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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

核―細胞質間蛋白質輸送機構に関する研究は、輸送担体である importinβファミリー分子、importinαファミ

リー分子、低分子量 GTPase Ran やそのサイクルに関する因子群の発見ならびに性状解析が精力的に進められ、

輸送機構に関する基本的な分子メカニズムが理解される段階にまで研究は進展した。しかし、核―細胞質間蛋

白質輸送が、個体発生、細胞分化・増殖、細胞周期といった様々な生命現象とどのように深く関連しているの

か、単に必要因子を輸送しているだけなのかという疑問についてはほとんど研究が進んでいない。一方、われ

われは、これまでの研究から、それ自身では核に入らないと考えられていた importinαが、importinβに結合す

ることなく単独で核内に移行する能力を有することを初めて発見した。この importinαが単独で核内に移行す

るという活性の生理的意義を解明する目的で解析を進める過程で、細胞が紫外線照射や熱ショック、酸化スト

レスなどの様々なストレスを受けた時に、そのストレスに応答して速やかに importinαが核内に集積するとい

う興味深い現象を見出した。さらに、ストレス条件下において、他の核―細胞質間蛋白質輸送に関わる因子の

細胞内局在を解析した結果、Ran の局在も変化していることが明らかとなった。これらの解析結果を踏まえ、

importinαや Ran のストレス依存性細胞内局在変化の分子メカニズムを明らかにするとともに、細胞核がスト

レスに応答してどのように反応し、ストレスに対処するのかを、核―細胞質間蛋白質輸送制御の観点から解明

することを目的とする。本研究は、「核―細胞質間蛋白質輸送」と「ストレス応答」という、これまでに関連

付けて解析されたことがない２つの研究対象を統合的に解析するという学術的特色を持つ。本研究の成果は、

核―細胞質間蛋白質輸送の理解に「ストレス制御」という新しい局面を提唱することができるとともに、「細

胞核ストレス応答」という全く新しい学問分野の構築となり、細胞機能を包括的に理解する上で意義深い。 



 

 

Ｓ中間－２ 

⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

研究計画調書の研究計画に沿った形で研究を進め、以下のような成果を挙げてきた。 
（１） ストレス依存性核―細胞質間蛋白質輸送制御機構の解明 
 さまざまなストレス（核への紫外線照射、過酸化水素処理、熱ショック）負荷を細胞が受けた場合に、
importinαが核内に集積することが明確となったが、その際に、核―細胞質間蛋白質輸送はどのように制
御されるのかを知るため、ストレス負荷細胞の細胞質に、典型的な核蛋白質である SV40 T 抗原の核局在
化シグナルを持つ輸送基質をインジェクションしたところ、その輸送効率が著しく低下していることが明
らかとなった。この輸送効率の低下は、レコンビナント importinαを同時にインジェクションすることで、
かなりの程度回復することがわかり、importinαの核内集積を通して、importinα/β依存性核輸送経路を抑
制する機構を細胞が持っていることをはじめて明らかにすることができた。一方、同じ条件下で、ストレ
スに応じて細胞質から核へ移行することが知られている分子シャペロンの hsc70 や MAP キナーゼファミ
リーの１つである ERK2 を細胞質へインジェクションしたところ、hsc70, ERK2 ともに核内へ速やかに移
行することがわかった。これらの結果は、ストレスに対応して、細胞は、数多く存在すると思われる核輸
送経路のうち、importinα/βによる通常の核輸送経路を抑制し、ストレス応答性の分子を効率よく核へ輸
送できる状態に制御する機構があることを示唆しており、環境の変化に応じた核輸送装置そのものの制御
機構に関する最初の発見と言える。 
（２） Ran のストレス依存性細胞内局在変化の分子基盤の解明 
 低分子量 GTPase Ran は、正常状態では８０%以上が核内に局在しており、そのほとんどは GTP 結合型
であると考えられているが、ストレス負荷によって、Ran の局在が細胞質側に偏り、その局在変化が
importinαの局在変化に先立って起こることがわかった。そこで、その Ran の局在変化の分子基盤を解明
するため、細胞内 ATP 濃度に着目した。これまで、ある種 
のストレスで、細胞内 ATP 濃度が低下することが知られて 
いたが、実際に、われわれの用いた３種類のストレスでも 
細胞内 ATP 濃度が低下することが明らかになった。そこで、 
Koningic acid など、複数の細胞内 ATP 濃度を低下させる薬 
剤を用いることにより、Ran の局在変化を誘導できることを 
明らかにした。逆に、ATP+ATP 再生系を導入した細胞では、 
ストレス条件下でも Ran の細胞内局在の変化は起こらないこ 
とがわかった。細胞内 ATP 低下は、細胞内 GTP 低下を誘導 
することが知られているので、ストレスによって GDP 結合 
型 Ran を GTP 結合型に効率よく変換できないことが予想さ 
れた。そこで、ストレス条件下の Ran の性状解析を行なった 
結果、GDP 結合型 Ran が著しく増加していることがわかっ 
た。以上の結果を統合的に考察し、以下のようなモデルを提 
唱することができる。つまり、細胞がストレスに晒されると、先ず細胞内 ATP 量が低下し、続いて GTP
量の低下が誘導される。細胞内 GTP 量が低下すると GDP 結合型 Ran から GTP 結合型 Ran への変換が効
率よく行なえなくなり、核内に GDP 結合型 Ran が増加し、受動拡散により GDP 結合型 Ran が細胞質に
漏出することにより、Ran の局在変化が起こる。核内の GTP 結合型 Ran が低下することにより、正常時
には CAS と GTP 結合型 Ran の働きにより核外に運び出されていた importinαが核から運びだされなくな
り、importinαの核内蓄積が進行するというモデルである。さらに、importinαは、単独で Ran に依存せず
核内に移行する能力を持つことも importinαの核内蓄積を促進すると思われ、ストレス条件下における
Ran ならびに importinαの局在変化のメカニズムについて、１つの明解な仮説を提唱することができた。
（３） ストレス応答時における細胞核内での importinαの生理的役割の解析 
 ストレスに応答して核内に集積した importinαは、核を DNase I で処理することにより遊離してくる分
画に多く含まれていることがわかったので、核内で何らかの遺伝子の発現に変化を及ぼしたり、DNA 複
製に影響を与えたりするのではないかと考え、先ず、DNA マイクロアレイを利用し、importinαを過剰発
現させ、importinαが核内に集積した状態をミミックした条件下で発現の変化する遺伝子を網羅的に解析
した。その結果、大きな特徴として、コアヒストンである histone H2A/H2B サブタイプの発現が著しく低
下することがわかった。また、発現が上昇する遺伝子もいくつか同定できたが、その中でも Serine-Threonine 
Kinase 35 (STK35)は、ストレス条件下で発現が上昇する遺伝子としても報告されており、この分子に着目
した研究を開始している。STK35 の機能はほとんどわかっていないので、RNAi 法を用いて発現上昇を抑
制した場合にストレス応答性に変化が見られるのかどうかといった解析を進めている。一方、DNA 複製
に関与するキナーゼである CDC7 に importinαが結合するという報告が最近なされたので、CDC7 と
importinαの機能的相互作用をアフリカツメガエル卵細胞抽出液を用いた系で解析を始めている。 
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図：ストレス条件下における Ran の局在変化モデル 



 

 

Ｓ中間－３ 

⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術

的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
（１）細胞核のストレス応答における最初期反応過程の分子メカニズムの理解：本研究により、細胞がス
トレスを受けた際に起こる最初期反応としての、細胞内 ATP 量の低下から importinαの核内集積までの過
程を分子レベルで明確にすることができたが、これは、細胞核のストレス応答を理解する上で学問的にイ
ンパクトの高い研究成果である。 
 
（２）核―細胞質間蛋白質輸送制御機構の存在の証明：核―細胞質間蛋白質輸送において、輸送される分
子がリン酸化などの修飾によって輸送される効率が変化したり、細胞内外の環境変化に呼応して、その細
胞内局在を変化させる例はいくつか既に報告されてきたが、輸送装置そのものが制御を受けるかどうかに
ついて、多くの研究者が興味を持っていたにも関わらず、明確にはされていなかった。本研究で、ストレ
スに応答して importinαが核内に集積することにより、importinα/βを介した蛋白質輸送経路が抑制される
にも関わらず、hsc70 や ERK2 といったストレス関連分子の核内移行は抑制されないことがわかり、細胞
は環境変化に対応して多様な輸送装置を適切に変化させ、それぞれの輸送効率を調節する機構を確かに持
っていることを初めて示すことができた。これは、核―細胞質間物質輸送研究分野において新規性の高い
研究成果であり、他の研究領域へのインパクトも大きい。また、以上の結果は、hsc70 が importinα/β以
外の因子によって核内輸送されることを意味しており、hsc70 独自の新規輸送因子を同定する必要性をも
明確にした、発展性のある研究成果である。 
 
（３）importinαの核内標的分子の同定：現時点で、最も独創性・新規性をさらに発展させる可能性を持
った研究成果として、importinαの核内標的有力候補分子としての STK35 と CDC7 の同定がある。細胞が
ストレスを受けた場合に importinαが核内に集積することはこれまでの研究で明確であるが、核内で何ら
かの機能（核輸送以外の機能）を果たし、ストレス応答に寄与しているかどうかは全く不明である。細胞
核ストレス応答という、本研究の主要課題に深く研究を進めていくためにも、importinαの核内標的分子を
見つけることが鍵となるが、その候補分子として STK35 という機能未知のキナーゼと CDC7 という DNA
複製に重要な役割を果たす分子が見つかったことは大きな意義がある。つまり、STK35 は，importin αに
よる発現上昇を通して活性化され、様々な核内因子をリン酸化し、核内でのストレス応答をコントロール
している可能性が考えられる。また、細胞はストレスを受けた際に、ストレスから回避するため、細胞周
期の進行を一旦止め、ストレスを回避するための反応を優先して行い、その後、細胞周期を再開させると
いう過程を経ることが考えられ、その際に核内集積した importinαが CDC7 に結合することにより、DNA
複製を停止させ、ストレス回避に備えるという仮説が考えられる。このような新しい概念による研究はこ
れまでに全く見られず、本研究の独創性を最も端的に示す成果であり、この成果をさらに発展させること
ができれば、学術的インパクトの極めて高い研究へと発展するであろう。 



 

 

Ｓ中間－４－１ 

⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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⑨研究成果の発表状況（続き）（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含

む。）の全著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及

び国際会議、学会等における発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に

○を、また研究代表者に下線を付してください。） 
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