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研究成果の概要（和文）：E3ユビキチンライゲースであるMibの細胞移動制御における新規基質としてp120ctnを
同定した。またMibによってp120ctnの547番目のアミノ酸であるリジンがユビキチン化されること、ユビキチン
化によりp120ctnのRac1活性化能が抑制的に制御されることを見出した。加えてゼブラフィッシュmib変異体では
側線原基細胞の移動が方向性を失うが、p120ctnの機能阻害によりこの表現型が回復することを見出した。以上
のことからMibがユビキチン化を介してp120ctnの機能を制限し、Rac1活性を一定レベルに保つことが細胞移動に
重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We explored novel Mib1 substrates for cell migration and found that Mib1 
ubiquitinates p120ctn. Mib1-mediated ubiquitination of p120ctn K547 attenuated Rac1 activation in 
cultured cells. In addition, we found that posterior lateral line primordium cells in the zebrafish 
mib mutant showed increased random migration. Knockdown of p120ctn partially rescued posterior 
lateral line primordium cell migration defects in the mib mutant. Taken together, our data suggest 
that Mib plays an important role in cell migration.

研究分野： 細胞生物学、発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞移動は動物の発生時や創傷治癒時などにみられる普遍的な生命現象だが、どのような分子が細胞移動を制御
しているかは完全にはわかっていない。我々はMibと呼ばれるタンパク質がユビキチン化（ターゲットのタンパ
ク質にユビキチンという別のタンパク質を付加すること）によって細胞移動の制御に関わるという知見を新たに
見出した。今回の成果は動物の形づくりの理解やがん転移などの細胞運動が深くかかわる疾病研究に貢献すると
期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞移動は器官形成、組織修復、ガン細胞の組織浸潤などに見られる普遍的な生命現象であ
るが、その詳細は不明な点が多い。我々はゼブラフィッシュ変異体の側線原基（水流感知器官
の前駆細胞集団で、発生時に体幹部を長距離移動する）をモデルとした解析から、E3 ユビキチ
ンライゲースである Mind bomb (Mib)が細胞移動制御に関わることを見出した。Mib は Notch
シグナルのリガンドである Delta や Jagged のユビキチン化を介して Notch シグナルを正に制御
していることが知られている。しかしながら予想に反して Notch シグナルの阻害では側線原基
の細胞移動に大きな影響が見られなかった。このことから Mib が Notch シグナルとは独立に細
胞移動の制御を行うことが示唆された。 
  
２．研究の目的 

Mib の新規ターゲットを探索し、Mib との相互作用の可能性が報告されていた p120 catenin 
(p120ctn, 別名 Ctnnd1)に着目した。実際に Mib の基質となり得るか培養細胞を用いて検討した
ところ、p120ctn は Mib と相互作用すること、また Mib によってライゲース活性依存的にユビ
キチン化されることが示された。また p120ctn は small GTPase である Rac1 を介した細胞骨格の
制御を行うことで細胞移動に関わることが知られている。そのため Mib が p120ctn の機能をユ
ビキチン化を介して制御し、細胞移動に関わることが推測された。しかしながらその詳細な分
子メカニズムは不明である。 
そこで細胞移動を担う分子メカニズムの一端を明らかにすることを目的とし、本研究では培

養細胞を用いてユビキチン化を介した p120ctn 機能制御分子メカニズムの解析、ゼブラフィッ
シュをモデルとして個体発生時の細胞移動における Mib と p120ctn の機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) p120ctn のユビキチン化されるリジン残基、及びユビキチン化様式の同定 

Mib によるユビキチン化は p120ctn の 541 番目から 584 番目のアミノ酸に起こることを示唆
するデータを得ていた。この領域には K547, K569, K574 の 3 つのリジン残基が存在する。そこ
でこれらのリジン残基をアラニン残基に置換した変異型 p120ctn を作製し、Mib によるユビキ
チン化が起きるか検証を行った。 
 

(2) Mib による p120ctn のユビキチン化を介した細胞移動制御メカニズムの解析 
 p120ctn は small GTPase である Rac1 を活性化し、細胞形態や細胞移動制御に関わることが知
られている。そこで p120ctn 依存的な Rac1 の活性化が Mib によるユビキチン化により抑制され
るかを検証した。 
 

(3) ゼブラフィッシュ側線原基の移動における p120ctn の機能と Mib による制御の解析 

ゼブラフィッシュの側線原基は 100 個ほどの細胞からなる細胞集団で、観察が容易であること
から個体内における細胞移動を観察する有用なモデルとなっている。我々は mib 変異体におい
て側線原基の移動が遅延することを見出した。側線原基において p120ctn が発現していること
は、in situ hybridization、抗体染色により確認しており、Mib による p120ctn の機能制御が側線
原基の移動に関与していることが推察された。そこで p120ctn 特異的なモルフォリノアンチセ
ンスオリゴによる機能阻害実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Mib は p120ctn の K547 をモノユビキチン化する。 

p120ctn の 547 番目のアミノ酸であるリジン(K547)をアラニンに置換した変異型 p120ctn 
K547A 及び 569、574 番目のリジンをアラニンに置換した変異型 p120ctn 2KA を作製し、Mib
によるユビキチン化がみられるか検討した。その結果、p120ctn 2KA は野生型 p120ctn と同程度
のユビキチン化を受けるのに対して、p120ctn K547A は著しくユビキチン化量が低下した。こ
の結果より Mib は p120ctn の K547 をユビキチン化することが示された。また分子量の変化よ
り、p120ctn の Mib によるユビキチン化はモノユビキチン化であることが強く示唆された。 

 
(2) Mib によるユビキチン化により p120ctn の Rac1 活性化能が低下する。 
 p120ctn は Rac1 の活性化を介して細胞形態や細胞移動制御に関わり、Rac1 の過剰発現は異所
的な細胞突起の伸長を誘導する。HeLa 細胞において Mib1 をノックダウンすると Rac1 の過剰
発現と同様に異所的な細胞突起の伸長が観察された。さらにこの異所的な細胞突起の伸長はド
ミナントネガティブ型の Rac1 の発現により抑制された。この結果から Mib が p120ctn を介して
Rac1 活性を負に制御している可能性が示唆された。 
 そこで活性化型 Rac1 の pull down 実験により、Rac1 活性に対する Mib の機能を検討した。
その結果、p120ctn により誘導される Rac1 の活性化は Mib のユビキチンライゲース活性依存的
に抑制されることが示された。 



 これらの結果より Mib が p120ctn をユビキチン化することで p120ctn の Rac1 活性化能を抑制
し、細胞移動を制御するという新たな分子メカニズムが明らかとなった。 
 
(3) ゼブラフィッシュ側線原基の移動において Mib 依存的な p120ctn の制御が重要である。 
 トランスジェニックラインを利用したラ
イブイメージングによる解析により、mib 変
異体の側線原基では方向性を欠いた細胞移
動が増加し、結果として原基としての移動が
阻害されていることが明らかとなった。培養
細胞から得られた知見から mib 変異体では
p120ctn のユビキチン化による抑制的な制御
が起こらず p120ctn の機能亢進が起きている
ことが推察された。そこで低濃度のモルフォ
リノアンチセンスオリゴを用いて p120ctn 機
能の部分的な阻害を行った。その結果 mib 変
異体の側線原基の移動遅延の回復がみられ
た。以上のことから、個体の器官形成におけ
る細胞移動においても Mib による p120ctn の
機能制御が重要な働きをしていることが示
された。 
 

Rac1 の過剰活性化は細胞移動の方向性を失わせることが知られていることから、Mib による
p120ctn のユビキチン化は Rac1 活性を一定のレベルに保つことで方向性を持った細胞移動に寄
与していると考えられる（モデル図）。 
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