chromatins and involves in gene
 regulation of cancer cells in addition to the nuclear transport function.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
核膜孔を介した核－細胞質間物質輸送の
研究は、この 20 数年間で飛躍的に進み、基
本的な分子メカニズムについては共通に理
解されるレベルに達している。Importin-α
は核局在化シグナル(Nuclear Localization 
Signal: NLS)受容体として同定され、ヒトで
は7種類の亜型が存在して異なる基質特異性
や、組織や細胞での異なる発現パターンを示
す。近年、Importin-α1(KPNA2 とも呼ぶ)が
複数のがん組織で高発現することが多く報
告されている(Christiansen and Dyrskjøt, 
Cancer Lett., 2013)。がんの種類は乳がん、
前立腺がん、肺がん、卵巣がんなど上皮性細
胞由来の悪性腫瘍を中心に広範囲にわたっ
ている。一方で、Importin-α1 が (1)なぜ特
定のがん細胞で発現亢進するのか、(2)どう
いった基質をがん特異的に核輸送している
のか、(3)どのような分子メカニズムで核内
に移行し集積するのか、(4)核内で何をして
いるのか、といった細胞生物学的知見は全く
ない。申請者らは最近、Importin-αが酸化
ストレスなど複数の細胞ストレスに応答し
てすみやかに核内に集積し、特に Serine 
Threonine Kinase 35(STK35)のプロモーター
制御領域に結合して転写を直接制御するこ
とを初めて発見した(Yasuda and Miyamoto et 
al., EMBO J., 2012)。興味深いことに、核
にとどまるように設計した Importin-α1 変
異体を発現した HeLa 細胞内では、ストレス
の暴露に関係なく H2Aや H2B などのヒストン
の発現や GADD45A、HARAKIRI といったストレ
ス応答や細胞死に関連する遺伝子の発現が
変動した。このことは、核に局在する
Importin-α1 が、STK35 以外にも転写制御に
寄与していること意味している。さらに我々
は、Importin-α の C末端領域が、新たな分
子認識領域として機能することを独自の結
合予測アルゴリズムを開発することで証明
した(Arjomand et al., FASEB J., 2014)。
重要な点は、この領域を介した相互作用は必
ずしも核輸送に機能する訳ではないことで
ある。 
 以上のように、Importin-αは単なる NLS
受容体ではなく、局在に依存して「転写制御
機能」も発揮する多機能分子であることがわ
かる。この特性は、がん細胞で高発現してい
る Importin-α1 が「核輸送」と「転写制御」
の少なくとも2つの機能によりがんの進展や
悪性度の獲得に関与していることを示唆し
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、核輸送分子として知られる
Importin-α1 の多機能分子としての特性に
着目し、がん細胞特異的な「転写制御機能」
の解明を目指すものである。近年、乳がんや
前立腺がんなど複数のがん組織で、
Importin-α1 の発現が顕著に上昇し、その発
現率とがんの悪性度とに密接な相関がある

ことが報告されている。さらに、通常、細胞
質に多く存在する Importin-α1 が、がん細
胞では主に核に局在していることから、輸送
とは異なる「核内機能」を発揮することが、
がんの生存、進展に寄与している可能性が示
唆されている。 
 本研究は、Importin-α1 が転写制御に働く
とする申請者ら独自の発見を基盤に、「核輸
送」と「転写制御」の 2つの機能的側面から、
がん細胞、特に乳がん細胞に特異的な遺伝子
発現の制御メカニズムを解明しようとする
ものである。 
 
３．研究の方法 
本研究では、乳がんを題材に以下の 2 つの
プロジェクトを柱に遂行して行く。 
 
Project 1: Importin-α1 の発現、局在プロ
ファイリングと細胞亜型の選定 
 まず、Importin-α1 の動態 (存在量、分布、
局在)を正確に把握し、“発現上昇”や“核局
在”を厳密に定義する。乳がんは遺伝子発現
により悪性度の異なる複数の細胞亜型に分
けられ、治療標的が異なるがんであるが、細
胞亜型ごとで Importin-α1 の存在量を詳細
に解析した例はない。そこで、最新の質量分
析法を用いて複数の乳がん細胞株中での
Importin-α1 のタンパク質量を定量解析す
る。また、異なる細胞亜型を含む乳がん組織
切片を用いた免疫組織化学的解析を行い、
Importin-α1 の組織内分布を申請者ら自身
で正確に把握する。これら Importin-α1 の
発現、局在プロファイルをもとに、細胞亜型
との関係を明確にし、実験に用いる細胞株を
選定する。 
 
Project 2：乳がん細胞における Importin-
α1 の包括的機能解析 
  Importin-α1 と相互作用する分子の中に
は、「輸送基質」と「輸送されない分子」と
が存在する。そこで Importin-α1 と相互作
用する分子を質量分析法により同定し、輸送
の有無により分類する。「輸送基質」につい
ては、結合分子の機能解析を通して
Importin-α1 の輸送機能が乳がんの進展や
悪性度の獲得にどう寄与するかを解明する。
「結合するが輸送されない分子」については、
Importin-α1 との結合がどのような遺伝子
の発現に寄与するかを知る目的で、結合領域
を過剰発現し結合阻害を誘導した細胞を用
いたマイクロアレイを実施し、影響を受ける
遺伝子を同定することで Importin-α1 との
結合の生物学的意義を明らかにしていく。さ
らに、抗 Importin-α1 抗体によるクロマチ
ン免疫沈降と次世代シーケンサーを組み合
わ せ た chromatin immunoprecipitation 
sequence (ChIP-Seq)により Importin-α1 が
制御する遺伝子配列を同定する。 
  
４．研究成果 



本研究は、核輸送因子 Importin-α1 の発
現上昇とその多機能性が、乳がんの進展や悪
性度、がん細胞特異的な遺伝子発現にどのよ
うに関与しているかを明らかにするもので
ある。 
 本研究課題は、がん細胞で高発現し、かつ
核内に多く局在する核局在化シグナル(NLS)
受容体分子 Importin-α1 に着目し、特に乳
がんの進展や悪性度、がん細胞特異的な遺伝
子発現にどのように関与しているかを明ら
かにするものである。これまでに、異なる乳
がん細胞亜型株(MCF7、SK-BR-3、MDA-MB-231、
MRK-nu1)、並びに正常乳腺上皮細胞株
(MCF10A)における 7 種のヒト Importin-αサ
ブタイプの発現状況を iTRAQ (isobaric 
tagging for relative and absolute 
quantitation)法、ウエスタンブロット法に
より解析した。さらに、Importin-βファミ
リー分子群や Ran及び Ran制御分子など核輸
送関連分子についても、タンパク質発現プロ
ファイルを作製した。これらの結果、複数の
Importin-αサブタイプを含む多くの核輸送
関連分子で乳がん細胞亜形株での発現亢進
が見られ、がん細胞では核輸送システムが亢
進している可能性が示唆された。また、
Importin-αがクロマチンと相互作用すると
する独自の知見をもとに、特異抗体を用いた
ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 シ ー ク エ ン ス
(ChIP-seq)を行った。実験では、抗体ロット
や細胞培養条件ごとでの違いが生じないよ
うに、Importin-αの異なる領域を認識する
複数の抗体と、異なるリソースより入手した
同一細胞株を組み合わせて検討を行い、
Importin-αが結合するゲノム領域の詳細な
情報を取得した。さらに、MCF-7 細胞を
Importin-α1 siRNAを用いてノックダウンし、
発現の変化する遺伝子をマイクロアレイ解
析により明らかにした。以上の結果から、
Importin-α1 がクロマチン上でどのような
複合体を形成することが、がん特異的な遺伝
子発現に影響を与えるか明らかにした。 
上記に加えて、本研究課題で着目している
Importin-α1 とアミノ酸配列の相同性が高
い分子として新たに同定された Importin-α
8 (KPNA7)について、その機能解析も行った。
Importin-α8は他の Importin-αと異なり核
内に特異的に局在すること、すい臓がんで顕
著な発現の亢進がみられることが知られて
いる。機能解析の結果、Importin-α8 は
Importin-α1 とは異なる基質特性を示すこ
とが明らかとなった  (Kimoto et al., 
BBA-MCR, 2015)。さらに、Importin-α1 やα
8 は、サブタイプごとでヘテロ二量体を形成
する活性があり、Importin-α8 はヘテロ二量
体形成活性が非常に強い分子であることを
証明した(Kimoto et al., BBA-MCR, 2015; 
Miyamoto and Oka, Data Brief, 2016)。加
えて、このヘテロ二量体形成活性は、核内で
の積み荷の積み下ろしに関与していること
も示した (Miyamoto and Oka, Data Brief, 

2016)。 
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