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研究成果の概要（和文）：『真のクラスリン依存性の細胞内小胞輸送の姿』を提示することを目指し、ノックアウトマ
ウスを用いてArf1, CALM, SMAPの詳しい解析を行った。Arf1 KOマウスは胚性致死で、従来の他のファミリーによる相
補は見られなかった。詳しい解析のためにArf1 KO MEF細胞を樹立した。CALM KOマウスの目の色の薄さを発見し、メラ
ニンの蓄積にCALMが関与している可能性を見出した。取り込まれたc-kitチロシンキナーゼ型受容体の分解にCALMが必
要なことを発見した。SMAP1,SMAP2二重が胚性致死である原因を探り、E7.5日胚でアポトーシスが起きていることを発
見した。

研究成果の概要（英文）：With the aim to present a "figure of true clathrin-dependent intracellular 
vesicle transport", a detailed analysis of Arf1, CALM, and SMAP was performed using a knockout mouse. 
Arf1 KO mice is embryonic lethal, thus there was no complementation with other family members. For 
detailed analysis, Arf1 KO MEF cells were established. We discover the pale eye color of the CALM KO 
embryos, thus CALM is found likely to be involved in the accumulation of melanin. CALM is also found to 
be involved in to degradation of the up-taken c-kit tyrosine kinase receptor. Mice doubly-deficient in 
the Arf GAPs SMAP1 and SMAP2 exhibit embryonic lethality.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 小胞輸送　Arf1　CALM　SMAP1　SMAP2
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1. 研究開始当初の背景 

クラスリン依存性の細胞内小輸送は、細胞

膜・エンドソーム・トランスゴルジ網間の細

胞内物流機構を担う重要な輸送系で、様々な

研究が行われている。今回注目している因子

のクラスリン依存性小輸送での機能に関して

は、従来の細胞株を用いた過剰発現やノック

ダウンの実験から我々の研究成果も含めて多

くの結果が得られている。現在の研究はこれ

らの結果に基づいて行われている。加えて、

CALM や SMAP を含めて他の小胞輸送関連

遺伝子の多くは白血病の原因遺伝子であるキ

メラ遺伝子の構成単位でもあることから、ク

ラスリン依存性の細胞内小輸送の異常と白血

病との関連も注目されているが、肯定的・否

定的な結果が報告されている。このように、

各因子の働きに関しては培養細胞でのノック

ダウンの解析から大筋が判明しているとされ

ていた。しかし我々は従来の報告には解決す

べき問題点があると考えていた。たとえば報

告によって機能が異なる（CALM）例がある

ことや、そもそも生理機能の個体レベルでの

解析が一切ないことから、申請者はノックア

ウトマウスを作製して、これらの結果の検証

と個体レベルでのクラスリン依存性の細胞内

小胞輸送の果たす生理機能を解明しようと考

え、数年前に研究をスタートさせノックアウ

トマウスの作成を行ってきた。これまで申請

者が受けた科学研究費補助金により作製した

ノックアウトマウスでの我々の予備的な解析

（一部は分子生物学会、細胞生物学会にて発

表）から、従来の結果を見直すべきであると

の観点が明瞭に表れてきた。すなわち、ノッ

クダウンとノックアウトの結果間での相違が

多数出てきている。たとえば、Arf1 はノック

ダウンでは小胞輸送に効果なしだがノックア

ウトでは胚性致死の著しい効果が見られる。

なお Arf1 は小胞体・ゴルジ体・トランスゴル

ジ網間のクラスリン非依存性小胞輸送にも関

与するとされている。また、SMAP1、SMAP2、

Arf6はノックダウンで小胞輸送に効果がある

がノックアウトでは個体レベルと細胞レベル

で効果なしとなっている。しかしながら、

SMAP1 と SMAP2 の二重欠損体では胚性致

死という著しい異常が見られている。CALM

はノックダウンではトランスフェリンの輸送

に異常はないが、ノックアウトでは取り込み

低下と極度の貧血を呈する。これらの結果は、

Arf1, CALM, SMAP に関する従来の定説を

再考する必要性を示している。最近になって

他のクラスリン依存性小輸送因子に関しても

同様な結果が報告され始めており、ノックア

ウトマウスでの小胞輸送因子解析の重要性が

示されつつある。 

 

2．研究の目的 

クラスリン依存性の細胞内小胞輸送は、細

胞膜・エンドソーム・トランスゴルジ網間の

細胞内物流機構を担う重要な輸送系である。

これらクラスリン依存性の細胞内小胞輸送で

重要な Arf1、SMAP1,2、CALM に注目して、

自作したノックアウトマウスを用いた解析か

ら、各遺伝子の生理機能と作用する反応ポイ

ントを解明する。特に従来の結果と我々の結

果との矛盾点を明らかにして、『真のクラスリ

ン依存性の細胞内小胞輸送の姿』を提示する

ことを目指す。さらに、白血病キメラ遺伝子

CALM-AF10 をモデルに、クラスリン依存性

の細胞内小胞輸送の異常と白血病発症を含む

病態との関連を探る。 

 

3．研究の方法 



（１）＜ノックアウトマウスの解析＞ Arf1

は E3.5 胚の培養で欠損の効果を解析する。加

えて、詳しい解析と細胞樹立のためにコンデ

ィショナルノックアウトマウスを作る。

CALM は貧血に加えて、原因遺伝子とされて

いるアルツハイマー病との関連から脳の異常

の有無も検討し関与を調べる。SMAP1, 

SMAP2は二重ノックアウトマウスのE8胚の

組織解析を行い異常の原因を探る。 

（２）＜細胞レベルでの解析＞ Arf1 欠損細

胞を樹立する。樹立した CALM 欠損 MEF 細

胞で、CALM のスプライシングアイソフォー

ムの機能の差を検証する。エンドソームと

TGN 網間での CALM 欠損の効果を蛍光免疫

染色等で解析する。SMAP1, SMAP2 は二重

欠損細胞の樹立と解析を行う。 

（３）＜白血病キメラ遺伝子 CALM-AF10 の

解析＞ クラスリン依存性小胞輸送と白血病

発症の関係を改変キメラ遺伝子の造血細胞移

植等で検討する  

 

4．研究成果 

（１）＜ノックアウトマウスの解析＞ Arf1

は E3.5 胚の培養では欠損の効果が見られな

かった。Arf1 KO 胚が胎生致死であることを

主な発表論文②として公表した。加えて、詳

しい解析と細胞樹立のためにコンディショナ

ルノックアウトマウスを完成させた。CALM

は貧血であることを主な発表論文⑧として公

表したが、大規模ゲノム解析から原因遺伝子

とされているアルツハイマー病との関連で脳

の異常の有無も検討し、CALM 欠損により

-secretase のエンドサイトーシスが低下する

こと、即ち CALM の活性低下はアルツハイマ

ー症のリスク軽減となることを示し、主な発

表論文④として公表した。SMAP1, SMAP2

は二重ノックアウトマウスの E8 胚の組織解

析を行い、アポトーシスが引き起こされてい

ることを発見し、公表論文の準備に入ってい

る。 

（２）＜細胞レベルでの解析＞Arf1 コンディ

ショナルノックアウトマウスから樹立した

Arf1 cKO MEF 細胞に Cre を導入してクロ

ーニング後に Arf1 KO MEF 細胞株を樹立し

Arf1 欠損細胞を樹立した CALM 欠損 MEF

細胞で、CALM のスプライシングアイソフォ

ームの機能の差がないことを確認した。エン

ドソームと TGN 網間での CALM 欠損の効果

を蛍光免疫染色等で解析し、細胞内へ取り込

まれた後の c-kt 受容体の輸送に関与すること

を明らかにし、主な発表論文③として公表し

た。SMAP1, SMAP2 は二重欠損細胞の樹立

に成功し、主な発表論文⑥と⑦で公表した

SMAP1 KO MEF 細胞での SMAP2 KD の結

果を基に、トランスフェリンと c-kit のエンド

サイトーシス、取り込まれてから輸送を解析

したが、予想に反して SMAP1 KO との差は

見られなかった。 

（３）＜白血病キメラ遺伝子 CALM-AF10 の

解析＞ クラスリン依存性小胞輸送と白血病

発症の関係を改変キメラ遺伝子の造血細胞移

植等で検討し、CALM の核外排出配列 NES

に依存した全く新しい白血病発症機構を発見

し主な発表論文⑤として公表した。  
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いくつかの研究成果を大学の HP にて公表し

た。 

アルツハイマー病発症を予防する因子 CALM

の機能を解明 

http://www.nara-wu.ac.jp/news/H25news/20

140303.htm 

従来の理解を覆す新規の「白血病」発症機構

を発見 

http://www.nara-wu.ac.jp/news/H25news/20



140228/20140228.htm 

不明であった皮膚がんを抑え込む機構を解明 

http://www.nara-wu.ac.jp/news/H26news/20

141209/20141209.html 
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