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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞極性因子Partitioning defective 3 (Par3)との結合を介して細胞
生存を制御するexocyst複合体の細胞内動態解析を行い、さらにexocystサブユニットと結合する因子の役割につ
いて検討した。マウス乳腺上皮細胞NMuMGを用いて、exocyst複合体のサブユニットのC末端にGFP, mScarleti, 
Haloタグを付加したノックイン細胞を樹立し、ライブセルイメージング解析により各サブユニットの細胞内動態
の詳細を明らかにした。本成果は、exocystによる細胞生存制御機構を理解する上で重要な分子基盤となる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the intracellular dynamics of the exocyst 
complex, which regulates cell survival through binding to the cell polarity factor partitioning 
defective 3 (Par3). we also examined the role of factors that bind to the exocyst subunit. Using 
mouse mammary epithelial cells NMuMG, we established knock-in cells with GFP, mScarleti or Halo  tag
 attached to the C-terminus of the exocyst complex subunits, and clarified the details of the 
intracellular dynamics of each subunit by live cell imaging analysis. These results provide insights
 for understanding the mechanism of cell survival regulation by exocyst.

研究分野：分子生物学、細胞生物学

キーワード： exocyst　細胞極性　細胞生存　乳腺上皮細胞　乳がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞極性の消失は多くのがん組織で認められており、がんの悪性度を見極める上で１つの指標となっている。
exocyst複合体は、細胞極性因子Partitioning defective 3 (Par3)との結合を介して細胞極性形成や細胞生存を
制御するが、その分子機構は不明な点が多い。本研究は、ゲノム編集とライブセルイメージングを組み合わせる
事でexocyst複合体の細胞内動態を明らかにした。本研究成果は、exocystによる細胞極性制御、細胞生存制御の
メカニズムを理解するための分子基盤となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

上皮細胞における細胞極性とは、密着接合・接着接合を境に管腔側と基底膜側に分離され、

細胞の形や機能が細胞内で偏りを持つことを指す。この不均一性は、分泌や吸収などの上皮細胞

特有の機能を維持する上で非常に重要である。細胞極性因子 Partitioning defective 3 (Par3)は、

細胞内の非対称に局在化したタンパク質ネットワークを生成する主な駆動力の１つであり、Par3 の

機能不全は、発達異常やがんなどの疾患を引き起こす。乳がん組織における Par3 の発現低下は

予後不良因子として知られており、担がんマウス実験において Par3 の欠損は、乳がん細胞の増殖

能および転移能の上昇を引き起こすことが示された(McCaffrey LM, Cancer Cell, 2012)。一方で、

正常乳腺細胞で Par3を欠失させると、exocystの機能低下を原因とした AKT リン酸化の減少が起

こり、細胞死が誘導される(Ahmed SM, Nat Commun, 2017)。これらの報告は、Par3の機能破綻に

よるアウトプットが、がん細胞と正常細胞では異なることを意味しており、Par3-exocyst を標的とした

新たな乳がん治療開発の創出が期待できる。しかし、Par3-exocyst がどのように AKT シグナル経

路を制御するのかは不明な点が多く、より詳細な解析が求められている。 

exocyst は、Exoc1 から Exoc8 までの８つのサブユニットからなる複合体であり、エキソサイトー

シスの際に分泌小胞と細胞膜を繋ぎ止めることで、SNARE 複合体による膜融合を促す役目を持

つ。酵母では、8 つのサブユニットはそれぞれ 4 つのサブユニットから成るサブ複合体を 2 つ形成

し、それらが結合することで 8 量体複合体を形成する。酵母では、exocyst は常に 8 量体複合体と

して存在し、膜融合を制御している (Mei K, Nat Struct Mol Biol, 2018)。一方で、哺乳類細胞にお

ける exocyst の細胞内動態モデルは複数存在しており、いまだ議論の中にある。本研究では、

Par3-exocyst による細胞生存シグナルを理解する上で重要な exocyst の細胞内動態をゲノム編集

とライブセルイメージングを組み合わせることにより詳細に解析した。 

 
２．研究の目的 
 
本研究ではゲノム編集により exocyst サブユニットを可視化したノックイン細胞を樹立し、

それらをライブセルイメージングにより解析することで exocystサブユニットの細胞内動態

を詳細に解析することを計画した。さらに GFPtrapを利用した質量分析により exocystサブ

ユニット結合因子の同定を行い、それらの機能解析をすることで Par3-exocystによる細胞生

存制御の分子機構を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 

(1) CRISPR-Cas9技術による exocystサブユニットの可視化 

哺乳類細胞で exocyst サブユニットを過剰発現すると、タンパク質分解が誘導され、また異所的

な細胞局在(mislocalization)を呈するといった問題があった。また、免疫組織学的解析に適した

exocystサブユニット特異的抗体は市販されておらず、exocystサブユニットの細胞内局在の解析

は不十分なままであった。本研究ではこれらの問題を解決するために、CRISPR-Cas9 技術を利

用し exocystサブユニットの C末端に GFP, mScarleti, or Halo を挿入したノックイン細胞を樹立す

ることで、この問題を解決しようと試みた。 

 

(2) ライブセルイメージングによる exocystサブユニットの細胞内動態解析 



樹立した exocyst ノックイン細胞を用いて、ライブセルイメージング解析することで、exocyst サブ

ユニットの膜融合時における細胞内動態を明らかにする。膜融合を観察するために、全反射照

明顕微鏡(total internal reflection fluorescence microscopy, TIRF-M)を利用する。 

 

(3) GFPtrap を利用した質量分析 

樹立した exocystノックイン細胞を用いてGFPtrapを使った質量分析を行うことで、GFP, mScarleti, 

Haloタグがついた exocystサブユニットの機能を評価する。さらに、exocystサブユニットと結合す

る因子群を網羅的に同定する。 
 
４．研究成果 
 

(1) CRISPR-Cas9技術による exocystサブユニットの可視化 

分裂酵母を使った先行

研 究 で は 、 全 て の

exocyst サブユニットの N

末端および C 末端に

GFP を挿入した変異体

が作製されており、GFP

融合後も機能を維持して

いることが報告されてい

る(Picco A, Cell, 2017)。

そこで、CRISPR-Cas9 を

用いたゲノム編集により

マ ウ ス 乳 腺 細 胞 株

NMuMG の 全 て の

exocyst サブユニット遺伝

子 に superfolder GFP 

(sfGFP), mScarleti, Halo-tag

を C 末端にインフレームで

挿入することを試みた。FACS ソーティングにより蛍光標識された細胞を単離し、クローン化し

た後に genotyping PCR により遺伝子型を検出した。その結果、8種類のターゲティングベクタ

ーのうち、５種のベクターでノックイン細胞株の樹立に成功した。Exoc5/Sec10 および

Exoc6/Sec15ではGFP陽性細胞を検出したが、細胞分裂異常が起こったため株化までに至ら

なかった。N 末端領域へのタグの挿入も試みたが、同様の結果となった。また、Exoc8/Exo84

では GFP陽性細胞を検出できなかった。これらのサブユニットでは、GFP挿入により立体障害

が生じ、exocyst が機能不全になる可能性が示唆される。樹立できた Exoc1-Exoc4 および

Exoc7 ノックイン細胞ではいずれも GFP が細胞膜に局在があり、かつ細胞質で広範囲で発現

が認められ、核領域では GFP 発現はなかった。これらの結果は、免疫染色による報告と一部

で一致していた。 

 

(2) ライブセルイメージングによる exocystサブユニットの細胞内動態の解析 

図 1. exocyst-GFPノックイン細胞の樹立 



膜融合時における各 exocystサブユ

ニットの細胞内動態を調べるために、

細胞膜から細胞膜直下までを観察

できる全反射照明顕微鏡 (total 

internal reflection fluorescence 

microscopy, TIRF-M)を用いたライ

ブセルイメージング解析を行った。

膜 融 合 の マ ー カ ー と し て 、

Transferrin receptor-pHuji (TfR-

pHuji)を使用した。TfR は膜タンパ

ク質であり、エンドソームに局在

する。pHuji は pH 感受性の赤色

蛍光タンパク質である。膜融合後、

分泌小胞内部の pHの変化(pH 4.5から pH 7への上昇)に伴って pHujiの蛍光輝度が上昇す

るため、膜融合の時期と場所を特定することができる。それぞれのノックイン細胞に TfR-pHuji

を発現させ、TIRF-M により膜融合前後における exocyst サブユニットの細胞膜上での発現様

式を解析した。その結果、exocyst サブユニットは膜融合が起きる約 10 から 14 秒前に細胞膜

へ到達することが明らかとなった。この時間は、別のエンドソームマーカーであるRab11の到着

時間とほぼ一致していたことから、exocyst サブユニットは分泌小胞と共に細胞膜まで移動して

いることが示唆された。興味深いことに、Exoc1/Sec3 は膜融合直前に細胞膜から遊離すること

が分かった。一方で、他のサブユニットは膜融合後、1.4 秒間ほど留まった後に細胞膜から遊

離することが示された。この遊離の違いに関してはさらなる解析が必要である。 

 

(3) GFPtrap を利用した質量分析 

樹立したノックイン細胞は GFP 融合タンパク質であるた

め、GFP-trapによる質量分析を行うことで、各 exocystサ

ブユニットに結合するタンパク質を網羅的に解析するこ

とができる。Exoc1/Sec3, Exoc2/Sec5, Exoc7/Exo70 のノ

ックアウト細胞を使って質量分析を行ったところ、他の全

てのサブユニットとの結合および既知のタンパク質相互

作用が確認できた。この結果は、酵母での報告と一致し

て、C末端への GFP融合は各 exocystサブユニットの機

能を阻害しないことを示している。さらに本解析では、こ

れまで報告されていなかったタンパク質との結合を同定

した。これら新規の相互作用に関して、さらなる解析を

進めている。 

 

 

 
 

図 2. exocystサブユニットの細胞内動態解析 

図 3. GFP-trapを用いた質量分析 
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