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研究成果の概要（和文）：細胞内における膜貫通型蛋白質のオルガネラ間の輸送は主に膜小胞を

介して行われる。GGA, AP-1等のクラスリンアダプターと呼ばれる分子群は、膜蛋白質の選別
輸送に必要なクラスリン被覆小胞形成において必須な役割を担っているが、その分子機能およ

び調節機構の詳細は不明な点が多い。本研究に於いてはショウジョウバエの培養細胞系におい

てこれらの分子群の性状解析を行い、ショウジョウバエ細胞においても哺乳動物細胞と同様な

メカニズムでクラスリンアダプターが膜蛋白質輸送において機能していることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Intracellular trafficking of integral membrane proteins requires 
formation of transport carriers to reach their final destination. Clathrin coat is a major 
coatmer responsible for generation of transport vesicles at the post-Golgi compartments. 
Clathrin adaptors such as GGA and AP-1 function at the Golgi membrane to recruit 
clathrin from the cytoplasm to the site of clathrin coated vesicle formation. This study was 
aimed to dissect the functions of GGA and AP-1 using fly cultured cells as a model system 
for mammals. We carried out the functional characterization of these clathrin adaptors and 
found that the molecular functions of the clathrin adaptors are highly conserved from fly to 
mammals. 
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１．研究開始当初の背景 
これまで、多くのゴルジ体に於けるクラスリ
ン被覆小胞形成に関する研究が酵母、哺乳動

物を用いた系で行われてきた。特にゴルジ体
からのマンノース６リン酸受容体（MPR）の
選別輸送に関しては、Bonifacino (NIH, 
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USA)、 Robinson (Cambridge, UK)、Ohno 
(RIKEN, Japan) 、 Nakayama (Kyoto, 
Japan)、Kornfeld (Washington, USA)、
Payne (California, USA)らを初めとする国
内外の多くのグループの遺伝学的、生化学的、
細胞生物学的アプローチにより、AP-1 及び 
GGAsらクラスリンアダプターが MPRを含
む多くの膜タンパク質の TGN に於ける選別
に関わることを示してきた。特に Bonifacino
らのグループは RNA干渉（RNAi）法による
遺伝子発現制御系を用いてこれらのアダプ
ター分子がリソソーム蛋白質の正常な輸送
に必要である事をヒト培養細胞系を用いて
示してきた。これらの知見より、GGA をは
じめとするアダプター分子がクラスリン被
覆小胞の形成の調節に直接的に関わってい
る事が示唆される。しかしながら、哺乳動物
に於いては構造、機能ともに類似した２種類
の MPR が存在する上に、同じく類似した３
種類の GGA蛋白質(GGA1-3)、及び AP-1の
サブユニットにも複数のアイソフォームが
発現することから、個々のアダプター分子の
機能をRNAi法により解析するのには限界が
あり、これらの分子が実際にクラスリン被覆
小胞形成に関わっているのか、また AP-1 と
GGAsがどのように役割分担をしているのか
など明確な回答の得られていない問題が山
積している。 
申請者はこれまで主にヒト細胞に於ける
AP-1 及び GGAs の機能調節機構について研
究を行ってきた。近年、より単純なモデル系
としてショウジョウバエの培養細胞系を用
いたリソソーム蛋白質のゴルジ体での選別
輸送機構の解析をはじめている。ショウジョ
ウバエ(Drosophila melanogaster)は既にゲ
ノムプロジェクトが完了し、全ゲノム DNA
配列から AP1 複合体のサブユニットは１種
類づつのみ存在し、ヒトでは３個存在する
GGA遺伝子、２種類あるMPR遺伝子もショ
ウジョウバエにはそれぞれひとつずつしか
ないことが分かっている。また、これまで出
芽酵母、哺乳動物細胞の実験系から明らかに
されてきたポストゴルジコンパートメント
で機能する多くの分子が種を超えて保存さ
れていることが知られており、哺乳動物同様
のメカニズムを持つ良いモデル系であるこ
とが期待される。すでにショウジョウバエの
MRP（Lerp）、GGA(dGGA)、AP-1(dAP-1)
を初めとする２０余りの関連遺伝子の単離
と発現系を構築しており本研究の基礎にな
る生化学、細胞生物学的データも揃いつつあ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究はショウジョウバエ S2 細胞に於け
るポストゴルジコンパートメント、特に
TGN-エンドソーム-リソソーム系のコンパ

ートメントにおけるクラスリンアダプター
分子群の詳細な機能解析を目的としている。
特に、クラスリンアダプター分子群として
dGGAおよび dAP-1複合体、それらのカー
ゴ分子として Lerp、制御分子として Arf1 
(Arf79F)の局在化と分子間相互作用につい
て詳細に検討する。更にリソソームへの蛋
白質輸送をリソソーム酵素であるカテプシ
ン D(DmCathD)及びカテプシン L(Cp-1)
を用いてモニターする手法を確立し、様々
な既知因子のノックダウンを行う事により
ショウジョウバエに於けるリソソームへの
蛋白質輸送経路の素過程を分子ベルで解析
する。 
 
３．研究の方法 
これまでにショウジョウバエ細胞のポスト
ゴルジコンパートメント、特にリソソーム系
オルガネラの形態学的、酵素学的記述は細胞
生物学的観点において十分になされていな
い。リソソーム蛋白質の細胞内選別及び輸送
機構の解析を行った例も少なく、モデル系と
して利用するのには未だ課題が残されてい
る。そのため、この点を踏まえ本研究は大き
く二つの部分に分けて遂行される。即ち、 
 
（１）モデル系としてのショウジョウバエ培
養細胞系を用いた、リソソーム蛋白質輸送経
路のアッセイ系の確立‐様々な分子マーカ
ーを用いた S2 細胞のポストゴルジコンパー
トメント、特にゴルジ体－エンドソーム-リソ
ソーム系の形態学的、酵素学的解析によりこ
れらオルガネラの規定を行う。 
（２）また、カテプシン D及び Lの細胞外誤
輸送等を指標にしたリソソーム蛋白質輸送
経路のアッセイ系を確立し、これらアッセイ
系を用いてショウジョウバエ AP1, GGA, 
Retromer 等、既知のアダプター分子のノック
ダウンがカテプシン Dのリソソームへの輸送
に及ぼす影響等、詳細な機能解析を行う。 
（３）リソソーム蛋白質輸送に関与する新規
因子のゲノムワイド RNAi を用いた探索、及
び DmAP1 複合体、DmGGA、Lerp 等、リソソー
ム蛋白質輸送関連因子の変異の個体発生に
及ぼす影響と病態の解析を行う。特に RNAi
スクリーニングにおいては同定されたリソ
ソーム蛋白質輸送に関わる因子の中で哺乳
動物にホモログが存在し、かつ機能未知の遺
伝子に焦点を当て哺乳動物での機能解析を
行う。 
 
４．研究成果 
S2 細胞内におけるクラスリンアダプター及
びクラスリンの機能解析を行った結果，内在
性クラスリンアダプターdGGA は S2 細胞内に
おいてゴルジ膜に局在し，その局在化は哺乳
動物細胞系と同様に活性型 Arf1-GTPase の存



 

 

在を必要とした。更にショウジョウバエの
MPR オルソローグである Lerp に関しても
dGGAはその細胞質に保存されたDxxLLタイプ
のシグナル配列をその VHSドメインにおいて
認識し、結合することが明らかとなった。 
また、dGGA のノックダウンにより Lerp のエ
ンドソーム／リソソームへの輸送が阻害さ
れることがエピトープタグ付加型の Lerp 分
子の発現誘導系と RNAi 法を組み合わせた新
規アッセイ系において示された（下図、
A:Lerp-V5 がリソソーム系で限定分解される
ことを示す。B：dGGA, dAP-1 のノックダウン
により Lerp-V5 の限定分解が抑制されること
から、これらのクラスリンアダプター分子群
が Lerp の順行輸送において機能しているこ
とが示唆される）。 

更に、内在性クラスリン重鎖 dCHC は dGGA と
ゴルジ体で共局在し（右上図 A,E）、dGGA の
クラスリン結合能に関して詳細な解析を行
った結果、dGGA の Hinge 領域にクラスリン結
合配列を見いだした。この領域を欠く dGGA
変異体を S2 細胞に強制発現させることによ
り、内在性クラスリンのゴルジ体における局
在が失われたことから dGGA が細胞内に於い
てもクラスリンのゴルジ体膜へのリクルー
トに関与していることが強く示唆された（右
上図 B,C,D）。以上の結果より、ショウジョウ
バエにおいても哺乳動物細胞に類似したシ
ステムによりゴルジ体における膜蛋白質の
選別輸送が行われていることが強く示唆さ
れた。 
 これまで，ショウジョウバエの細胞系にお
けるゴルジ体局在型クラスリンアダプター
の解析は全くされておらず、世界的にも
Robinson らのグループとともに我々のグル
ープが最先端の研究を行っている。これまで
クラスリンに関してはエンドサイトーシス
に関しての研究がほとんどであり，内在性ク
ラスリンがショウジョウバエに於いてもゴ
ルジ体に局在するという知見は細胞生物学，
発生生物学の分野において非常に重要な知
見である。 
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