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研究成果の概要：本研究の目的は種々の神経変性疾患原因蛋白の核内輸送に関して、運動ニュ

ーロン病様Triple A症候群(AAAS)の原因である核膜孔蛋白アラジンに依存性であるかを検討し、

本疾患で障害を受けやすい古典的な核局在シグナル(NLS)以外の輸送シグナル同定と輸送機序

の解明である。本研究により小脳失調原因蛋白アプラタキシンのみ AAAS の輸送障害を受け、他

の原因蛋白は障害を受けないことが判明した。また、核内輸送障害を受けない DNA 修復蛋白で

ある XRCC1 において、輸送障害を改善するために重要なのは、古典的 NLS（239-266 残基）の下

流 267-276 残基であることを同定した。この部位を含む新規 NLS(239-276 残基)38 アミノ酸配

列を minimum essential sequence of stretched nuclear localization signal (mstNLS)と名

付けた。mstNLS を融合すると、輸送障害を受けていた小脳失調原因蛋白アプラタキシンは AAAS

患者細胞の核内に効率よく輸送された。さらに、mstNLS は酸化ストレス下の正常細胞において

も、強力な核局在シグナルとなることが証明された。以上から本研究成果は、AAAS の病態機序

改善のみならず、核内輸送研究に貢献しうると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

神経疾患には尐なくとも一部には共通する
病態機序が存在する事が推定されているが、
それを解明する横断的研究は尐なかった。 
 核—細胞質間輸送は生命維持に必須の機
構であり、神経疾患においてもハンチントン

病や優性遺伝小脳失調症の原因となるポリ
グルタミン蛋白は核内に移行する事で毒性
を発揮する。しかし、その輸送機序の詳細は
不明である。また、種々の神経変性疾患原因
蛋白は細胞質、核内、ERなど細胞内局在が異
なるが、尐なくとも一部分は核内に存在する
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事が報告されている。私たちのこれまでの研
究で、運動ニューロン病様 Triple A 症候群
(AAAS)の原因である核膜孔蛋白アラジン変
異により、核蛋白である DNA ligase I と小
脳失調症の原因蛋白でもあるアプラタキシ
ンの核内輸送障害が生じることを示してき
た。しかし、その他の神経変性疾患の原因蛋
白の核内輸送に関しては、アラジンの関与は
不明であり、また、アプラタキシンなどの蛋
白がなぜ、核内輸送障害を受けるかも明らか
でなかった。 
 

２．研究の目的 

種々の神経疾患原因蛋白の核内輸送に関して
、運動ニューロン病様Triple A症候群(AAAS)
の原因である核膜孔蛋白アラジンに依存性で
あるかを検討し、本疾患で障害を受けやすい
古典的な核局在シグナル(NLS)以外の輸送シ
グナル同定と輸送機序の解明を目的とする。 
 

３．研究の方法 

神経疾患原因蛋白をアラジンを基準として
分類するために、運動ニューロン病の原因と
なる SMN1, SOD1 および小脳失調の原因とな
る XPA, ATM, ataxin 1、アプラタキシン、さ
らにパーキンソン病の原因蛋白パーキンの
GFP蛋白をAAAS患者と対照線維芽細胞に発現
させ、その核内輸送を検討した。次に、AAAS
患者細胞において、輸送障害を受けない
XRCC1 蛋白における、古典的 NLS 以外の輸送
シグナルを種々の truncation mutant の GFP
融合タンパクを作製して検索した。さらに、
同定したシグナルを種々の蛋白に融合させ、
その核内輸送能力、細胞障害抑制の効果を検
討した。また、核内輸送に関わる他分子の検
索として、アプラタキシンの核内輸送を変化
させる蛋白をアプラタキシンと共発現させ
る事で、検索した。 

 

４．研究成果 
 

神経変性疾患原因蛋白のうちAAAS患者細胞で
核内集積低下を認めたのはアプラタキシンの
みであった。他の蛋白(SMN1, SOD1, XPA, ATM, 
ataxin 1、パーキン)は対照との差がなく、ア
ラジン非依存性の核内輸送に関連すると考え
られる。また、DNA修復蛋白では、DNA ligase 
Iが核内輸送障害を受けたが、他の修復蛋白
(XRCC1, CAF1)では障害を認めなかった。 
XRCC1蛋白における、古典的NLS以外の輸送

シグナル検索の結果、古典的NLS（239-266残
基）の下流267-276残基が重要である事が判明
した。この部位を含む、新規同定した
NLS(239-276残基)をminimum essential 
sequence of stretched nuclear localization 
signal (mstNLS)と名付けた。mstNLSを融合す
ると、輸送障害を受けていたアプラタキシン

やDNA ligase IはAAAS患者細胞の核内に効率
よく輸送された（Biochem Biophys Res 
Commnun 2008;374: 631-634）。また、正常細
胞であっても、酸化ストレス下においては、
アプラタキシンの核内輸送が障害されるが、
mstNLSはその状況下においても効率よく核内
輸送を行えた。また、mstNLSを融合したアプ
ラタキシンおよびDNA ligase Iを患者細胞に
発現させると、酸化ストレスへの抵抗性を獲
得した（図１）。以上から、mstNLSは患者細
胞の核内輸送障害を改善するのみならず、酸
化ストレス下の正常細胞においても、強力な
核局在シグナルとなることが証明された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．AAAS患者細胞の

L-buthionine-(S,R)-sulfoximine(BSO)による
酸化ストレス関連細胞死とmstNLS融合アプ
ラタキシン(APTX)とDNA ligaseI による細
胞死抑制．陰性コントロール(LacZ)を発現し
た患者細胞はBSOの濃度依存性に細胞死を起
こす。一方、mstNLS-APTX+mstNLS-ligase 

I導入は、有意に細胞死を抑制する。しかし、
陽性コントロールである野生型(wt)ALADIN

導入ほどの改善はないことから、未知の蛋白
輸送障害が残存している可能性が示唆される
。 
 
 アプラタキシンに作用し核内輸送を障害
する蛋白を新規に同定した。この蛋白は酸化
ストレス時に特に強く核内輸送阻害を行な
うことが判明した(論文投稿中)。mstNLS 蛋白
融合はこの阻害作用も抑制した。 
 また、筋萎縮性側索硬化症原因蛋白SOD1
は変異蛋白が核内に移行しない事により、核
内の酸化ストレスへの対応が不十分になり
細胞死が生じると最近報告された(Hum Mol 
Genet 2007 16:1604)が、本研究で mstNLS を
融合した SOD1が核内に移行し、酸化ストレ
スによる細胞死を予防する事を証明した。さ
らに、SOD1 は C端の欠失により、蛋白は細胞
質に蓄積(核内からは減尐)するが、トランス
ジェニックマウスモデルにおいて、これまで
で、最短である T116X 蛋白発現によっても、
SOD1 は細胞質に蓄積し、発症することを証明
した(Hum Mol Genet 2008;17: 2310)。今後、
T116X 蛋白に mstNLS を融合する事で、細胞死
が抑制されるかを検討する。 
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