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研究成果の概要：タンパク質のユビキチン化は、プロテアソームによる分解シグナルであるだ

けでなく、近年では多様なタンパク質の細胞内小胞輸送（メンブレントラフィック）過程を調

節することが明らかになってきた。また、ユビキチン化は細胞質分裂の調節においても重要な

役割を果たすことがわかってきた。一方、小胞輸送の過程は Arf ファミリーや Rab ファミリー

に属する多くの低分子量 GTPase による調節を受ける。本課題では、Arf や Rab と結合すると

ともに、ユビキチンとも直接、あるいは間接的に結合するタンパク質による細胞内小胞輸送と

細胞質分裂の調節に関して、タンパク質間相互作用解析、細胞内局在解析、siRNA などによる

ノックダウン解析、タイムラプス解析などによって研究を行い、その調節の一端を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）: Ubiquitination serves as a signal for protein degradation by the 
proteasome as well as regulates various aspects of membrane trafficking. Furthermore, 
ubiquitination has been revealed to play a crucial role in cytokinesis. On the other hand, 
membrane trafficking is regulated by the Arf and Rab families of small GTPases. In this 
study, I have studied on regulation of membrane trafficking and cytokinesis by proteins 
that not only bind to the small GTPases but also undergo ubiquitination and/or ubiquitin 
binding, and identified a part of the regulatory mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質がユビキチン化（特にポリユビ

キチン化）を受けることによって、プロテア

ソームで分解されることはよく知られてい

る。しかし最近、EGF 受容体や HGF 受容体

をはじめとする種々の増殖因子受容体のダ

ウン・レギュレーションの過程において、受

容体がモノユビキチン化され、小胞輸送によ
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り多胞エンドソーム（MVB）を経て最終的に

リソソームにまで運ばれて分解されること

が明らかになった。また、細胞間の接着が、

E-カドヘリン複合体のユビキチン化とエンド

サイトーシスにより調節されることも判明

した。さらには、IL-1 受容体（IL-1R）や自

然免疫に関与する Toll 様受容体（TLR）の下

流のシグナル伝達の過程においても、タンパ

ク質がユビキチン化されることにより応答

が調節されている。これらの調節には、ユビ

キチン化タンパク質を認識して結合するさ

まざまなアダプタータンパク質が関与して

いる。したがって、このユビキチン認識系に

何らかの欠陥が生じれば、細胞増殖が異常に

なってがん化したり、細胞接着がうまく行か

ずに形態形成が異常になったり、免疫応答が

異常になったりする。 

 本研究代表者らは、2000 年に、トランスゴ

ルジネットワーク（TGN）からエンドソーム

へのタンパク質輸送に関与するクラスリン

被覆小胞の新規のアダプタータンパク質

GGA を発見した。GGA は、その GAT（GGA 

and Tom1）ドメインを介して低分子量 GTPase

のArfと結合してTGN膜上にリクルートされ、

VHS ドメインを介して輸送されるべき積み

荷タンパク質と結合し、ヒンジ領域を介して

クラスリンと結合することにより、クラスリ

ン被覆小胞のアダプターとして機能する。ま

た 2004 年になって、申請者らは GGA が GAT

ドメインを介してユビキチン化タンパク質

と結合するとともに、GGA 自体がユビキチン

化されることを発見した。この GAT ドメイン

のユビキチンへの結合は、活性型の ARF が

GAT ドメインに結合すると増強される。この

ことは、GGA のユビキチン化タンパク質との

結合は、低分子量 GTPase の Arf によるタン

パク質の小胞輸送と共役する可能性を示唆

する。一方、GAT ドメインには、Rabaptin-5

がユビキチンと競合的に結合する。 

 Rabaptin-5 は、別の低分子量 GTPase ファミ

リーの Rab5 や Rab4 のエフェクターであり、

クラスリン被覆小胞と標的となるエンドソ

ームの膜との融合を調節するタンパク質で

ある。このことは、輸送される積み荷タンパ

ク質のユビキチン化が、クラスリン被覆小胞

のエンドソーム膜との融合を調節する可能

性を示唆する。 

 また本研究代表者らは、GGA と構造的に類

似している Tom1 ファミリータンパク質

（Tom1、Tom1L1、Tom1L2）に関しても次の

ことを明らかにした。❶これらのタンパク質

の GAT ドメインにもユビキチンが結合する

こと；❷GAT ドメインが IL-1R や TLR の下

流のシグナル伝達を負に調節するタンパク

質 Tollip と結合すること；❸C 末端領域を介

してクラスリンと結合すること；❹Tom1L1

は、ユビキチン化タンパク質を含む小胞が

MVB 内へと陥入する際に必要な ESCRT 複合

体のサブユニットの一つの Tsg101 と結合す

ること；❺Tollip も C 末端の CUE ドメインを

介してユビキチンと結合すること；❻Tollip

は C2 ドメインを介してエンドソームに局在

すること；❼Tollip や Tom1、Tom1L1 は様々

な増殖因子の刺激に応答してチロシン・リン

酸化されること。これらのことは、IL-1R な

どの下流のシグナル伝達が、増殖因子からの

シグナルと共役して、ユビキチンによる修飾

を介してエンドソーム／リソソーム系で調

節される可能性を示唆する。 

 

２．研究の目的 

 本研究代表者らのこのようなデータによ

って、ユビキチン化は、プロテアソームでの

タンパク質分解のシグナルであるだけでな

く、細胞膜からエンドソームへのタンパク質

の逆行輸送、TGN からエンドソームへの順行



 

 

輸送などのように、これまでに考えられてい

たよりもずっと多様な機能を果たすと考え

られる。さらに、これらの過程は、Arf や Rab5、

Rab4 などの低分子量 GTPase による厳密な調

節を受ける可能性がある。本研究では、ユビ

キチンが果たすこれらの機能の間の共役（特

に小胞輸送とタンパク質分解の関連）、およ

びこの共役における低分子量 GTPase の Arf

や Rab の役割の解明をめざす。この共役機構

を解明することによって、細胞増殖、細胞接

着などの調節に関して、これまでにない観点

からの知見が得られると考える。 

 

３．研究の方法 

(1) Tom1 ファミリータンパク質とユビキチ

ンや Tollip との相互作用を詳細に解析すると

ともに、ユビキチン化が関係する MVB の形

成や細胞質分裂の調節、HIV-1 などのウイル

スの出芽の調節における役割を探る。 

(2) 細胞内小胞輸送に関与する低分子量

GTPase（Arf6 や Rab11）、およびそれらのエ

フェクタータンパク質（ Rab11-FIP3 や

Rab11-FIP4、MKLP1）は、細胞質分裂の際に

ミッドボディー近傍に局在する。また、ユビ

キチン化タンパク質を認識したり調節した

りするタンパク質（Tsg101 など）もミッドボ

ディー近傍に局在する。 

 そこで、上記のエフェクタータンパク質に

関して、siRNA 法により発現抑制した培養細

胞やドミナントネガティブ変異体を発現し

た細胞における小胞輸送の変化や細胞の形

態、細胞分裂の変化などを観察することによ

って、それらの小胞輸送と細胞質分裂におけ

る機能の比較を行う。さらに、これらの低分

子量 GTPase やエフェクターに関して、GFP

や mCherry のような蛍光タンパク質との融合

タンパク質の発現ベクターを作製して培養

細胞内で発現させ、タイムラプス顕微鏡法に

より細胞分裂時におけるこれらのタンパク

質の細胞内局在の経時変化を観察する。 

 

４．研究成果 

(1)  Tom1 ファミリーと Tollip に関して以下

のことを明らかにした。 

① TollipがそのC2ドメインを介しておそら

くは PI(3,4,5)P3 を認識することによって、エ

ンドソーム膜上に局在するようになること。 

② Tom1 がその GAT ドメインを介して

Tollip に結合して、サイトゾルからエンドソ

ーム膜上へとリクルートされること。 

③ Tom1 が GAT ドメインを介してユビキチ

ン化タンパク質をエンドソーム膜上へとリ

クルートすること。 

④ Tom1 はその C 端領域に存在するクラス

リンボックス・モチーフを介してクラスリン

と結合し、クラスリンをエンドソーム膜上へ

と間接的にリクルートすること。 

⑤ Tom1L1 がその GATドメインを介してユ

ビキチン化タンパク質と結合するとともに、

ESCRT-I 複合体のサブユニットの一つである

Tsg101 と結合すること。 

⑥ Tom1L1 と Tsg101 は、分裂間期の細胞で

は後期エンドソームに局在するのに対して、

細胞質分裂時にはTom1L1はTsg101を介して

ミッドボディーにリクルートされること（図

１）。 

 

⑦ Tsg101 の Tom1L1 との結合と Tsg101 の

HIV-1 Gag タンパク質の結合は競合すること。 

  以上の結果から、Tom1-Tollip 複合体が増

殖因子受容体や Toll 様受容体の下流で機能

して、クラスリンと共役するメンブレントラ



 

 

フィックを調節することにより、ユビキチン

化タンパク質のエンドソームを経てリソソ

ームでの分解を調節する可能性を示した。ま

た、Tom1L1 は、ユビキチン化タンパク質を

認識する Tsg101 と結合することによって、

MVB 形成を調節するだけでなく、細胞質分

裂の過程を調節する可能性を示した。 

(2) 低分子量 GTPase やそれらのエフェクタ

ータンパク質について 

① FIP3 と FIP4 はリサイクリングエンドソ

ームに局在し、Rab11およびArf6に結合する。

siRNA 解析などによって，FIP3/FIP4 は分裂間

期には Rab11 依存的にリサイクリングエンド

ソームに局在するのに対して，細胞質分裂時

には Rab11 依存的にミッドボディーに局在す

ることを明らかにした。さらに、免疫蛍光法

やタイムラプス解析などによって、２つの娘

細胞の間の切断時には、FIP3/FIP4 は Arf6 と

ミッドボディーマトリックスに共局在する

ことが明らかにした。 

②  FIP3/FIP4 は、分裂しつつある細胞の中

心体付近から、リサイクリングエンドソーム

とともにミッドボディーへとリクルートさ

れることを見いだした。 

③ Arf6 は、収縮環近傍から MKLP1 や

Tsg101 が既に存在しているミッドボディー

へと移行すること、この移行は MKLP1 との

結合に依存することなどを明らかにした。ま

た、Arf6 や MKLP1、Tsg101 を siRNA 法によ

り発現抑制した細胞や Arf6 ノックアウトマ

ウス由来の細胞では、二つの核や複数の核を

持つ細胞の割合が顕著に増えることから、細

胞質分裂の過程が阻害されていることを示

した（図２）。 
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