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研究成果の概要：本研究では、受容体型チロシンホスファターゼ SAP1、PTP-RO をモデルとして、

上皮系細胞における膜型分子のアピカル面への局在制御機構の解明を目指した。その結果、SAP1、

PTP-RO のアピカル面への局在化には、両者の細胞内領域を除く領域が必須であるが、その一方

で、膜型分子の細胞膜上での発現制御に関与する Grb2 と相互作用して、アピカル面での局在や

その発現が制御される可能性も示唆された。また、SAP1 の下流で機能するシグナル分子の同定

し、これらの分子が SAP1 の局在制御に関与するかについて解析を進めている。 
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１．研究開始当初の背景 
 上皮系細胞はアピカル面（先端面）—バ
ソラテラル面（側底面）と呼ばれる機能的
に異なる非対称性の細胞構造を持つ極性
細胞であり、種々の機能分子を細胞内の特
定の部位に配置（局在化）させることによ
り極性を持った細胞構造の形成･維持が行
われ、多種多様な細胞機能の発現が制御さ
れている。このような上皮系細胞において
機能分子の一つである膜型分子がアピカ
ル面やバソラテラル面へと局在化するこ

とは、外界からの的確な刺激の受容、細胞
膜上で相互作用する他の膜型分子の局在
やその活性を制御する上で重要であり、そ
の局在制御の分子メカニズムの解析が精
力的に行われてきた。特にバソラテラル面
への局在化の制御機構については分子レ
ベルでの解析が進んでおり、多くの膜型分
子の局在化にはその細胞内領域に局在制
御に関与するアミノ酸配列が存在し、チロ
シン酸基をベースにしたYxxφおよびNPxY
モチーフ、また di-leucine やロイシンリ



ピートモチーフなどがその配列として同
定されている。膜型分子はこれらいくつか
の配列を介して上皮系細胞のバソラテラ
ル面への分別輸送を制御するアダプター
分子である AP1B や AP4 と結合して複合体
を形成することで、特異的にバソラテラル
面へと輸送され配置されることが明らか
となっている。一方、アピカル面への膜型
分子の局在化については、その細胞外領域
のN型糖鎖修飾をはじめ、細胞内･外領域、
膜貫通領域やその近傍の領域に局在制御
領域が存在すること、さらに脂質ラフトと
の相互作用、また、輸送小胞と細胞膜の融
合を制御する Syntaxin-3 との相互作用な
どが関与することが報告はされているが、
未だ膜型分子のアピカル面への局在制御
機構の具体的かつ詳細な分子メカニズム
については十分に明らかとはなっていな
い。 
 研究代表者は受容体型チロシンホスフ
ァターゼであるSAP1 およびPTP-ROの上皮
系細胞での細胞内局在を検討し、両者がア
ピカル面に限局し発現することを見出し
ていた。SAP1 は、研究代表者の所属する研
究グループにおいて独自に見出された一
回膜貫通型の受容体型チロシンホスファ
ターゼであり、細胞外領域にフィブロネク
チン様ドメイン、細胞内領域に 1つのチロ
シンホスファターゼドメインを持つ。研究
代表者の研究グループでのこれまでの解
析から、SAP1 は細胞増殖や細胞運動を抑制
的に制御することなどを明らかにしてい
る。一方、PTP-RO は SAP1 と同様なドメイ
ン構造をもつ一回膜貫通型の受容体型チ
ロシンホスファターゼであり、上皮系細胞、
神経系細胞で発現が認められ、マウス個体
において腎臓の形態形成、神経細胞の突起
伸長や軸索ガイダンスの制御に関与する
ことなどが報告されている。しかしながら、
上皮系細胞における両者の細胞内局在お
よび、その分子メカニズムについては、十
分に明らかとなっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、研究代表者が研究開始時に得
ていた知見をもとに、膜型分子の上皮系細胞
におけるアピカル面への局在制御の分子メ
カニズムにつき、共通の機能ドメイン構造を
もつチロシンホスファターゼである SAP1 お
よび PTP-RO をモデルとして解明することを
目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)アピカル面への局在化の責任領域の決

定：上皮系細胞において膜型分子のアピ
カル面やバソラテラル面への局在化には、
その細胞外領域、細胞膜貫通領域、また

は細胞内領域に責任領域が存在すること
が知られている。そこで、SAP1 および
PTP-RO の細胞外領域および細胞内領域の
欠失変異体を作製し、イヌ腎上皮細胞で
ある MDCK 細胞に発現させることにより、
これら膜型分子のアピカル面への局在化
制御に関与する領域を検討した。 

 
(2) N 型糖鎖修飾による局在制御の関与：上

皮系細胞において膜型分子のアピカル面
への局在化には、その細胞外領域の N 型
糖鎖修飾による制御が報告されている。
SAP1、PTP-RO は細胞外領域に N 型糖鎖修
飾を受けると予想されるアミノ酸配列
（N-x-T/S）をもつ。そこで、SAP1、PTP-RO
が N 型糖鎖修飾を受けるかにつき検討す
るとともに、SAP1 または PTP-RO を発現し
たMDCK細胞に対してN型糖鎖修飾の阻害
剤であるツニカマイシン処理を行い、両
者のアピカル面への局在化に対する影響
を検討した。 

 
（3）局在制御に関与する細胞外･内領域結合

タンパク質の探索と同定：膜型分子のア
ピカル面への局在化には、トランスゴル
ジからアピカル面への輸送やアピカル面
を構成する細胞膜上でのこれら膜分子の
安定化が重要であると考えられている。
また、これらの制御にはアピカル面に局
在する膜型分子と相互作用する分子が関
与することが知られている。そこで、SAP1
および PTP-RO の細胞外、細胞内領域に相
互作用する分子をアフィニティー精製に
より同定を進めるとともに、SAP1 および
PTP-RO が持つタンパク質相互作用に関与
する可能性の高いアミノ酸モチーフに結
合する分子との結合能について検討した。 

 
(4) SAP1 シグナル経路に関与する分子の同

定：アピカル面への局在化やその局在の
安定化に関与する分子には、SAP1 により
脱リン酸化を受ける基質もしくはそれ以
外のSAP1シグナルに関与するタンパク質
などである可能性が考えられる。そこで、
SAP1 遺伝子破壊（KO）マウス由来の細胞
を用いて、野生型マウス由来細胞に比べ
チロシンリン酸化の促進しているタンパ
ク質を抗チロシンリン酸化抗体カラムに
よるアフィニティー精製後、質量分析法
にて同定した。 

 
４．研究成果 
 膜型分子の局在機構の解析に有効なイヌ
腎上皮細胞である MDCK 細胞を用い SAP1 のア
ピカル面への局在制御に関与する責任領域
の検討を行なったところ、SAP1 の細胞内領域
よりはむしろ膜貫通領域を含めた細胞外領



域がアピカル面への局在化に重要であるこ
とが明らかとなった。また、PTP-RO も SAP1
と同様に細胞内領域よりはむしろ膜貫通領
域を含めた細胞外領域がアピカル面への局
在化に関与することが示唆された。一方、膜
型分子のアピカル面への局在化には、その細
胞外領域に受ける N型糖鎖修飾が関与するこ
とが示唆されている。実際に、SAP1 と PTP-RO
は細胞外領域に N型糖鎖修飾を受けると予想
されるアミノ酸配列（N-x-T/S）を持つ。そ
こで、N 型糖鎖修飾が両者の局在制御に関与
するかにつき検討を行なった。その結果、
SAP1、PTP-RO を過剰発現する HEK293T 細胞を
N 型糖鎖修飾の阻害剤であるツニカマイシン
で処理したところ、両者の見かけ上の分子量
の減少が認められたことから N型糖鎖修飾を
受けていることが確認された。SAP1 について、
さらに解析を進め、MDCK 細胞に対してツニカ
マイシン処理を行なうことにより SAP1 のア
ピカル面への局在化を検討した。しかしなが
ら、SAP1 のアピカル面への局在化には著明な
変化が認められず、その局在の制御に N型糖
鎖修飾の関与は低いと考えられた。 
 膜型分子のアピカル面への局在化には、ト
ランスゴルジからアピカル面への輸送やア
ピカル面を構成する細胞膜上での膜型分子
の安定化が重要であり、これらの制御には膜
型分子と相互作用するタンパク質が関与す
ると考えられている。そこで、詳細な上皮細
胞での SAP1、PTP-RO のアピカル面への局在
化制御機構を明らかにするため、SAP1 に注目
し、その結合タンパク質の同定を試みた。
SAP1 の細胞外領域に結合するタンパク質の
検索と同定を行なう目的で、MDCK 細胞を用い
て細胞内領域のほぼすべてを Mycタグに置き
換えた SAP1 を過剰発現する細胞株の樹立を
行なった。さらに、現在、この樹立した細胞
を用いて抗 Mycタグ抗体カラムによるアフィ
ニティー精製を行い、結合タンパク質の単離
と同定を進めつつある。一方、SAP1 および
PTP-RO の細胞内領域に類似したアミノ酸モ
チーフ（YxxN モチーフ）が存在し、このモチ
ーフを介して SH2ドメインを持つアダプター
分子である Grb2 と両者が結合することを見
出した。また、YxxN モチーフがチロシンリン
酸化を受け、リン酸化依存的に Grb2 と結合
することも明らかとなった。Grb2 は、EGF 受
容体などの受容体型チロシンキナーゼの下
流で機能するシグナル分子の一つであり、こ
れら受容体のエンドサイトーシスを制御す
る分子であることが知られている。このこと
から、現在、SAP1 や PTP-RO のアピカル面で
の局在や発現制御に Grb2 との会合が関与す
るかにつき更なる解析を進めている。 
 ところで、受容体型タンパク質の細胞膜上
での発現制御には Grb2 などのタンパク質チ
ロシンリン酸化シグナル系の制御分子が関

与することが知られている。また、受容体型
タンパク質の下流で機能するシグナル伝達
分子とその制御分子が一致もしくは密接に
関連していることも知られている。そこで、
SAP1 の下流で機能するタンパク質の検索を
行なう目的で、SAP1 KO マウスを用いた解析
を試みたところ、野生型マウスに比べSAP1 KO
マウス由来の消化管粘膜上皮細胞において
強くチロシンリン酸化を受ける複数のタン
パク質が存在することを見出した。すなわち、
これらのタンパク質は SAP1 の欠損によりリ
ン酸化状態が変化したと考えられ、SAP1 シグ
ナルにおけるシグナル伝達分子として機能
している可能性が高いと考えられた。そこで
さらに、抗リン酸化チロシン抗体カラムを用
いたアフィニティー精製を行い、これらのタ
ンパク質の精製と同定を試みた。その結果、
電気泳動上、約 100 kDa および 60 kDa の分
子量に相当する複数のタンパク質の同定に
至った。今回同定されたタンパク質は、SAP1
シグナルの制御分子であり、また、SAP1 のア
ピカル面への局在化やアピカル面での発現
制御に寄与する可能性が考えられることか
ら、これらのタンパク質につき更なる解析を
進めている。 
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