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研究成果の概要（和文）： 
細胞接着分子 paraxial protocadherin (以下 PAPCと略す)は、アフリカツメガエル胚発生の原
腸形成運動において重要な役割を果たしていることがわかっている。我々は、PAPC は原
腸形成期の初期には細胞接着分子として必須であるが、後期の細胞移動期には細胞膜から

除去されなければ運動が阻害されることを見いだした。さらに PAPCが急速に除去される
分子メカニズムを明らかにした。この PAPCのタンパク質レベルでの制御メカニズムは、
胚発生における細胞接着分子の局在と安定性の新しい制御機構である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Paraxial protocadherin (PAPC) has been shown to be involved in gastrulation cell movements 
during early embryogenesis.  It is first expressed in the dorsal marginal zone at early gastrula 
stage and subsequently restricted to paraxial mesoderm during gastrulation in Xenopus and 
zebrafish.  Using Xenopus embryos, we found that PAPC is regulated also at the protein level is 
degraded and excluded from the plasma membrane in the axial mesoderm at late gastrula stage.  
Our findings suggest a novel mechanism of regulation of a cell adhesion protein and that this 
system plays a crucial role in vertebrate embryogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
秩序正しい細胞移動は、形態形成において基
本的な生命現象である。アフリカツメガエル
の原腸形成運動においては、背側中胚葉の細
胞が極性化した形態変化を行い、さらにそれ
が中心線に集まる収斂伸長運動を行なう。そ

の結果、体軸が伸長して、球形から紡錘形へ
と胚の形が変化する。本研究は、この収斂伸
長運動においては、細胞間相互作用が重要で
ある。細胞接着分子 PAPC は、細胞外ドメ
インにカドヘリンリピートを持つプロトカ
ドヘリンの一つである。これまで、PAPC
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は原腸形成運動に必要であることはわかっ
ていたが、その分子レベルでの制御機構は明
らかではなかった。我々は、これまで原腸形
成運動におけるユビキチン化の役割につい
て研究を行ってきた。そして、PAPCが原腸
形成運動においてユビキチン化の制御を受
けいることを見いだした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、PAPCのユビキチン化システム
による制御機構を明らかにし、発生過程での
ユビキチン化システムと細胞接着制御の役
割を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）PAPC、E3 ユビキチン化酵素、脱ユビキ
チン化酵素、ユビキチンなどに GFP、RFP、GST
などのタグをつけたプラスミドを作製し、in
vitro で RNA 合成を行ない、アフリカツメガ
エル初期胚にインジェクションを行なった。
また、必要に応じて、PCR による突然変異導
入を行なった。
（２）原腸形成開始期に、背側中胚葉の外植
片を切り出し、共焦点顕微鏡で観察した。細
胞膜は、farnesylation シグナルをつけた GFP
または RFP を共発現することにより可視化し
た。
（３）ユビキチン化は、myc タグしたユビキ
チン遺伝子をカエル初期胚に RNA として導入
し、GST タグした基質タンパク質を GST プル
ダウンアッセイによりユビキチンを検出し
た。

４．研究成果
（１）PAPC は収斂伸長を行なう中胚葉細胞に
おいては急速に減少する。

PAPC-GFP をアフリカツメガエル胚の中胚
葉で発現させて、その動態を顕微鏡で観察し
た（図１a）。原腸形成期初期（st.11）の中
胚葉では PAPC は観察されるが、収斂伸長を
行っている st.15 の細胞では、ほとんど検出
できなくなる。この減少は、プロテアソーム
阻害剤では阻害されなかったが、リソゾーム
阻害剤で阻害されることから、リソゾームに
よる分解が関わっていと考えられた。
PAPC タンパク質が減ることが発生におい

て重要であるかどうかを検証するため、過剰
発現実験を行なった。PAPC を過剰発現した胚
では、収斂伸長運動が阻害され、体長の短い
表現型を示す胚が多数観察された（図１b）。
また、アニマルキャップアッセイにおいて、
Nodal 発現による伸長を、PAPC の過剰発現が
阻害することもわかった。以上のことから、
PAPC は、収斂伸長運動する細胞においては、
PAPC は分解されることが、正常な形態形成運
動に必須であることがわかった。

図１ PAPC のタンパク質量の制御が正常な発生過程に

重要である

（２）PAPC はリン酸化により局在と安定性が
変化する。

PAPC は魚類、鳥類、哺乳類でも保存されてい
る分子である。そのなかでも特に保存性の高
い領域が細胞内ドメインに存在する。この部
分は約２０数アミノ酸からなり、アスパラギ
ン酸とセリンに富むことから DSR ドメインと
名付けた（図２a）。この領域を欠損したり、
保存されているセリン残基をアラニンに置
換した変異 PAPC 分子では、細胞膜局在が減
り、細胞質に大きな塊を形成することがわか
った（図２b）。また、この変異タンパク質は、
収斂伸長運動期での PAPC タンパク質レベル
の低下が見られなかったことから（図２c）、
分解を受けない変異と考えられる。セリンを
アラニンに置換することによって安定性が
変化することから、リン酸化による制御を考
え、GSK3βのドミナントネガティブ変異遺伝
子を発現させたところ、野生型 PAPC が DSR
ドメイン変異と同様の局在と安定性を示し



た（図２d、e）。さらに、大腸菌に生成させ
た PAPC の細胞内ドメインのタンパク質を、
リコンビナントの GSK3βと in vitro で発現
させたところ、リン酸化 PAPC 抗体によるリ
ン酸化が検出された。これらの結果から、
PAPC は GSK3βによるリン酸化により、その
局在と安定性が制御されていることが明ら
かとなった。

図２ PAPC は GSK3βにより制御される

（３）PAPC はβ-TrCP によりユビキチン化さ
れる

PAPC の細胞内ドメインのリジン残基を全て
アルギニンに置換した変異タンパク質（KR 変
異）を発現させたところ、DSR ドメインの変
異体と同様の表現型を示すことがわかった
（図３a）。このことから我々は、PAPC がユビ
キチンによる制御を受けていると考え、ユビ
キチン E3リガーゼとの相互作用を検証した。
その結果、E3 リガーゼの一つであるβ-TrCP
が PAPC と共局在することを見いだした（図
３b）。さらにβ-TrCP のドミナントネガティ
ブ変異遺伝子（TrCPΔF）を発現させたり、
モルフォリノオリゴによりノックダウンを
行なうと、PAPC は KR 変異体を同様の局在、
安定性を示すこともわかった（図３c、d）。
さらに TrCPΔFは収斂伸長運動をそがいする
ことから、β̶TrCP による制御が初期発生に
おいて必須であることを明らかにした。
また、myc タグしたユビキチンを用いたユ

ビキチン化アッセイを行い、アフリカツメガ
エル胚において実際に、PAPC のユビキチン化
が起こっていることもわかった（data not

shown）。

図３ PAPC はβ-TrCP により制御されている

（４）考察
以上の結果から、PAPC はプロテインキナー

ゼ GSK3βによるリン酸化、そして E3 リガー
ゼβ－TrCP によるユビキチン化の制御を受け
ていることがわかった。そして、脊索を形成
するための重要な細胞運動である収斂伸長
運動において、この制御機構が必須であるこ
とを明らかにした。細胞膜に局在する膜タン
パク質の、これらの分子による一連の制御機
構は未だ報告されておらず、重要な成果とし
て発生学、細胞生物学の分野において大きな
インパクトがあると期待される。また、PAPC
の属するプロトカドヘリンはガンの抑制遺
伝子としても知られている。プロトカドヘリ
ンの安定性や局在制御を明らかにした我々
の成果は、医学的な分野でも重要な知見とな
る可能性を持っている。
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