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研究成果の概要（和文）： 
鉄の主要な受容体であるTransferrin Receptorの新しい分解代謝制御機構が存在する事を明ら
かにした。また HIV-1 などレトロウイルスの細胞内増殖・出芽の宿主抑制因子である
BST-2(Tetherin)の細胞内輸送およびHIVアクセサリータンパク質であるVpuによるその分解の
分子機構について明らかにした。さらに新規美白化合物２種類についてその作用機構を明らか
にした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found a novel mechanism of down-regulation of transferring receptor. We 
characterized an intracellular logistics of BST-2/Tetherin, which is a host restriction 
factor of retrovirus. We found that Vpu, an accessory protein of HIV-1, counteracts a 
role of BST-2/Tetherin. We further analyzed the mechanisms of two novel whitening 
reagents in melanocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
 エンドソームは形質膜あるいはトランス
ゴルジ領域からリソソームへの中間に位置
する細胞内コンパートメントであり、限界膜
がその内部に陥入し形成される内腔小胞を
持つ多胞体様構造（MVB :multi vesicular 
body）と呼ばれる特徴的な構造を持つ。MVB

における内腔小胞は、細胞外からのエンドサ
イトーシスで形成される小胞や細胞内の輸
送小胞の形成とはトポロジー（膜位相）的に
は逆位相であり、その形成の分子機構は未だ
不明な部分が多い。このような逆位相の小胞
形成は HIV をはじめとする一部のウイルスの
形質膜上での出芽（Budding）と相関性があ
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ることが指摘されてきている。実際、SKD1・
ESCRT 蛋白質複合体の中には、HIV ウイルス
の形成に関与しているものが存在している
ことが複数のグループから報告されてきて
いる。また、細胞質分裂（cytokinesis）に
おける親細胞から娘細胞の形成も、そのサイ
ズは異なるものの膜位相的には MVB 内腔小胞
あるいはウイルス粒子の出芽と同一である
とみなすことができる。最近、SKD1・ESCRT
蛋白質複合体分子の一部が cytokinesis にお
ける midbody に局在することや、それらの過
剰発現やノックダウンが正常な細胞分裂を
阻害し、多核の細胞を作り出してしまうこと
などが報告されている。すなわち一連の逆位
相の膜の陥入による小胞形成には SKD1 とそ
の結合蛋白質を含む分子群が関与している
ことが明らかとなりつつある。興味深いこと
にこれらの生命現象にはいずれも蛋白質の
ユビキチン化が関与していることが示唆さ
れている。ユビキチン化は、MVB 内腔小胞へ
の膜蛋白質選別輸送シグナルあるいは、HIV
ウイルス粒子の一部構成蛋白質の形質膜上
への輸送シグナルとして機能していること
が報告されている。さらに、cytokinesis 時
にユビキチン化蛋白質および脱ユビキチン
化酵素（UBPY）が midbody へ局在することが
報告されており、これら一連の生命現象には
ユビキチンを中心とした共通の分子機構の
存在が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
これまで我々は変異型 SKD1(E235Q)の過剰発
現により、エンドソーム内にユビキチン化さ
れた膜蛋白質が蓄積することを見出し、そこ
に蓄積したユビキチン化膜蛋白質の網羅的
プロテオミクス解析に成功した。さらに同定
された膜蛋白質について、そのユビキチン化
制御機構、ユビキチンリガーゼの同定、ユビ
キチン化の生理的意義などについて研究を
行ってきた。 
本研究ではこれまでの知見をもとに、２つの
逆位相の膜の陥入による小胞形成、すなわち
HIV ウイルスの形質膜上での出芽、および細
胞質分裂（cytokinesis）における midbody
形成の分子機構について、特にユビキチン
化・脱ユビキチン化による制御機構に着目し
て明らかにする。 
（１）ユビキチン化による HIV ウイルスの形
質膜上での出芽の制御機構の解明 
HIV の構成蛋白質である Gag は単量体型 HECT
型ユビキチンリガーゼ Nedd4 と相互作用・ユ
ビキチン化されることが知られているが、ウ
イルス粒子中の Gag 蛋白質のユビキチン化は
2%以下しか認められない。すなわち Gag 蛋白
質はユビキチン化により細胞表面の出芽部
位へと輸送されたのちに、速やかに脱ユビキ
チン化を受けていることを示している。これ

は MVB において選別を受けたユビキチン化膜
蛋白質が速やかに脱ユビキチン化され、リソ
ソームにおいてはユビキチン化が検出され
ない事象と非常に良く似ている。Gag 蛋白質
のユビキチン化後の形質膜までの輸送・脱ユ
ビキチン化のプロセスに SKD1・ESCRT 分子お
よび MVB における脱ユビキチン化酵素 UBPY
が膜蛋白質の選別同様に作用するという作
業仮説を立て検証する。予備的実験により
SKD1(E235Q)および SBP3/Vps2/ESCRT-III の
過剰発現が Gag-Pol 遺伝子の発現により形成
される偽ウイルス粒子（VLP: Virus like 
particle）の形成・出芽を阻害していること
が確認できている（右図）。本研究は今後 HIV
ウイルスの形成・細胞内増殖の新しい制御分
子機構の解明につながるとともに、それらを
標的とした新規の治療薬の開発などの研究
につながることが期待される。 
（２）ユビキチン化による細胞質分裂
（cytokinesis）における midbody 形成の制
御機構の解明 
ESCRT 分子あるいは一部の SNARE 分子の機能
阻害による midbody 形成阻害は、エンドソー
ムあるいは分泌小胞が midbody 形成の膜供給
源となっていることを示唆している（下左
図）。我々は予備的実験によりエンドソーム
膜蛋白質であるトランスフェリン受容体
（TfR）は midbody に局在することや、
SBP3/Vps2/ESCRT-III の過剰発現が有為に細
胞質分裂を阻害するとともに、TfR の midbody
への局在も阻害していることを見出した。さ
らに我々は前述のプロテオミクス解析で TfR
のユビキチン化を見出し、その生理的意義を
解析する目的でリジン残基変異体（4KR-TfR）
を作成した。興味深いことに野生型の TfR と
は異なり 4KR-TfR は midbody へ局在しなかっ
た（下右図）。さらに同調培養した HeLa 細胞
において、細胞質分裂時には TfR のユビキチ
ン化が亢進しており、細胞質分裂終了時には
速やかに脱ユビキチン化されていることも
見出した。そこで、細胞質分裂時のエンドソ
ーム膜蛋白質のユビキチン化はエンドソー
ム小胞を midbody へと導くためのシグナルと
して機能しているという作業仮説を立て、他
のエンドソーム膜蛋白質についても細胞質
分裂時にユビキチン化が亢進するかについ
て解析を行う。またそれらエンドソーム膜蛋
白質のユビキチンリガーゼ・脱ユビキチン化
酵素の同定を試み、細胞質分裂時におけるエ
ンドソーム膜蛋白質のユビキチン化・脱ユビ
キチン化の制御について明らかにする。これ
まで細胞周期における蛋白質のユビキチン
化は各種制御因子のプロテアソームでの分
解シグナルとしてのみ考えられていた。本研
究はユビキチン化による新しい細胞周期制
御の分子機構の解明につながることが期待
される。 



 

 

 
３．研究の方法 
（１）ユビキチン化による HIV ウイルスの形
質膜上での出芽の制御機構の解明 
SKD1 および SKD1 結合蛋白質群（SBP1-3）の
ウイルス形成への関与についての解析：すで
に予備的実験により SKD1(E235Q)および
SBP3/Vps2/ESCRT-III の過剰発現が VLP の形
成・出芽を阻害していることが確認できてい
る。今後、さらに他の SBP1, SBP2 に関して
も同様な実験を行う。また、Vps4B(human 
SKD1)および SBP1-3 の siRNA による発現抑制
による影響もしらべる。 
（２）ユビキチン化による細胞質分裂時
（cytokinesis）における midbody 形成の制
御機構の解明 
cytokinesis 時にユビキチン化エンドソーム
膜蛋白質を midbody へと局在させる輸送制御
因子の同定とその機能解析：一部の ESCRT 蛋
白質は midbody に局在するとともにその過剰
発現あるいは siRNA によるノックダウンが
cytokinesis を阻害することが知られている。
しかしながらその明確な阻害分子機構は明
らかとなっていない。我々の予備的実験によ
りこの cytokinesis の阻害が、エンドソーム
由来の小胞の midbody への局在（TfR の
midbody への局在）が阻害され、midbody へ
の膜供給が抑制された結果であることが、少
なくとも SBP3/Vps2/ESCRT-III の過剰発現の
系において示唆されている（右図）。
cytokinesis の阻害効果を示す他の ESCRT 蛋
白質についても、TfR の midbody への局在を
抑制しうるかについて解析を行い、われわれ
の作業仮説を検証する。 
（ ３ ） 同 調 培 養 HeLa 細 胞 を 用 い た
cytokinesis 時にユビキチン化を受けるエン
ドソーム膜蛋白質およびその midbody への輸
送制御因子、ならびにユビキチンリガーゼ・
脱ユビキチン化酵素の網羅的解析： 
予備的実験により、Aphidicolin/Nocodzole
処理でM期に同調させたHeLa細胞内ではTfR
のユビキチン化が有為に増加し、その後 180
分以降でこれらは速やかに脱ユビキチン化
されていることを見出した（右図）。そこで M
期細胞の膜画分を調整、膜蛋白質を可溶化後、
ユビキチン化膜蛋白質を抗ユビキチン抗体
によりアフィニティ精製する。得られた蛋白
質をトリプシン消化・HPCL 分離後、Mass/Mass
解析により同定する。この解析により TfR 以
外に M期に於いてユビキチン化されエンドソ
ーム小胞を midbody へと導く他のエンドソー
ム膜蛋白質の同定が期待される。その際に安
定同位体で標識されたアミノ酸を含む培養
溶液で培養した細胞（M期から 180 分後以降）
を内部標準として用いることでユビキチン
化の定量的な増減についても知見が得られ
ることが期待される。さらに可溶化前の膜画

分から Urea 等による変性で抽出されるエン
ドソーム膜表在型蛋白質についても同定を
試みる。この画分には ESCRT 蛋白質をはじめ
とするユビキチン化シグナルに結合する分
子が含まれているため、新規の輸送制御因子
が同定されてくることが期待できる。同定さ
れた膜蛋白質に関しては midbody への局在の
有無・リジン残基変異体の発現による
midbody への局在や cytokinesis への影響に
ついて解析を行う。同様に同定されたエンド
ソーム膜表在型蛋白質については過剰発現
や siRNA によるノックダウンによる機能評価
を行う。この解析によりさらにユビキチンリ
ガーゼ・脱ユビキチン化酵素が同定されてく
ることも期待される。同定されてくるユビキ
チンリガーゼ・脱ユビキチン化酵素の cDNA
発現ベクターの構築、抗体作成、siRNA 作成
などを行い、過剰発現（不活性型・deletion
体などによるドミナントネガティブ効果）・
発現抑制時の TfR の midbody 局 在 や
cytokinesis への影響について解析をおこな
う。 
 
４．研究成果 
（１）鉄の主要な受容体である Transferrin 
Receptor（TfR)が鉄イオン濃度依存的にユビ
キチン化を受け、徐々にリソソームでの分解
を受けているという新しい TfR の代謝・発現
量制御機構が存在する事を報告した（Genes 
to Cells, 2011）。さらに膜結合型ユビキチ
ン リ ガ ー ゼ で あ る MARCH(Membrane 
Associated Ring-CH)ファミリー蛋白質のひ
とつが TfR を基質として認識し、そのユビキ
チン化によるリソソームでの分解に関与す
ることなどを明らかにした（第 84 回日本生
化学会大会、日本薬学会第 132 年会・シンポ
ジウム、投稿論文準備中）。 
（２）TfR が細胞周期 M 期前半においてユビ
キチン化を受け、細胞質分裂時には徐々に脱
ユビキチン化されてくる。この TfR ユビキチ
ン化は分裂溝へエンドソーム由来の小胞が
局在することと密接に関連している。従って、
TfR のユビキチン化には少なくとも２つの異
なる生理的役割があることが示唆された。さ
らに別の鉄輸送体である DMT1(Divalent 
Metal Transporter-1)が、やはり細胞周期に
依存したユビキチン化を受けることも見出
した（投稿論文準備中）。 
（３）Trans-Golgi network膜タンパク質
TGN46の細胞内輸送および局在化の分子制御
機構について解析を行ない、新規のタンパク
質選別輸送の分子機構が存在することを明ら
かにした（第84回日本生化学会大会、投稿論
文準備中）。 
（４）HIV-1などレトロウイルスの細胞内増殖
・出芽の宿主抑制因子であるBST-2(Tetherin)
の細胞内輸送について報告した（J. Biol. 



 

 

Chem. (2009)））。またHIVアクセサリータンパ
ク質であるVpuによるBST-2(Tetherin)のダウ
ンレギュレーションの分子機構について明ら
かにした（Communicative & Integrative 
Biology (2010)、J. Biol. Chem. (2009)）。
さらにBST-2(Tetherin)の細胞内ロジスティ
クスに関する総説を報告した（Current HIV 
Research, in press）。 
（５）新規美白化合物２種類についてその作
用機構を明らかにした。（Experimental 
Dermatology (2011)、J. Investig. Dermatol. 
(2009)） 
（６）HECT 型ユビキチンリガーゼ Nedd4 のア
ダ プター分子である Nedd4interacting 
protein 2(NDFIP2)が Nedd4 によるコネキシ
ンの分解を負に制御（競合阻害）しているこ
とを明らかにした（ Biol. Pharm. Bull. 
(2010)）。 
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