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研究成果の概要（和文）：　Importin α1は、核輸送因子として知られ、細胞内で核移行シグナルを有する蛋白
質の核輸送を介在する。本研究は核輸送因子であるImportin α1が細胞外に存在し、肝癌細胞株の細胞増殖に寄
与する知見を得ることに成功した。さらに、皮下移植モデルマウスを用いた解析を通して、腫瘍細胞から細胞外
放出されたImportin α1が腫瘍細胞以外にマウス由来の血管内皮細胞の細胞膜にも局在することを見出した。こ
のデータは、がん微小環境におけるImportin α1の機能的役割を示唆している。

研究成果の概要（英文）：    Liver cancers are among the common cancers and the fifth leading cause 
of cancer mortality in Japan. Surgical resection and liver transplantation are the only curative 
treatments for early-stage patients with liver cancers. However, the majority of patients are 
diagnosed in advanced stages of the disease during which the extant therapies are ineffective. 
Therefore, it is important for developing novel therapy to target for liver cancers. 
  This study showed that intracellular nuclear trafficking protein, importin alpha 1, was localized 
at the extracellular space. Extracellular importin alpha 1 was specifically detected in liver cancer
 cell lines. In mouse subcutaneous model, extracellular importin alpha 1 was localized at the cell 
surface of mouse-derived vascular endothelial cells, as well as human cancer cells. These data 
suggested that extracellular importin alpha 1 was involved in tumor microenvironment.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 核輸送因子　肝がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌は現在も依然として患者数が多く、年間約3万人が死亡しており、その疾患対策が求められている。肝癌は
再発を繰り返しやすく、他の悪性腫瘍と比較して長期生存の困難な疾患でもあり、背景肝疾患からの肝癌を早期
に判別できるバイオマーカーや肝癌を根治する療法の開発は治療成績に大きく影響することから臨床的ニーズは
極めて高い。本研究によって、肝癌特異性の高い新しい機構として核移行タンパク質の細胞外局在を先駆的に提
示することができた。今後、診断や治療への応用が見込まれる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 核輸送因子 importin は、タンパク質の核移行シグナル(NLS)を認識、会合することで、

NLS を有する核移行タンパク質の核膜通過を介在する。一方で、10 年程前から、肝がん

や乳癌などの多くの患者症例の腫瘍組織で importin α1 の高発現が、他の研究機関か

ら複数報告されはじめ、importin α1 が新規の腫瘍マーカーになる可能性が示唆され

ている。しかし現在までに、importin α1 がどのように腫瘍形成・構築に関与するか

についてはほとんど研究が進んでいない。 

 

２．研究の目的 

 報告者らは最近になって、患者検体や細胞株を用いた網羅的プロテオミクス解析の結

果から、importin α1 が細胞外に局在することを示す予備的データを得ることができ

た。そこで本研究では、importin α1 ががん細胞の細胞膜や細胞外液中において局在

することの特徴付けを行うとともに、がん機能への影響を明らかにすることを目指す。 

 

３．研究の方法 

種々のがん細胞株を利用して、細胞膜および細胞外液中の importin α1 の局在を検討

する。またリコンビナントタンパク質やモノクローナル抗体の添加実験を行い、細胞外

の importin α1のがんにおける機能的役割を明らかにする。 

 

４．研究成果 

① 種々のがん細胞を用いて細胞表面の

importin α1 の発現量をフローサイトメ

トリーで検討したところ、細胞外の

importin α1 の検出は、肝がん細胞株や

大腸がん細胞株において特に高頻度に検

出されることがわかった（図 1）。一方で、

正常細胞であるヒト線維芽細胞 TIG-1 や

ヒト血管内皮細胞 dHMVEC、乳腺上皮細胞

MCF-10A、またヒト胃癌株 AGS や乳がんの

細胞株では細胞膜での importin α1 の発現は

観測されなかった（図 1）。さらに、ELISA 系を

立ち上げ、培養上清中の importin α1 の濃度

を測定したところ、細胞表面発現量に比例して、

肝がんや大腸がんの細胞株で高い importin 

α1 が検出された（図 2）。細胞外液中の

importin α1 の検出は細胞表面で発現が認め

られなかった株では見られなかった（図 2では

AGS を示した）。このことから、importin α1

はがん細胞において構成的に細胞外に排出されることが示唆された。 

② 細胞膜に局在する importin α1 の存在様式を知るために、importin α1 を含む核

移行タンパク質が有する NLS に着目した。細胞膜タンパク質や分泌タンパク質の多

くは小胞体―ゴルジ体で糖鎖修飾を受ける場合が多い。糖鎖修飾のうちヘパラン硫

図1細胞表面importin α1の発現

図2培養上清中importin α1の検出

P<0.001



酸プロテオグリカンは硫酸特性

を有するため、塩基性アミノ酸

残基で構成される NLS と電気化

学的に相互作用する可能性が高

い。そこで GST-GFP に NLS を繋

いだリコンビナントタンパク質

を用いて生きた細胞に処理した。

その結果、GST-GFP は細胞膜に

結合しなかったが、GST-NLS-GFP

は細胞膜に結合した（図 3）。また NLS

を除去した importin α1 を細胞に処理

しても結合能は明らかに減退すること

が確認された。このことから細胞外に排

出された importin α1 が NLS を介して

細胞膜に結合していることが推察され

る。 

③ 細胞外の importin α1 の機能を知るた

めに、細胞外での相互作用を探索した。

分泌タンパク質のうち塩基性アミノ酸残基のクラス

ターを持つものをバイオインフォマティクスの手法

で検索し、importin α1 と結合する候補を絞った。

その上で、実際の結合を in vitro の結合実験で検証

した結果、FGF１を見出した。FGF１は血管新生を始め、

細胞増殖に関わることが知られる。そこで細胞外

importin α1 と FGF１機能との関係を調べるため、細

胞への刺激実験を行った。その結果、細胞外に

おける importin α1の存在は FGF１が関わるが

ん細胞増殖を有意に亢進させることが分かった

（図 4）。また、importin α1の添加は FGF１が

関わる増殖性の細胞内シグナル伝達の活性化を

増強させることが分かった（図 5）。このことか

ら、importin α1 が FGF１を介した細胞増殖機

構に寄与することが示された。 

④ 細胞外に存在する importin α1の細胞増殖への

関与をさらに調べるために、importin α1 のモ

ノクローナル抗体を用いてがん細胞株に処理し

て細胞増殖を調べた。その結果、抗体処理は細

胞外のimportin α1量が多い細胞株に対して有

意に増殖抑制を示した（図 6）。一方で、細胞外

importin α1 の局在量の少ないがん細胞株 AGS

では抗体による抗増殖抑制効果は見られなかっ

た（図 6）。さらに、抗体処理は FGF１との相互

図3 NLSは細胞膜表面に局在するための基質である

図4細胞外importinα1は増殖亢進性に働く

P<0.05

図5細胞外importinα1は
FGF1シグナルを増強する

図6抗importinα1モノクロー
ナル抗体は細胞外
importinα1陽性細胞の増殖
を抑制する



作用や FGF１が関わるシグナル活性化を抑制する

ことも突き止めた（図 7）。これらの結果は、細胞

外の importin α1 ががん増殖に重要な役割を果た

すことが示された。また importin α1 の抗体はが

んの抗体療法の標的になりうると考えられる。 

 

以上の実験結果から、これまで細胞内での局在と機能

が知られてきたimportin α1が細胞膜表面や細胞外液

中に局在し、がん細胞機能に寄与することが示唆され

た。NLS は細胞内では核局在化シグナルとして核局在移行に利用されるが、細胞外では

ヘパラン硫酸を含む糖鎖と結合する能力があると推察される。さらに生きたがん細胞か

ら細胞内タンパク質の排出が起きていることはがん細胞の発症や悪性化進展に寄与す

る可能性を示唆している。今後、シグナルペプチドを持たない importin α1 の細胞外

排出機構の観点からがんとの関連を解析したいと考えている。 
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