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研究成果の概要（和文）：細胞内物質輸送は、細胞機能を支える主要な機構の一つである。細胞内を輸送される
小胞や細胞小器官の多くは、しばしば細胞骨格上を双方向に輸送されるが、輸送方向の制御機構については未だ
不明な点が多い。本研究は魚類・両生類の黒色素胞をモデルシステムとして、輸送方向の制御を説明する有力な
仮説の一つである”綱引き仮説”を細胞内で検証した。また、分子モーターの活性変化を介さない、微小管表面
のMAP4結合による輸送方向制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Intracellular transport is essential for numerous cellar functions. Many 
vesicles and organelles are transported along microtubules bidirectionally by opposing MT motors 
such as dynein and kinesin. However, regulatory mechanism for bidirectional movement of cargos 
largely remains unclear. In this study, we investigate tug-of-war theory by reconstructing 
tug-of-war between opposing MT motors in Xenopus melanophore. We also showed MAP4 mediated transport
 regulation.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞内物質輸送　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 

細胞内物質輸送は、細胞や組織の多岐に渡

る生命機能を支える主要な機構の一つであ

る。細胞内を輸送される小胞や細胞小器官の

多くは、異なった運動特性を持つ複数種の分

子モーターにより、しばしば細胞骨格上を双

方向に輸送されるが、輸送方向の制御機構に

ついては未だ不明な点が多い。一般的には微

小管上を輸送される小胞の進行方向は、ダイ

ニンとキネシンの間の"綱引き"の結果決定さ

れるとする綱引き仮説が広く受け入れられ

ている。この仮説はすなわち小胞への分子モ

ーターの結合数の制御を介して輸送方向を

説明するモデルであるが、一方で分子モータ

ーの運動活性の制御や、レールとなる微小管

の構造や修飾状態の変化が、輸送方向の制御

機構に関与する例も報告されており、決定的

な結論は未だ出ていない。申請者らはこれま

でに、魚類や両生類の黒色素胞を用い、黒色

素顆粒(メラノソーム)の輸送制御機構の解明

に取り組んできた。この細胞は環境色に応じ

て、細胞内のメラノソームの輸送を制御し、

これらの細胞中心への凝集と拡散によって

個体表面の体色を素早く変化させる機能を

持つため、輸送方向の制御を研究するための

よいモデル細胞となっている(下図)。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、両生類の黒色素胞をモデルシ

ステムとして用い、細胞内物質輸送の輸送方

向制御機構の分子的詳細を明らかにするこ

とを目的とする。具体的には、 

 

(1)細胞内で任意のタイミングでメラノソー

ム上に外来性キネシンを局在化させる実験

系を構築し、分子モーター間の綱引き仮説を

検証する。 

 

(2)輸送方向制御機構における微小管結合蛋

白質 MAP4 の役割を明らかにする。 

 

(3)細胞内物質輸送の制御機構解明のための

有力な分子ツールとしてゲノム編集酵素

TALEN の高活性化と、他の分子ツールへの応

用を探る。 

 

３．研究の方法 

(1)ラパマイシンによってヘテロ 2 量体化す

ることが可能なペプチドタグ(FRB、FKBP)を

利用し、任意のタイミングでメラノソーム上

に外来性キネシンを局在化させる実験系を

構築する。外来性キネシンには FRB タグを付

加し、結合相手として、メラノソーム局在シ

グナルを持つペプチドに FRBP を付加した融

合蛋白質を黒色素胞内に共発現させる。メラ

ノソーム局在化シグナルは、精製したメラノ

ソームのプロテオーム解析によって最も効

果的な配列を探索する。これによって、細胞

内に分子モーターの”綱引き”を構築し、小

胞の輸送方向制御の制御機構を解析する。 

 

(2)リン酸化プロテオーム解析の結果、メラ

ノソームの輸送制御に関わることが示唆さ

れた微小管結合蛋白質 MAP4 を細胞内で発現

させ、メラノソーム凝集・拡散に与える影響

を解析する。 

 

(3)アミノ酸変異導入により得られた高活性

型 TALE 蛋白質の解析を行う。X線小角散乱や

分子動力学シミュレーション、In vitro 結合

実験により、従来型と構造や DNA 結合活性の

違いを明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1)ラパマイシン添加により、外来性キネシ

ンを局在化させたメラノソームは、凝集シグ

ナル下においても、細胞全体へ拡散すること

が確認された。この際、キネシンと逆の極性

を持つ細胞質ダイニンによる微小管マイナ

ス端方向の輸送は速度、移動距離ともに低下

していた。細胞内においては、他の制御因子

無しに、単純な分子モーター数の増減で輸送

方向が制御され得ることを示した(2016 

Traffic)。 

 



(2)申請者らのこれまでのリン酸化プロテオ

ーム解析によると、複数の微小管結合蛋白質

がメラノソームの凝集・拡散の各過程で異な

ったリン酸化制御を受けていることが示さ

れている。本研究では凝集過程で高度にリン

酸化される MAP4 のメラノソーム輸送におけ

る生理的機能を解析した。過剰発現系やリン

酸化を受けるアミノ酸残基に変異を導入し

た MAP4 を用いたメラノソーム運動解析など

により、MAP4 は拡散シグナル下では微小管に

局在化し、微小管マイナス端方向への輸送を

担う細胞質ダイニンの運動を阻害すること

が示された。一方プラス端方向の輸送を担う

キネシンⅡの運動には影響は限定的であっ

た。これにより、時間的に制御された微小管

表面の修飾が、小胞の輸送方向の制御に関与

することを明らかにした(2014. Mol. Biol. 

Cell.)。 

 

(3)申請者らはこれまでに、高活性型 TALE 蛋

白質の開発を行ってきたが、本研究では従来

型 TALE 蛋白質と DNA 結合特性及び構造の違

いを詳細に解析した。高活性型 TALE におい

てアミノ酸変異を導入した特定残基は、隣接

するリピート間の相互作用を強化し、DNA 結

合状態を安定化させることが示された。更に、

TALE 蛋白質の他の分子ツールへの応用の一

例として、ゲノム配列可視化プローブを構築

し、各種変異型 TALE の可視化効率を検証し

た。その結果、可視化効率はゲノム編集にお

ける変異導入効率と必ずしも一致しなかっ

た。効率的な分子ツール開発には各変異型

TALEのDNA結合特性の詳細な評価が課題であ

る。 
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