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研究成果の概要（和文）：　選択的タンパク質分解は様々な細胞機能の制御に重要であり、細胞内輸送においても重要
であることが予想される。本研究では、申請者が発見したユビキチンリガーゼSCRAPPER（Yaoら Cell 2007）を介した
モータータンパク質の動態制御に着目して解析を行った。
　研究代表者らの解析の結果、SCRAPPERとモーター蛋白質が相互作用することが明らかとなった。また、SCRAPPER依存
的ユビキチン化及び蛋白質分解によりモーター蛋白質量が調節されることが見出された。さらに、質量分析イメージン
グにより、Scrapper遺伝子ノックアウトマウスにおいて量的に変動する候補分子が複数得られた。

研究成果の概要（英文）：Selective protein degradation is crucial in regulation of various cellular 
functions. The degradation machinery is supposed to play important roles in intracellular transport. To 
address this issue, we studied the regulation of the dynamics of motor protein by the ubiquitin ligase, 
especially focused on SCRAPPER, which we previously identified (Yao et al., Cell 2007)
We revealed reciprocal interactions between SCRAPPER and the motor protein and found that the amount of 
the motor protein was regulated by SCRAPPER dependent ubiquitination and the proteasomal degradation. 
With mass spectrometry imaging technique, we also identified some candidates of molecules that showed 
significant modulation in the brain sections of Scrapper gene knockout mice compared with those of wild 
type mice.

研究分野： 神経科学、生化学、イメージング
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１．研究開始当初の背景 
 細胞質で合成された蛋白質をはじめとす
る分子は、機能すべき場所に運ばれることで
本来の役割を果たすことが可能となる。分子
拡散に加え、合成された分子を機能すべき場
所へ輸送するための細胞内輸送機構により、
細胞膜や細胞内の成分は均一ではなく特定
の場所に偏って存在することになる。この局
在の偏りが極性である。特に、神経細胞では、
神経突起とそれらのつなぎ目であるシナプ
スにおいて高度に極性が成立している。 
 ユビキチンプロテアソーム系による選択
的蛋白質分解は様々な細胞機能の制御に重
要であり、神経細胞における輸送機構にも重
要であることが予想される。KIF1 は小胞前
駆体の輸送を担うモーター蛋白質であるこ
とから、多くの神経変性疾患で見られるユビ
キチン化の異常の１つに KIF1 のユビキチン
化が含まれる可能性がある。また、KIF1 は
遺伝性末梢神経疾患の Charcot-Marie-Tooth
病（CMT）の原因遺伝子の一つであることか
ら、これらの関連を明らかにすることは神経
難病の医化学的病態理解につながると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 選択的蛋白質分解は様々な細胞機能の制
御に重要であり、細胞内輸送においても重要
であることが予想される。そこで本研究では、
申請者が発見したユビキチンリガーゼ
SCRAPPER（Yao ら Cell 2007）を介した
KIF1 を含むモーター蛋白質の動態制御に着
目して解析を行い、SCRAPPER とモーター
蛋白質の関係を明らかにすることを目的と
した。 
 本研究は、蛋白質分解を介した分子数の調
節により生命のダイナミックな情報発現が
制御される機構を、神経細胞と輸送に関わる
蛋白質分子を可視化し、数理モデル化を行う
ことで明らかにする。得られた情報から、ユ
ビキチンプロテアソーム系による細胞内輸
送・極性の制御機構の統合的な理解をはかり、
さらには神経難病の医化学的病態解明へと
つなげるものである。 
 
３．研究の方法 
(1) ユビキチンリガーゼ SCRAPPER 依存
的蛋白質分解により調節されるモーター蛋
白質の解析 
① ユビキチンリガーゼSCRAPPERとモー
ター蛋白質の蛋白質相互作用の検出；標的分
子の有力候補であるモーター蛋白質をター
ゲットとして、二次元電気泳動、抗体アレイ、
シナプス関連蛋白質に対する抗体を用いた
ウェスタンブロット法により抽出物に含ま
れる量を検討、免疫組織化学実験での脳切片
観察により脳組織における発現量を検討し
た。 
② SCRAPPER 依存的なモーター蛋白質ユ
ビキチン化の試験管内再構成：ユビキチンリ

ガーゼ複合体とモーター蛋白質の組み換え
体を、ユビキチン存在下で、ATP、E1、E2
を加えてインキュベートし、標的分子のユビ
キチン化を観察した。ユビキチン化の検出方
法として、ターゲット分子となるモーター蛋
白質がユビキチン化により分子量の変化を
起こしているかを、モーター蛋白質に対する
抗体あるいは抗ユビキチン抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングにより検出した。 
③ SCRAPPER の量により調節されるモー
ター蛋白質量の検討：SCRAPPER ノックア
ウトあるいは過剰発現マウスの脳を用いて、
変動しているモーター蛋白質の量を検証し
た。具体的には、シナプス関連蛋白質に対す
る抗体を用いたウェスタンブロット法によ
り抽出物に含まれる量を検討した。 
 
(2) SCRAPPER依存的蛋白質分解により調
節されるモーター蛋白質のモデル化・可視
化・検証 
① SCRAPPER 依存的蛋白質分解を数理モ
デル化；神経細胞と機能分子、その相互作用
について数理モデル化し、分子動態のシミュ
レーションを行った。 
② GFP 融合蛋白を用いた神経細胞におけ
る KIF1 の分子動態の観察：GFP タグを付し
た組み換えモーター蛋白質を作成し、神経細
胞に発現させてリアルタイム観察を行った。
プロテアソーム阻害剤を作用させて分解を
阻害し、発現させた蛋白質が分解されずに蓄
積していく様子を経時的に観察した。観察時
にはインキュベータで顕微鏡のステージを
温め、ステージ上に保温チャンバーを置いて
安定した温度環境のもとで観察を行った。 
③ 質量顕微鏡によるSCRAPPER依存的な
分解とその下流で変動する分子の検出；野性
型マウス及び Scrapper ノックアウトマウス
脳の凍結切片を作製し、質量顕微鏡による観
察で切片上にある分子の局在変化を検出し
た。①のモデルで予想された各分子の動態と
比較し、仮説を検証した。 
 
４．研究成果 
 ユビキチンリガーゼSCRAPPERとモータ
ー蛋白質が相互作用し、SCRAPPER 依存的
ユビキチン化及び蛋白質分解により、モータ
ー蛋白質量が調節されることが明らかとな
った。GFP 融合モーター蛋白質を細胞に発現
させ、その動態を観察した結果、SCRAPPER
の発現に応じて GFP-モーター蛋白質の発現
量が変動する様子が観察された。さらに、質
量分析イメージングにより Scrapper 遺伝子
ノックアウトマウスにおいて量的に変動す
る候補分子が複数得られた。これらの成果を
まとめて学術論文として投稿予定である。 
 Scrapper 遺伝子ノックアウトマウスの海
馬スライスでは、Long-term potentiation に
異常があることが分かった。この結果を論文
として報告し、第 34 回日本神経科学大会、
第 41 回北米神経科学学会で発表を行った。



また、Scrapper 遺伝子の一部欠損により、恐
怖記憶の形成に異常が起きることを明らか
にしている。この結果を第 84 回日本生化学
会大会で発表した。また、質量顕微鏡による
Scrapper 遺伝子ノックアウトマウス脳の解
析を第 43 回日本臨床分子形態学会・学術集
会、The 1st NIBB - Princeton Symposium
で発表した。SCRAPPER 分子の解析につい
ては、新潟脳神経研究会特別例会等で紹介し
た。 
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