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研究成果の概要（和文）：ゴルジ体形成必須因子であるVCIP135の結合タンパク質として、新

規タンパク質p87を同定することに成功し、その機能解析を行った。p87はゴルジ体に局在

し、ゴルジ体再構成の必須因子として働くことを明らかにした。細胞分裂期におけるゴル

ジ体再構成において、VCIP135/p87を介したユビキチンシグナルが重要な役割を果たしてい

ることが示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：A novel VCIP135 binding protein is identified, and named as p87. 
p87 localizes to the Golgi, and works as an essential factor for Golgi assembly. It is 
suggested that ubiquitin signaling mediated by VCIP135/p87 plays an important role in 
Golgi biogenesis, especially in mitosis. 
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１．研究開始当初の背景 

  我々の研究室では、細胞分裂期にお

けるゴルジ体再構成において、p97 ATPase

／p47 を介した膜融合経路が必須である

ことを明らかにしてきた。近年、申請者は

新たに p47 と相同性の高い新規タンパク

質、p37 を同定し、p37 がゴルジ体形成必

須因子である事を明らかにした。この p37

の同定により、細胞は、p97/p47 経路と

p97/p37 経路の２つの異なる膜融合経路
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を用いてゴルジ体形成をおこなっている

ことが明らかとなり、さらにこの２つの経

路を比較する事で大変興味深い事が明ら

かとなった。１つが、細胞は膜融合経路を

細胞周期により使い分けている事である。

p97/p37 経路が間期におけるゴルジ体の

形成維持に使われるのに対し、p97/p47 経

路は細胞分裂期におけるゴルジ体の再構

成に特化した膜融合経路である事が明ら

かとなった。もう１つは VCIP135 の関与で

ある。VCIP135 はゴルジ体形成必須因子と

して同定したタンパク質であり、脱ユビキ

チン活性を持つ。この２つの膜融合経路は

ともに VCIP135 を必須因子として必要と

する。しかしその脱ユビキチン活性につい

ては、p97/p37 経路では必要ないのに対し、

p97/p47 経路では脱ユビキチン活性を必

要とすることがわかった。これは明らかに

ゴルジ体形成において、VCIP135 が異なる

機能を有するタンパク質である事を示し

ている。VCIP135 の機能を明らかにする事

は、ゴルジ体形成の分子機構を明らかにす

るうえで重要な知見を与えるものと考え

られる。 

  細胞分裂期における p97/p47 経路を

介したゴルジ体再構成には、VCIP135 の脱

ユビキチン活性、つまりユビキチンの関与

が非常に重要な役割を果たしている事が

明らかとなってきた。細胞分裂期にはゴル

ジ体は劇的な形態変化を見せる。この形態

変化とユビキチンシグナルは密接に関係

していると考えられる。VCIP135 を介した

ユビキチンシグナル伝達経路を解明する

事は、扁平膜積層構造という非常に特徴的

なゴルジ体形態形成の解明につながるだ

けでなく、ゴルジ体の動態とその機能との

関連を分子レベルで考察する事に寄与

するものと考えられる。 

２．研究の目的 

  本研究では、細胞分裂期における

VCIP135 の脱ユビキチン活性の制御機構

を明らかにすることにより、ユビキチン

を介したゴルジ体形成の分子機構の解明

を目的とする。細胞分裂期において

VCIP135 はゴルジ体再構成に必須なタン

パク質であるだけでなく、その脱ユビキ

チン活性も同様に必須である事が明らか

となった。ところが、VCIP135 のリコンビ

ナントタンパク質は、全長ではその脱ユ

ビキチン活性は非常に低く、N末断片にす

ると顕著に活性が上昇することを見出し

た。この結果は、VCIP135 に何らかの活性

化機構が存在していると示唆する。 

  申請者は最近、新たな VCIP135 結合

タンパク質、p８７の同定に成功した。さ

らに、p８７がゴルジ体に局在し、VCIP135

の脱ユビキチン活性を活性化するという

非常に興味深い結果を得た。このことは p

８７が VCIP135 の活性制御に重要な役割

を果たしている可能性を強く示唆する。

そこで本研究では、１）p８７の機能を明

らかにすることにより、VCIP135 の脱ユビ

キチン化の活性化機構を詳細に検討する。 

  また、VCIP135 の脱ユビキチン活性が

細胞分裂期のゴルジ体再構成に必須とい

うことから、細胞分裂期において、小胞

化されたゴルジ体膜上に VCIP135 によっ

て脱ユビキチン化されるタンパク質が存

在し、かつ、このユビキチン化が何らか

のシグナルとしてゴルジ体再構成に必須

である事を示唆する。そこで、２）ゴル

ジ体再構成における VCIP135 のターゲッ

ト（基質）タンパク質の同定を行う。

VCIP135 に認識されて脱ユビキチン化さ

れるタンパク質は、ゴルジ体再構成にお

いて非常に重要な役割を果たすことが予



想される。このタンパク質を同定し、ゴ

ルジ体形成における機能を明らかにする

事により、ゴルジ体形成におけるユビキ

チンの役割が明らかとなると考えられる。 

 

 

３．研究の方法 

（１）p８７の機能 

 p８７の GST 融合タンパク質を作製し、

His-VCIP135 および、His-p97 を用いて GST

プルダウン法により、３者の結合を検討し

た。抗 p８７抗体を用いた間接蛍光抗体法に

より、p８７の細胞内局在を確認した。また、

p８７に対する siRNA を作成し、RNAi 法によ

るノックダウンをおこなった。p８７をノッ

クダウンした細胞を間接蛍光抗体法を用い

て、ゴルジ体の形態を検討した。さらに、

電子顕微鏡により観察し、ゴルジ体の微細

構造を詳細に検討した。抗 p８７抗体を用い

て、試験管内ゴルジ体再構成実験をおこな

い、p８７のゴルジ体形成への関与を検討し

た。VCIP135 の脱ユビキチン活性は

poly-ubiquitin chain を基質に用いること

で、その活性を測定した。 

 

 

４．研究成果 

（１）p８７の機能 

  p８７は単独で VCIP135 に結合を示

すが、p９７存在下において、VCIP135 へ

の結合が顕著に増大した。また、p８７は

単独で VCIP135 の脱ユビキチン活性を活

性化するが、同様に p９７存在下におい

て、VCIP135 の脱ユビキチン活性を顕著

に増大した。これは、p87/VCIP135/p97

が３者による複合体を形成し、機能する

ことを示唆するものである。 

  抗 p８７抗体を用いて培養細胞を免

疫染色すると、p８７は主にゴルジ体に局

在することが明らかとなった。また、RNAi

法を用いて内在性の p８７をノックダウ

ンすることに成功した。p８７のノックダ

ウンにより、免疫染色においてゴルジ体

が断片化した像が観察された。電子顕微

鏡による観察においても、ゴルジ体の扁

平膜積層構造が消失し、断片化している

像が観察された。これらの結果は、p８７

がゴルジ体の形態形成に必須因子として

働いていることを示唆している。 

  さらに、試験管内ゴルジ体再構成実

験をおこない、p８７の機能を詳細に検討

した。抗 p８７抗体を用いて p８７の機能

を阻害すると、ゴルジ体形成が顕著に阻

害されることを示した。しかしながら、

抗 p８７抗体は、細胞分裂期のゴルジ体

再構成特異的に働くp９７／p４７膜融合

経路にのみ阻害効果を示し、細胞周期間

期のゴルジ体形態維持に働くp９７／p３

７膜融合経路には、阻害効果を示さない

ことが明らかとなった。 

  以上の結果から、p８７は、p９７／p

４７膜融合経路によるゴルジ体再構成に

のみ働く必須因子であり、同時に、p９７

存在下で VCIP135 の脱ユビキチン活性を

活性化するタンパク質であることが明ら

かとなった。一方、VCIP135 の脱ユビキ

チン活性がゴルジ体再構成において必須

であることが既に報告されている。本研

究の結果は、細胞分裂期におけるゴルジ

体再構成において、VCIP135/p87 を介し

たユビキチンシグナルが重要な役割を

果たしていることを強く示唆するもの

である。  
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