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緒緒  言言  

 
神経細胞における細胞体から神経終末に至るまでの軸索輸送は、中枢神経系においては記憶・学習・情動など高次脳

機能において決定的な役割を果たし、末梢神経系においても細胞体と軸索、シナプス間の情報伝達において必須の役割

を果たす。KPNA やインポーチンβ（IPOβ）は代表的な核移行因子であり、細胞質から核内への基質の輸送により

様々なシグナルを核内へと伝える機能を持つ。近年、統合失調症や自閉症スペクトラム障害（ASD）、注意欠如・多動

性障害（AD/HD）などの精神・発達障害に核移行因子が関与することが報告されている。また、KPNAが核移行以外

の機能を有する多機能因子であることが明らかとなりつつある。本研究で代表者らは KPNA ファミリーの中でも脳内

で顕著に高発現がみられる KPNA1 に着目した。先行研究において KPNA1 ノックアウト（KO）マウスが作製され、

その行動解析実験の結果、新規物体認知機能の低下、感覚運動統合障害などの行動異常が確認された［1］。また、我々

のグループによるKPNA1 KOマウス由来の脳抽出液を用いたDNAマイクロアレイから、統合失調症（様）症状を誘

発する向精神薬フェンシクリジン（PCP）の薬剤負荷条件下において、細胞質ダイニン（以下ダイニンと呼称）および

その関連遺伝子に顕著な発現低下がみられ、薬剤に対する脆弱性が示唆された（未発表）。ダイニンは神経細胞におい

ては軸索輸送、細胞遊走などに必須の役割を有する分子内モーターである。これらの結果はKPNA1とダイニンによる

軸索輸送が深く関与していることを示唆する。本研究では、KPNA1とダイニンの神経細胞における新規の機能的役割

を明らかにすることを目的とした。我々の研究グループではこれまで、Lis1や神経特異的βⅢ-チューブリン（Tubb3）
からなる移動性微小管フラグメント（tMT：transportable microtubule）がキネシンやダイニンといったモータータン

パク質による物質輸送の制御に関与していることを発見した［2，3］。軸索輸送においてダイニンは必須であり、また

核-中心体とダイニン／微小管の連関は細胞遊走において重要であるが、KPNA1 がそれらをつなぐ鍵として働く可能

性がある。インポーチン分子の軸索における局在は生化学的には以前に示されているが［4］、その動態は明らかではな

く詳しいことはわかっていない。本研究により神経細胞における KPNA1 とダイニン相互作用と機能を明らかにする

ことで、核‐細胞質‐神経軸索をつなげる新たな細胞内物質輸送システムの理解を提唱する上での基盤的な知見を得る

ことを目指した。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．ララッットト大大腿腿神神経経かかららののイインンポポーーチチンン関関連連因因子子免免疫疫沈沈降降とと質質量量分分析析  
末梢神経系をモデルに軸索性のインポーチン関連因子の解析を試みた。まず、軸索中にどのようなインポーチン関連

因子が存在するかを確かめるために、ラットの大腿神経軸索を単離、可溶化してSDS-PAGEを行った後にLC-MS/MS
による質量分析を行い、大腿神経の構成タンパク質の網羅的解析を行った。その結果、神経軸索に Importinβ1 
（IPOB1）、Importin 5などインポーチンβ分子、KPNA1、KPNA4などインポーチンα分子、CRM1／XPO1やCAS
／XPO2などエクスポーチン分子、低分子量Gタンパク質Ran分子などが含まれていることが明らかとなった。さら

に軸索を結紮し輸送複合体を蓄積させダイニン中間鎖抗体、KPNA1抗体で免疫沈降を行った。その結果、ダイニン抗

体により KPNA1、KPNA1 抗体によりダイニンサブユニットが沈降されてくることが質量分析により明らかになり、
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ダイニンと KPNA1 が輸送複合体を形成することが示唆された（図 1）。これらの結果は、軸索においてダイニンなど

の分子モーターとインポーチン分子が複合体を作る可能性を示唆した。 
 

 

 

図1．ラット大腿神経抽出物からの免疫沈降産物の質量分析による解析 
結紮あり／なし（±Ligation）の条件でKPNA1抗体およびDIC抗体（74-1）での免疫沈降。 
A) 結紮なしの条件では、KPNA1抗体およびDIC抗体の両方でKPNA1およびダイニンサ

ブユニットが沈降された。 
B) 結紮を加えた条件でも、いくつかのダイニン関連因子とキネシン分子がKPNA1および

DIC抗体により沈降された。 
 

22．．ママウウスス後後根根神神経経節節細細胞胞（（DDRRGG））をを用用いいたたKKPPNNAA11おおよよびび IImmppoorrttiinn  BBeettaa  11分分子子ののラライイブブイイメメーージジンンググ  
つづいて、神経軸索内でのKPNA1／ダイニン等の動態を明らかにするために、共焦点顕微鏡を用いて GFP もしく

は RFP の誘導体と融合させた KPNA1、さらにインポーチンβである IPOB1 分子などのライブイメージングを行っ

た。生後1～2日（P1～P2）の幼若なB6／Jの野生体マウスからDRGを単離し、初代培養を行った。このDRG細胞

にNeon Transfection SystemもしくはLipofectamine 3000を用いて遺伝子導入を行い、DIV2～3のDRG細胞を用

いてOlympus FV1200による共焦点顕微鏡観察を行った。まず、DRG軸索領域におけるKPNA／IPOB1の動態を確

かめるために、EGFP-KPNA1およびEGFP-IPOB1のFRAP（Fluorescence Recovery After Photobleaching）を行

った。FRAP による各分子の動態の検証から、KPNA1 や IPOB1が軸索上を活発に輸送されていることがあきらかと

なった。さらに、ライブセルイメージングによる直接観察を行った。その結果、KPNA1およびインポーチンβが軸索

上においてドット上の構造物を形成し、軸索上を順行方向、逆行方向へと輸送されていく様子が観察された。同時に、

ドット上のKPNA1／IPOB1の移動は間断的であり、停止した状態にとどまるものも数多く見られた（図2）。さらに、

複数の蛍光融合遺伝子を導入して二色ライブイメージングを試みた。その結果、KPNA1 と DIC、Tubb3、IPOB1 が

共局在し、軸索上を共に活発に移動する様子が観察された（図 3）。これらの結果は、KPNA1 がダイニンやTubb3 と

輸送複合体を形成し、分子モーターによって輸送されていることを強く示唆する。 
33．．変変異異KKPPNNAA11のの神神経経細細胞胞内内動動態態のの解解析析  

KPNA1は統合失調症など複数の精神・神経疾患と関係することが知られる。ここではKPNA1に特に注目して、統

合失調症関連変異の 1 つである変異を作製し、その経細胞内における動態を、DRG を用いて解析した。Full Length
（FL）の KPNA1 は多くが核内に集積する一方で細胞質にも一定の割合で分配された。軸索領域にも一定の割合で分

配され、その一部はドット状に局在した。一方で変異 KPNA1（ΔC）はほぼすべての KPNA1 が核内へと集積した  
（図4）。これは、変異により核外への輸送が阻害されたためと考えられる。一方で軸索においてダイニンとKPNA1が

エクスポーチンを介して相互作用することが示唆されており［4］、核外輸送異常とダイニンとの相互作用の異常とを区

別する必要がある。そこでPKI-NESシグナルをC末端につなげたKPNA1‐FL-NESおよびKPNA1‐ΔC-NESを

作製し、遺伝子導入を行った。その結果、KPNA1‐FL-NES のほぼすべてが核外および核膜に局在した。一方で
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KPNA1‐ΔC-NESは多くが核内に集積した一方で、細胞質／軸索にも分配され、軸索領域のイメージングを行うこと

ができた。変異によるダイニンとKPNA1の相互作用変化と動態変化に関しては現在解析中である。 

 

図2．DRG軸索におけるmCherry‐KPNA1／IPOB1の運動軌跡 
DRG に遺伝子導入したKPNA1／IPOB1 の蛍光標識タンパク質の動態を観察した。さら

にダイニン阻害剤であるCiliobrevin処理を行った細胞でも同様の観察を行った（右端）。 
A) DRG細胞におけるmCherry融合KPNA1／IPOB1の局在（上）とそのキモグラフ（下）。

スケールバー：10μm。 
B) mCherry‐KPNA1／IPOB1の運動軌跡。 

 

 
図3．DRGにおけるKPNA1、Tubb3、DIC1、IPOB1の共局在解析 

mCherry‐KPNA1 および EGFP‐Tubb3、DIC1、もしくは IPOB1 を導入した DRG のラ

イブイメージング像。矢じりは明確な共局在が確認された顆粒を示す。スケールバー：10μm。 
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図4．変異によるKPNA1の核内異常集積 
A) EGFP-KPNA1（FL）およびEGFP-KPNA1（変異）を導入したDRG 

（スケールバー：25μm）。 
B) FL と変異でのKPNA1 蛍光輝度の核／軸索比率。変異KPNA1 では有意な核への

集積が確認された。Wilcoxon’s test、p＜0.001。 
 

考考  察察  

  

本研究では、質量分析により神経軸索においてインポーチン関連分子が存在していることを示した。軸索性のインポ

ーチン分子は一部が顆粒状の局在を示し、分子モーターによって輸送されていた。顆粒状構造の実体は現在研究進行中

であるが、小胞やストレス顆粒などとの関連が示唆されている。これらの結果は、軸索性インポーチンが核移行だけで

なく、軸索から細胞体、もしくは細胞体から軸索、シナプスへの物質輸送やシグナル伝達に関わり、重要な機能を持つ

ことを強く示唆する。さらなる解析により、顆粒状構造の分子的実体と疾患の原因についての研究に取り組んでいく。

さらに本研究により統合失調症関連変異であるE448X変異により、神経細胞においてKPNA1が核に異常に集積する

ことが明らかとなった。統合失調症の病因となるのが、KPNA1が核外に輸送されないことによる核内外のタンパク質

分配異常に起因するものか、ダイニンとの相互作用など核輸送とは異なる機能が核への異常集積により影響されている

のか、今後の解析により明らかにしていく必要がある。 
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