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研究成果の概要（和文）：　我々はNotchシグナルの制御因子として知られているMind Bomb(Mib)がNotchシグナルとは
独立にゼブラフィッシュの側線原基の細胞集団移動に関わることを見出した。我々はMibの新規基質としてp120ctnを同
定し、Mibがp120ctnのRac1活性化能を負に制御していることを明らかにした。またmib変異体における側線原基の移動
遅延がp120ctnの機能亢進にあるという仮定の下、p120ctnの機能阻害実験をmib変異体で行ったところ、側線原基の移
動が回復した。以上のことからMibはp120ctnの機能を負に制御することにより細胞移動を制御しているものと考えられ
る。

研究成果の概要（英文）： We found that the posterior lateral line primordium (pLLP) migration was delayed 
in mind bomb (mib) mutants. Mib is an E3 ubiquitin ligase and a positive regulator of Notch signal. We 
also found that Mib could potentially control cell migration via Notch signaling independent pathway.
 We showed that Mib interacted with and ubiquitinated p120 catenin (p120ctn), which controls cell 
migration. It is known that p120ctn overexpression induces activation of Rac1. We found that Mib 
suppressed p120ctn dependent Rac1 activation. These data indicate that Mib controls cell migration via 
negative regulation of p120ctn activity.
 Finally, we tested the hypothesis that exaggerated p120ctn activity in mib mutant causes the delay in 
pLLP migration. Morpholino knockdown of p120ctn rescued pLLP migration defects in mib mutants. Taken 
together, our data suggest that Mib is involved in pLLP migration through ubiquitination of p120ctn.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の個体発生において、三次元的に
複雑な器官の形態形成には細胞が移動する
ことが必要不可欠である。多くの器官形成に
おいて細胞は隣接する細胞と接着を保った
まま移動する。このような互いに接着を保っ
たまま移動する移動形式は“細胞集団移動”と
呼ばれるが、白血球や神経提細胞のように“単
独で移動する細胞移動”と比較し、知見は限ら
れており、不明な点が多い。また細胞集団移
動は発生過程のみならず、組織修復やガン細
胞の組織浸潤などにおいても見られる現象
であることから、その分子メカニズムを知る
ことは、非常に重要な課題となっている。 
 100 個ほどの細胞からなるゼブラフィッシ
ュの側線原基はその観察が容易であること
などから、細胞集団移動を解析するために非
常に有用かつ強力なモデルとなっている。申
請者は、E3 ユビキチンライゲースをコードす
る mib の変異体では側線原基の移動が遅延す
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。そのため Notch シグナ
ルが側線原基の移動に重要であるのではな
いかとの推察し解析を行ったところ、予想に
反して Notch シグナルの阻害では移動に大き
な影響が見られなった。以上のことから側線
原基の移動において Mib が Notch シグナルと
は独立に細胞の移動を制御していることが
示唆された。 
 そこでMibの新規ターゲットを探索した結
果、Mib が複合体を形成すると報告されてい
る p120ctn 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。p120ctn は
Cadherin の膜局在の安定化を介して細胞接着
を制御すること、また Rho や Rac などの small 
GTPase 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。こ
のことから、Mib が p120ctn のユビキチン化
を介して細胞集団移動に関わることが推測
された。しかしながらその分子メカニズムは
不明であり、これを明らかにすることで細胞
集団移動を制御する新たな分子システムに
ついて知見が得られると着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではMibによるユビキチン化を介し

た p120ctn の活性制御機構を明らかにすると
ともに細胞集団移動における Mib と p120ctn
の機能について明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1)p120ctn のユビキチン化されるリジン残基の
同定。 
 ユビキチン化はタンパク質中のリジン残

基にユビキチンが付加する現象である。
p120ctnはMibによりユビキチン化されるが、
どのリジン残基にユビキチンが付加される
のかは不明であった。そこで断片化 p120ctn
コンストラクトを作製し、Mib のユビキチン
ライゲース活性依存的なユビキチン化がみ
られるか培養細胞を用いた生化学的手法に
より検討した。 
(2)ユビキチン化された p120ctn はどのような制
御を受けるのか。 
 タンパク質のユビキチン化は分解や局在
に関与している。そこでユビキチン化された
p120ctn がどのような制御を受けるか、培養
細胞を用いた生化学的な解析、およびゼブラ
フィッシュを用いた抗体染色で検討した。 
(3)Mib による p120ctn のユビキチン化を介した
細胞接着や細胞移動制御メカニズム。 
 p120ctn は Cadherin の局在制御を介した細
胞接着や small GTPase活性を介した細胞移動
制御に関わることが知られている。Mib がユ
ビキチンライゲース活性依存的にこれらの
p120ctn の機能を制御するのか培養細胞を用
いた生化学的な解析、およびゼブラフィッシ
ュを用いた抗体染色で検討した。 
(4)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。 
 ゼブラフィッシュの側線原基の移動に
p120ctn の機能が重要であるか、また mib 変
異体で見られる表現型が p120ctn の機能と関
連するのかをゼブラフィッシュを用いて解
析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)Mib による p120ctn のユビキチン化は K547
に起こる。 

p120ctn のユビキチン化部位を同定するた
めに p120ctn の N 末断片と C 末断片の発現コ
ンストラクトを用いてユビキチン化を検討
した。その結果 Mib による p120ctn のユビキ
チン化はC末に起こることが明らかとなった。
次に C 末から徐々に短くした p120ctn743, 
p120ctn648, p120ctn584, p120ctn540 を作製し
Mib によるユビキチン化を検討したところ、
p120ctn743, p120ctn648, p120ctn584 は Mib に
よってライゲース活性依存的にユビキチン
化されたものの、p120ctn540 はユビキチン化
されなかった。このことから Mib による
p120ctn のユビキチン化は 541 番目から 584
番目の間のアミノ酸に起こることが想定さ
れた。この領域には 3 つのリジン残基が存在
するが、547 番目のリジンをアラニンに置換
した場合に限り、著しく Mib による p120ctn
のユビキチン化が低下した。以上のことから
K547がMibによる p120ctnのユビキチン化の
ターゲットサイトであると考えられる。 
(2)p120ctn のユビキチン化はタンパク質の安定
性や局在には影響しない。 
ユビキチン化がプロテアソームを介した

タンパク質の分解に関与することから、培養
細胞において Mib のノックダウンを行い、



p120ctn のタンパク質の量に変化があるか検
討した。その結果 Mib のノックダウンは
p120ctn のタンパク質の量に何ら影響しなか
った。このことから Mib によるｐ120ctn のユ
ビキチン化は p120ctn タンパク質の分解には
影響しないと考えらえる。またゼブラフィッ
シュの野生型と mib 変異体の側線原基におい
て p120ctn の局在は変化しないことが抗体染
色より明らかとなった。このことから、
p120ctn のユビキチン化はその局在には影響
しないと推察される。 
(3)Mib によるユビキチン化は p120ctn による
Rac1 の活性化を阻害する。 
 p120ctnはCadherinの局在に関与しているこ
とが報告されている。そこで側線原基に発現
しているE-CadherinとN-Cadherinの抗体染色
を行ったところ、野生型と mib 変異体におい
てE-CadherinとN-Cadherinの局在に影響は見
られなかった。このことから Mib によるユビ
キチン化は Caddherin の局在に影響を及ぼさ
ないと考えられる。 
 p120ctn は small GTPase の一つである Rac1
を活性化することが知られている。そこで
Mib によるユビキチン化が p120ctn による
Rac1 の活性化に影響するか検討した。その結
果 Mib はライゲース活性依存的に p120ctn に
よる Rac1 の活性化を抑制することが示され
た。このことは Mib がユビキチン化を介して
p120ctn の機能調節を行っていることを強く
示唆している。 
(4)mibの表現型は p120ctn の機能阻害により、
レスキューされる。 
 側線原基の移動における p120ctn の機能を
明らかにするためにゼブラフィッシュにお
いて morpholino アンチセンスオリゴによる
p120ctn の機能阻害実験を行った。その結果
野生型において p120ctn の機能阻害は側線原
基の移動に影響を及ぼさなかった。しかしな
がら mib 変異体において p120ctn の機能阻害
を行うと側線原基の移動遅延が回復した。こ
のことから Mib は p120ctn の機能を抑制する
ことにより側線原基の移動制御に関わって
おり、mib 変異体で見られる移動の遅延は
p120ctn の機能亢進が一因である可能性が示
された。 
 
以上の研究成果は論文投稿中 
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