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研究成果の概要（和文）：Mys 蛋白質は、我々がゼブラフィッシュにおいて新規に同定した蛋白

質で、ほぼすべての脊椎動物のゲノムにこの蛋白質をコードする遺伝子が存在する。本研究で

は、Mys 蛋白質の全長の中で保存性の高いカルボキシル末端に対する抗体を新規に作製し、ゼ

ブラフィッシュに加えヒト、マウス、アフリカツメガエルにおける Mys 蛋白質の発現を確認し

た。次に、Mys 蛋白質の細胞内局在を解析し、ゴルジ体と細胞質中の小胞に局在することを明

らかにした。我々は、Mys と相互作用する蛋白質を網羅的に解析し、Sec23A 蛋白質を同定した。

抗体を用いた二重染色法から、Mys と Sec23A 蛋白質がゴルジ体に共局在すること、免疫沈降法

から、内在の Mys と Sec23A が共沈降することを示した。すなわち、これら蛋白質が細胞質、特

にゴルジ体において共局在し、相互作用して機能していることが示唆された。今後、Mys 蛋白

質の発現阻害を行うことで蛋白質輸送における Mys の役割を詳細に解明する。

研究成果の概要（英文）：We previously identified a novel gene misty somites (mys), which
encodes Mys protein, and found that almost all vertebrate genomes contain the gene
encoding Mys protein homolog. In this study, we newly produced antibodies recognizing
carboxy-terminus of human Mys protein, a region highly conserved in vertebrate Mys
protein homologs. Mys protein homologs were found to be expressed in human and mouse
cultured cells and Xenopus embryos. We then examined the localization of Mys protein in
human cultured cells using the newly produced antibody and found that Mys protein was
localized in Golgi apparatus and vesicles distributed throughout cytoplasm. We isolated
Sec23A protein as a protein interacting with Mys by performing a pull-down assay with
Flag-tagged human Mys protein in human cultured cells followed by mass spectrometry
analysis. Immunostaining using anti Mys antibody and anti-Sec23A antibody showed
co-localization of Mys and Sec23A in Golgi apparatus. Immunoprecipitation using these
two antibodies showed the interaction of endogenous Mys and Sec23A. These results
suggest that Mys and Sec23A function in Golgi apparatus in cooperation with each other.
We are currently performing knock-down experiences and will elucidate roles of Mys in
protein transportation.
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１．研究開始当初の背景

我々は新規遺伝子 misty somites (mys) を
同定し、この遺伝子がゼブラフィッシュの発
生過程に必須であることを明らかにした。
mys がコードする蛋白質のアミノ酸配列は
すべての脊椎動物で非常に高度に保存され
ており、その機能も共通していると考えられ
る。しかし、Mys 蛋白質のアミノ酸配列には
機能を予測できる既知の配列は存在せず、
Mys が機能する分子機構は全く未知の状態
であった。

２．研究の目的

我々の解析結果から、Mys 蛋白質は発生過
程において、頭部・体節の形態形成、体節境
界線の維持に関わることが明らかとなった。
本研究の目標は Mys の機能を制御する上流
の因子の同定と、Mys が機能を発揮する下流
の分子機構を解明することにある。その中で
も本研究課題は Mys が制御する下流の現象、
すなわち Mys がどのように頭部・体節の形態
形成に関わるのか、どのように体節境界線を
維持しているのかについて、その分子機構を
解明することを目的とする。

３．研究の方法

本研究課題において我々は次の方法で研
究を遂行した。

(1)ゼブラフィッシュ Mys 蛋白質を特異的に
認識する抗体を作製し、ゼブラフィッシュ胚
と成魚における発現様式を解析した。さらに、
Mys 蛋白質のアミノ酸配列において非常に保
存性の高い C末端を認識するヒト Mys 抗体を
作製し、モデル脊椎動物における Mys 蛋白質
の発現と細胞内における局在を生化学的・細
胞生物学的に解析した。

(2) Mys 蛋白質と相互作用するプロテインキ
ナーゼ A 調節サブユニットおよび Sec23A に
対する抗体を作製・購入した。これら抗体を
用い、プロテインキナーゼ A 調節サブユニッ
トと Sec23A の発現様式を免疫染色法で解析
した。さらに、Mys 蛋白質との相互作用を免
疫沈降法で解析した。

(3) ゼブラフィッシュ胚あるいはヒト培養
細胞において、Flag タグを融合した Mys 蛋白
質を過剰発現させ、機能解析を行った。反対
に、モルフォリノアンチセンス DNA を用いた
発現阻害実験を行い、機能を解析した。

４．研究成果

(1) mys 遺伝子はほぼすべての脊椎動物のゲ
ノムに存在するが、コードする蛋白質の発現
は不明であった。我々は、ゼブラフィッシュ
Mys 蛋白質に対する抗体を作製し、ゼブラフ
ィッシュの胚および成魚の脳・心臓・精巣・
卵巣における Mys蛋白質の発現を明らかにし
た。ゼブラフィッシュ胚において Mys 蛋白質
の発現はほぼすべての細胞で見られ、これは
mys 遺 伝 子 の 転 写 産 物 を in situ
hybridization 法で解析した結果と一致する。
細胞内における発現部位は細胞質全体であ
った。

Mys 蛋白質のアミノ酸配列は脊椎動物間で
非常に高く保存されているが、N 末端側より
C 末端側がより高度に保存されている。我々
は、保存性の高い C 末端側の配列を大腸菌で
発現させ、モルモットにおいて抗体を作製し
た。用いた配列はヒト Mys ホモログの C末端
である。新たに作製した抗体によって、ヒト
とマウスの培養細胞、さらにアフリカツメガ
エル胚における Mys 蛋白質の発現が証明され
た。興味深いことに、ヒト培養細胞において
Mys 蛋白質は約 58-kDa と 54-kDa の蛋白質と
して検出された。ヒトにおいては mys 遺伝子
の転写産物に４種の選択的スプライシング
産物が存在することが確認されており
（Kamakari et al., 2005）、分子量の異なる
Mys 蛋白質はこれらの転写産物に別々にコー
ドされている蛋白質の発現を示していると
考えられる。

ヒト培養細胞において Mys 蛋白質はゴルジ
体と細胞内に拡散する小胞に局在した。

(2)①我々は Mys 蛋白質と相互作用する蛋白
質として、プロテインキナーゼ A調節サブユ
ニットを同定した。プロテインキナーゼ A は
２分子の触媒サブユニットと二量体の調節
サブユニットからなる複合体で、触媒サブユ
ニットに調節サブユニットが結合すること
で不活性化、乖離することで活性化する。調
節サブユニットに対する抗体を作製し、その
発現部位を解析した結果、ゼブラフィッシュ



胚のほぼ全細胞における発現が示された。ま
た、Mys とプロテインキナーゼ A 調節サブユ
ニットは同じ細胞で発現しており、発現部位
は細胞質であった。さらに、免疫沈降法の結
果から、内在の Mys とプロテインキナーゼ A
調節サブユニットが相互作用することが示
された。

プロテインキナーゼ A調節サブユニットに
おける Mys 結合領域を解析した結果、ドメイ
ン Aで Mys と結合することが明らかとなった。
この領域は触媒サブユニットの結合領域で
あり、Mys と触媒サブユニットがドメイン A
に対する結合で競合することが予測された。
実際に、Mys 蛋白質は in vitro において触媒
サブユニットを調節サブユニットから乖離
させ、プロテインキナーゼ A を活性化するこ
とを示した。さらに、ゼブラフィッシュ胚に
おける Mys 蛋白質の発現阻害によって、触媒
サブユニットと調節サブユニットの結合が
促進され、プロテインキナーゼ Aの活性が減
少することを示した。すなわち、Mys はプロ
テインキナーゼ A調節サブユニットのドメイ
ン Aに結合し、触媒サブユニットを調節サブ
ユニットから乖離、最終的にプロテインキナ
ーゼ A を活性化することが明らかとなった。

ゼブラフィッシュ胚において Mysを過剰発
現させ、プロテインキナーゼ Aを過剰に活性
化することを試みたが、プロテインキナーゼ
A の活性に変化は起こらなかった。Mys の発
現を解析した結果、過剰発現によって内在の
Mys 蛋白質が減少することが明らかとなった。
これは、Mys の発現量を調節するフィードバ
ック機構の存在を示唆する。

ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、マ
ウスにおいてプロテインキナーゼ A は、胚・
器官の形態形成に重要なヘッジホッグシグ
ナルを負に制御する。Mys の発現阻害によっ
てプロテインキナーゼ Aの活性が減少するこ
とから、これらの胚で起こる頭部と体節の形
態異常がヘッジホッグシグナルの異常に起
因すると考え、ヘッジホッグシグナル標的遺
伝子の発現様式を解析した。その結果、Mys
の発現阻害によってヘッジホッグシグナル
標的遺伝子の発現領域が拡大すること、プロ
テインキナーゼ Aの活性化によってこれら発
現領域の拡大が抑制されることが示された。
すなわち、Mys の発現阻害による頭部・体節
の形成異常はプロテインキナーゼ Aの活性が
減少し、ヘッジホッグシグナルの抑制が解除
されたために起こったと結論された（Kotani
et al., 2010）。

以上の結果は、Mys の分子作用機構を明ら
かにしたのみでなく、プロテインキナーゼ A
の新規活性化機構の解明、ヘッジホッグシグ
ナルを制御する新規分子機構の解明に至る
非常に重要な成果をもたらした。

②我々は Mys 蛋白質と相互作用する蛋白質と
して、Sec23A 蛋白質を同定した。Sec23A 蛋
白質は小胞体からゴルジ体への蛋白質輸送
を担う小胞を構成する蛋白質で、Sec23A 蛋白
質をコードする遺伝子に生じた変異は遺伝
病の原因となることが明らかとなっている。

Sec23A に対する抗体を購入し、その発現部
位を解析した結果、ヒト培養細胞においてゴ
ルジ体と小胞体、さらに細胞全体に拡散する
小胞に局在した。その発現部位の一部は Mys
蛋白質と一致した。さらに抗 Mys 抗体で Mys
を免疫沈降した結果、Sec23A が共沈降するこ
と、抗 Sec23A 抗体で Sec23A を免疫沈降した
結果、Mys が共沈降することを示した。した
がって、内在の Mys と Sec23A が相互作用す
ることが示された。

ヒト培養細胞において Mys 蛋白質の過剰発
現の影響を解析するため、Flag 標識 Mys 蛋白
質を培養細胞に発現させた。しかし、過剰発
現による影響は見いだせなかった。内在の
Mys と Flag 標識 Mys の発現を解析した結果、
Flag 標識 Mys の発現量が増加するに従って、
内在の Mysの発現量が減少することが明らか
となった。これは、ゼブラフィッシュ胚と同
様に、Mys 蛋白質の発現量を制御するフィー
ドバック機構の存在を示唆する。過剰発現に
よる影響が見いだせない原因はこの発現量
の制御にあると思われる。

現在、Mys と Sec23A における相互作用に関
わる部位の同定、および RNAi を用いた Mys
蛋白質の発現阻害を行っており、これらの解
析によって小胞体からゴルジ体における蛋
白質輸送に果たす Mysの役割が明らかになる
ものと期待する。
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