
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25年 5月 28日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、Arl1 と Rac1 の共通のエフェクターである Arfaptin が、Arl1 によってゴルジ

体トランス領域の膜上にリクルートされ、Arl1依存的に膜の変形を引き起こし、最終的に管状

構造の輸送中間体の形成に関与することを明らかにした。一方、このような Arfaptin の機能に

は Rac1は関与しなかった。また、本研究では Arfaptinと Arl1の複合体の X線結晶構造を解

明し、Arl1 による Arfaptin の膜へのリクルートの分子基盤を明らかにした。一方、Arf6 が

MKLP1（MgcRacGAP と複合体を形成する）と相互作用することによってフレミングボディ

ーにリクルートされ、細胞質分裂を調節することを示した。さらに、Arf6-MKLP1の X線結晶

構造を解明し、MKLP1 による Arf6 のリクルートの分子基盤を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Cell motility and cell division are under coordinated regulation of membrane 

traffic and actin cytoskeleton remodeling. The Arf and Rab families of small GTPases 

regulate membrane traffic, and the Rho family small GTPases regulate cytoskeleton 

remodeling. In this study, we showed that Arfaptins, which are dual effectors of Arl1 and 

Rac1, are recruited onto trans-Golgi membranes through interacting with Arl1, and induce 

membrane tubulation in an Arl1-dependent manner. X-ray crystal structure of the 

Arl1-Arfaptin-2 complex revealed the molecular basis for the membrane recruitment of 

Arfaptin-2 and indicated a possibility that Arl1 and Rac1 compete with each other for 

binding to Arfaptin-2. 

 On the other hand, we showed that Arf6 is recruited to the Flemming body during 

cytokinesis through interacting with MLKP1, which forms a complex with MgcRacGAP, 

and is involved in regulation of cytokinesis. Furthermore, We revealed the structure of the 

Arf6-MKLP1 complex by X-ray crystallography and suggested the molecular basis for 

recruitment of Arf6 onto the Flemming body. We further showed that EFA6, an Arf-GEF, is 

involved in local activation of Arf6 during cytokinesis. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞運動は、我々のからだを構成する細胞

の基本機能の一つであり、アクチン細胞骨格

のリモデリングによって駆動されるととも

に、細胞の形状の劇的な変化を伴う。一方、

細胞分裂の際にも、劇的なアクチン細胞骨格

のリモデリングとともに細胞の形状やサイ

ズが劇的に変化し、一つの細胞から二つの娘

細胞が形成される。 

 細胞の形状やサイズの変化に必要な細胞

膜の変形が起こるためには、メンブレントラ

フィック（主として小胞輸送）による膜の供

給と除去（エキソサイトーシスとエンドサイ

トーシス）が適切な細胞部位で適切な時期に

行われなければならない。したがって、アク

チン細胞骨格のリモデリングと小胞輸送に

よる膜の供給や除去は厳密に協調して起こ

る必要がある。 

 アクチン細胞骨格のリモデリングの調節

には Rho ファミリー（Rho、Rac、Cdc42など）

の低分子量 GTPase が、小胞輸送の調節には

Arf ファミリー（Arf6、Arl1 など）や Rab フ

ァミリーの低分子量 GTPase が主として関与

する。しかし近年、Rho ファミリーと Arf/Rab

ファミリーの低分子量 GTPase の機能が、共

通の調節タンパク質やエフェクタータンパ

ク質を介して密接に共役する可能性が示唆

されている。 

 本研究では、Arf ファミリーと Rho ファミ

リーの低分子量 GTPase による細胞骨格リモ

デリングと小胞輸送の協調的調節機構につ

いて探る。 

 

２．研究の目的 

 細胞が運動する際や分裂する際には、運動

部位や分裂部位で細胞膜が変形したり、特定

のタンパク質や脂質が供給されたりしなけれ

ばならない。そのために、局所的なアクチン

細胞骨格のリモデリングと小胞輸送による特

定のタンパク質や脂質の供給が協調して起こ

る必要がある。これら二つの機能の協調は、

小胞輸送の調節を担う Arf ファミリーと細胞

骨格の調節を担うRhoファミリー（Rho、Rac、

Cdc42 など）の低分子量 GTPase の共役によ

って達成される。 

 本課題では、細胞の運動部位や分裂部位で

の局所的な Arf ファミリーと Rho ファミリー

の活性の調節、およびこれらの低分子量

GTPase のエフェクターの機能や構造の解析、

および細胞内局在の時間的・空間的変化の解

析を通じて、細胞の運動や分裂の基礎をなす

アクチン細胞骨格のリモデリングと小胞輸送

の協調的調節の分子基盤の解明を目指す。こ

のような解析によって、炎症やがんなどを対

象とする新たな創薬標的を開拓できる可能性

がある。 

 

３．研究の方法 

（１） Arf ファミリーと Rho ファミリーに



共通するエフェクタータンパク質の機能 

 Arfaptin （Arfaptin-1 と Arfaptin-2）は Arl1

と Rac1 の共通のエフェクタータンパク質で

ある。この Arfaptin について以下のような研

究を行なう。 

① ArfaptinのEGFPあるいはmCherryとの融

合タンパク質を培養細胞に発現させ，細

胞運動時の葉状仮足への局在、および細

胞分裂時のミッドボディー近傍への局在

の変化等をタイムラプスイメージングに

よって観察する。さらに、Arl1 の EGFP

あるいは mCherry の融合タンパク質と組

み合わせて二色のタイムラプスイメージ

ング解析を行ない、これらの低分子量

GTPaseによる Arfaptinの機能の時間的か

つ空間的な調節を確認する。 

② これまでに Rac1と Arfaptinの複合体の X

線結晶構造は報告されているが、Arl1 と

Arfaptin の複合体の構造に関する情報は

ない。この Arl1-Arfaptin の複合体の構造

を解明して、Rac1-Arfpatin 複合体の構造

と比較することによって、Arfファミリー

と Rhoファミリーによる協調的調節機構

の分子基盤を探る。 

（２）細胞運動や細胞分裂に関与する Arf の

GEF と GAP の同定と機能解析 

 低分子量 GTPase が時間的・空間的に正し

く機能するためには、GEF による活性化と

GAP による不活性化が厳密に調節されなけ

ればならない。RhoのGEFである Ect2やGAP

である MgcRacGAP は収縮管近傍やフレミン

グボディーで機能して、細胞質分裂を調節す

ることが知られている。一方、Arf が細胞運

動や細胞分裂を調節するためには、細胞運動

時の仮足や細胞質分裂時の収縮環やフレミ

ングボディーの近傍で Arf が局所的に活性化

されたり不活性化されたりしなければなら

ない。ヒトのデータベースには、Arf の GEF

は 15 種類、GAP は 19種類存在する。これら

の GEF や GAP の半分以上は、葉状仮足や収

縮環の近傍に蓄積するホスファチジルイノ

シトール 4,5-ビスリン酸（ PI(4,5)P2）や

PI(3,4,5)P3 に結合する PH ドメインをその一

次配列内に含む。 

① MgcRacGAP は、フレミングボディーにお

いて、Arfのエフェクターの一つであるキ

ネシン様タンパク質MKLP1と複合体（セ

ントラルスピンドリン複合体）を形成す

ることが知られている。そこで、Arf と

MKLP1 の相互作用に関して、X線結晶構

造解析を行うとともに、時間的・空間的

な解析を行うことによって、細胞質分裂

時の Rho と Arf の機能の共役について検

討する。 

② Arfに対するGEFやGAPについて網羅的

に解析し、細胞運動や細胞分裂で機能す

る GEF や GAP を特定するとともに、

EGFP あるいは mCherry との融合タンパ

ク質を発現させてタイムラプス解析を行

い、Arf活性化の時間的・空間的変化を追

う。 

 

４．研究成果 

（１）①Arfaptin-1 と Arfaptin-2 はその BAR

ドメインを介して Arl1に結合し、それによっ

てゴルジ体トランス領域の膜上にリクルー

トされ、膜の変形を引き起こすことを明らか

にした。また、この膜の変形には Rac1 は関

与しないことも明らかにした。EGFP 標識

Arl1 と mCherry 標識 Arfaptin-2 を細胞に発現

させてタイムラプス解析を行い、Arfaptin-2

は Arl1 によってトランスゴルジ膜上にリク

ルートされたのちに、そこからの管状構造の

輸送中間体の形成に関与することを明らか

にした。  

（１）②Arl1 と Arfaptin-2 の複合体の X結晶



構造を解明し、相互作用の分子基盤を明らか

にした。さらに、構造から予想される相互作

用にとって重要なアミノ酸に変異を導入し

て、相互作用に関する構造データを裏づける

とともに、この相互作用が膜の管状構造の形

成にとって重要であることを明らかにした。

さらには、この構造から、Arl1 と Rac1 は

Arfaptin-2 との結合に関して競合する可能性

を示した。 

（２）①Arf6がMKLP1と相互作用することに

よってフレミングボディーにリクルートされ

ることを見いだした。Arf6あるいはMKLP1を

siRNAでノックダウンすると多核の細胞の割

合が増えることから、この相互作用は細胞質

分裂の進行にとって重要であることが明らか

になった。さらに、Arf6-MKLP1複合体のX線

結晶構造を解明し、MKLP1によるArf6のリク

ルートの分子基盤を明らかにした。 

（２）②15種類存在するArf-GEFのうちで、

EFA6ファミリー（EFA6A-EFA6D）が、細胞

質分裂時にPHドメイン依存的に収縮環（アク

チン細胞骨格の束からなる）の近傍に集積す

ることを見いだした。さらには、タイムラプ

ス解析によって、EFA6 は収縮環近傍でArf6

を活性化して、Arf6のみがMKLP1と相互作用

することによってフレミングボディーにリク

ルートされ、細胞質分裂の調節に関与するこ

とを示した。 
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