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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では、微小管の先端と細胞内構造をつなぐ分子群“微小管プラス端集積因子 (
+TIPs)”が、モータータンパク質によって運ばれた貨物の積み下ろしや選別のためのプラットフォームとしての役割を
果たしていると仮定し、+TIPs依存的な被輸送物質と輸送経路の探索を行った。LL5とAPC癌抑制因子に着目した解析は
、新たな輸送制御機構とマウスの表現型の発見につながった。APC癌抑制因子については、細胞分裂において染色体運
搬に関わる重要なキナーゼとのクロストークも見出した。さらに、細胞を丸ごとくまなく高時間分解能でスキャンでき
る格子光シート顕微鏡を利用して、微小管ダイナミクスの3D追跡に成功した。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed at search for novel trafficking pathway dependent on 
microtubule plus-end-tracking proteins (+TIPs), which connect microtubule ends with subcellular 
structures, on the supposition that these molecules serve as platforms for loading/unloading or sorting 
of cargos transported by motor proteins. Our analyses focused on LL5 protein and APC tumor suppressor 
protein led to the discovery of novel regulatory mechanisms for trafficking and mouse phenotypes. We also 
found a crosstalk between APC tumor suppressor and an important mitotic kinase involved in the transport 
of chromosomes. In addition, we succeeded in the 3D tracking of microtubule growth throughout the cell 
cytoplasm using the recently developed lattice light-sheet microscope, which enables 3D scanning at 
subsecond intervals with high spatial resolution.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 生物の発生や生命の維持は、全身を駆け巡
る物質や情報の流れを感知し統合すること
で成り立つ。その第一次的な制御は、生命活
動をつかさどる基本単位である細胞のレベ
ルで行われる。細胞が周囲の環境を感知し、
その情報を核に伝え、その応答として新たな
分子を合成し細胞外に放出する、そのたゆま
ぬ双方向の流れを実現するために重要な細
胞内インフラが“微小管”細胞骨格である。 
 微小管の“向き”を読むことでモータータ
ンパク質が正しい場所に物質を輸送する。微
小管を正しく配置することは、細胞の、ひい
ては個体の活動を統合するために非常に重
要であるはずであるが、その分子機構を解明
するための研究はなされてこなかった。本研
究者はこの着眼点から微小管配向をつかさ
どる分子機構の探索を開始し、微小管先端に
結合してその動態を制御する分子群“微小管
プラス端集積因子（+TIPs）”を見出している 
（Mimori-Kiyosue et al., J Cell Biol. 2000; 
Curr Biol. 2000; J Biochem. 2003 (review); 
J Cell Biol. 2005;  Cytoskeleton 2011 
(review) など）。これに続き、本研究課題で
は、+TIPs依存的に制御される新たな輸送経
路を探索することで、生命活動を統合する新
規な機構の発見につなげる。 
 なお、細胞内部でくり広げられる分子活動
を、分子機能解析のために十分な高い時空間
分解能でとらえるためには従来のイメージ
ング技術では不十分であったことから、顕微
鏡技術の開発も必要である。 
 
２．研究の目的 
 +TIPs分子群は微小管先端への局在という
特徴から発見されたもので、多様な構造や機
能を持つ分子が含まれる。End-binding 1 
(EB1)ファミリータンパク質が微小管の伸長
端に最初に結合し（下図, Mimori-Kiyosue et 
al., Curr Biol. 2000）、EB1 の介在により
CLIP-170, CLASP, APC 癌抑制因子などの
分子も微小管先端に集積する。後者の分子群
は、細胞膜などの細胞構造にも結合すること
により、微小管と様々な細胞内構造とをつな
ぎ、このプロセスが微小管の配置を制御する。 

 
 微小管プラス端と細胞膜との連結部分は
輸送のターミナルであることから、ここに貨

物の積み下ろしを制御する分子機構が存在
することが予測される。そこで、CLASP を
細胞膜に結合する LL5α, β（Dev Cell. 2006; J 
Cell Biol. 2010）や APC癌抑制因子（J Cell 
Biol. 2000; Genes Cells. 2007）に特に注目し
て、これらに影響を受ける分子や細胞現象の
探索を行う。 
 また、顕微鏡技術の開発については、細胞
内部の全空間にわたって、十分な時空間分解
をもって細胞骨格動態を検出できる手段が
必要である。新たな光学技術を利用して、従
来の限界を超えるイメージングを実現する。 
 
３．研究の方法 
（１）培養細胞を用いた+TIPs 依存的被輸送
物質の探索 
 LL5α, βや APC癌抑制因子（以下、APC）
に依存して細胞外に分泌される因子を同定
するため、shRNAを導入して LL5α, βと APC
を恒常的にノックダウンした細胞を樹立し、
細胞が分泌する因子を分析する。 
（２）変異マウスを利用した+TIPs 依存的被
輸送物質の探索 

LL5αや APC変異マウスの表現型から、培
養系で同定した経路の生物学的重要性を明
らかにし、また、in vitro培養系では特定する
ことができない、組織や発生段階に特異的な
+TIPs依存的な被輸送物質の探索を行う。 
（３）マウス表現型から見出した＋TIPsの新
規役割の分子機構の細胞生物学的解析 
 変異マウスの表現型から見出した＋TIPs
の新規役割の詳細な分子機構を解析するた
めに、マウス初代培養細胞や、ゲノム編集技
術により内在性遺伝子に変異を導入した細
胞株を利用して、細胞生物学的な機能解析を
行う。 
（４）格子光シート顕微鏡の開発と利用 
 従来の限界を超えた高い時空間分解能で
細胞内空間全体の正確な 3D 情報を得るため、
米国ハワード・ヒューズ医学研究所の Eric 
Betzig 博士の研究室での格子光シート顕微鏡
の開発に参画する。微小管伸長を検出するた
めの標準マーカーとして広く利用されるよ
うになった EB1-GFPの 3D追跡が出来ること
を基準として新技術の性能評価を行い、蛍光
3Dライブイメージングを行う。 
 
４．研究成果 
（１）培養細胞を用いた+TIPs 依存的被輸送
物質の探索 

+TIPs に依存的に分泌される因子を探索す
るため、レンチウィルスを用いて shRNA を
導入することで LL5αと βまたはAPCを恒常
的にノックダウンした細胞を樹立した。培養
上清を濃縮し成分を質量分析で同定、コント
ロール細胞との比較を行うと、LL5sノックダ
ウン細胞ではアポリポタンパク質のひとつ
が特異的に減少しており、一方、APCノック
ダウン細胞では多数の分子の増減がみられ
た。同定されたアポリポタンパク質の輸送と



分泌の過程を全反射顕微鏡でイメージング
すると、アポリポタンパク質を内包する小胞
が微小管にそって輸送され、LL5の集積部位
に到達するとそこにとどまった後、アポリポ
タンパク質の開口放出が起こることが観察
された。この結果から、異なる+TIP分子に特
異的に依存する輸送／分泌経路や積み荷の
選別プロセスが存在することが明らかにな
った。この経路の生物学的な重要性は、変異
マウスの表現型解析とあわせて解析を進め
た。 
（２）変異マウスを利用した+TIPs 依存的被
輸送物質の探索 
a. LL5α変異マウスの解析 
 LL5α 遺伝子 3’近傍への 1 ヌクレオチド挿
入によってタンパク質 C末端の PHドメイン
が破壊された自然発症マウスは、水晶体脱臼
白内障を引き起こす（学会発表２）。本研究
室において、この変異がタンパク質機能に及
ぼす影響を調べた。培養細胞に変異型 LL5α
を発現させると、細胞膜への局在能力が低下
ており、細胞質に遊離するプールが増加して
いた。LL5 はその PH ドメインで細胞膜に結
合するため、変異により PH ドメインの機能
が喪失したと考えられる。遊離した分子は不
安定で早く分解されるため、同じプラスミド
を用いて外来的に発現させると、野生型に比
べて変異体は存在量が低下した。これに一致
して、LL5α 変異マウスの組織や初代培養細
胞では、変異型 LL5α タンパク質はほとんど
検出されなかった。従ってこのマウスは LL5α
の機能低下モデルとして利用することがで
きる。 
 LL5ファミリータンパク質には LL5α, β, γ
が存在する。α, βは相同性が高く、微小管捕
捉能に関して同様の機能を持つことをこれ
までに報告しているが（Hotta et al., J Cell Biol. 
189, 901-917, 2010）、γは PHドメインを含ま
ず α, βのN末端部分のみを有する短い分子で、
機能は異なると考えられる。マウス組織での
LL5α, β タンパク質発現をウェスタンブロッ
ティングで調べると、LL5α の発現は広範囲
に認められ、特に脳組織で強く検出されたが、
LL5β の発現はほとんど検出できなかった。
LL5β は筋肉の神経筋接合部位に発現してい
るとの報告があるが、発現場所がかなり限ら
れているようである。 
 次に、LL5αマウスにおける（１）の in vitro
培養系で特定されたアポリポタンパク質の
状態をウェスタンブロッティングで調べた
ところ、脳組織において、野生型では検出さ
れない、予想外のサイズのバンドが検出され
た。翻訳後のプロセシングや修飾に変化が生
じた結果であると考えられる。また、LL5α
変異マウスが高脂肪食への耐性が低い可能
性を調べたところ、LL5α 変異マウスでは体
重増加が大きい傾向がみられた。 
 以上の結果により、LL5α がマウス体内に
おいても物質輸送に関与していることが確
認できた。水晶体脱臼白内障の原因がこの輸

送経路の阻害であるかどうかは現時点では
不確定であるが、今後引き続き検証を行う。
また、白内障の原因が他にあるならば、その
調査が、新たな生体機能制御機構の発見と、
病気の治療のための標的の特定につながる
ことから、さらなる検証が必要である。 
b. APC変異マウスの解析 
 APC 遺伝子の変異がヒトの大腸がんにつ
ながることは明らかにされているが、正常発
生における APCの役割を調べるため、非発癌
性の APC変異マウス（APC1638T, Smits et al., 
Genes Dev. 13(10):1309-21, 1999）を入手し、
表現型の解析を行った。本研究において、こ
れまでに報告されている当該マウスの表現
型の他に、分泌因子の作用やトランスポータ
ーの局在の変動に加え、発生への目立った影
響として、散発的な発生障害や臓器の形態異
常（目の形成障害や一部臓器の肥大化など）
を見出した。障害の頻度やパターンから、そ
の原因は確率的に生じるエラーであり、細胞
分裂におけるエラーに起因する遺伝的不安
定性の可能性が想定された。発癌性の APC変
異によって遺伝的不安定性が生じるとの観
察は多数報告されているが、非発癌性の
APC1638T マウスにおいても発生過程におい
て継続的で確立的な細胞分裂エラーが存在
する可能性があり、その機構は発癌性変異の
それとは何らかの違いがあると考えられる。
その詳細な分子機構を明らかにするため、マ
ウスから初代培養細胞を調製し、細胞生物学
手法による解析を進めた。 
（３）ママウス表現型から見出した＋TIPsの
新規役割の分子機構の細胞生物学的解析 
細胞分裂における微小管の主要な被輸送
物質は染色体である。APC1638T マウス細胞
の細胞分裂の精度を調べるため、胎仔繊維芽
細胞や肺繊維芽細胞の初代培養細胞を観察
すると、APC1638T マウス細胞では、染色体
分配を含め、細胞分裂の複数の過程において
エラー頻度が上昇していた。影響の範囲が広
範であったことから、細胞分裂全体にわたっ
て影響を及ぼす細胞分裂キナーゼの関与を
仮定し、各種キナーゼの活性化状態を調べた
ところ、重要なマスターキナーゼの活性が低
下していること見出した。さらに APC は、
APC1638T変異体では喪失している C末端側
でキナーゼと直接結合することを見出した。 
次に、発癌につながる APC変異の細胞分裂
への影響を調べるために、ゲノム編集技術に
より MCF10A 乳腺上皮細胞株の内在性 APC
遺伝子に発癌につながる変異を導入した細
胞株（MCF10A (APC-/-)）を利用した。MCF10A 
(APC-/-)細胞における細胞分裂エラーの頻度
は APC1638T マウス細胞よりも著しく高く、
異なるメカニズムの存在が明らかであった。
詳細な解析の結果、APCは Axin, β-cateninを
含む Wnt シグナル制御複合体として細胞分
裂キナーゼと相互作用しており、発癌性 APC
変異によって β-catenin のターンオーバーが
阻害されると、過剰な β-cateninがキナーゼ活



性を抑制することが分かった。外来の活性型
キナーゼの恒常的発現により細胞分裂エラ
ーをレスキューすることができたことから、
このキナーゼの重要な関与が裏付けられた。 
以上の結果から、発癌性 APC変異と非発癌
性のAPC1638T変異では同じキナーゼの制御
異常があるものの、阻害機構と程度が異なっ
ており、それが個体の表現型の違いに関連し
ている可能性が見出された。この発見は、い
まだ確立されていない、発癌に関わる遺伝的
不安定性の最も上流のプロセスを標的とす
る治療戦略の構築に貢献することが期待で
きる。 
（３）格子光シート顕微鏡の開発と利用 
 染色体分配をつかさどるのは微小管から
構成される分裂装置である。細胞分裂制御機
構の詳細な解析のためには、微小管動態の詳
細な解析が重要であるが、数百もの微小管が
密集する分裂装置内部での個々の微小管の
動態観察は、従来技術では実現していない。 
 従来の限界を超えるイメージングの可能
性を求めて、米国ハワード・ヒューズ医学研
究所の Eric Betzig博士の研究室での格子光シ
ート顕微鏡の開発に参画し、微小管伸長マー
カーEB1-GFP を用いた分裂装置微小管動態
の検出を試みた。格子光シート顕微鏡は、xyz
全方位に等方的な高分解能を達成し、さらに
高速性を兼ね備えて、1 秒以内に細胞内空間
全域を超解像レベルでスキャンすることが
できる。この新手法は高精度 3D ライブイメ
ージングに絶大な威力を発揮し、分裂装置内
部の微小管伸長の 3D トラッキングを初めて
実現した（下図，雑誌論文 1, 3）。 

 
 この顕微鏡を利用して APC や細胞分裂キ
ナーゼを阻害した細胞の微小管伸長と染色
体動態のデータを取得したので、今後、これ
らのデータ解析を進める。それにより、APC
の分裂装置のへの作用点を明確に特定し、異
なる APC 変異が細胞分裂に及ぼすメカニズ
ムと、発生障害や発癌にいたるプロセスの起
源を解明する。 
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