
〈研究の目的と進め方〉
細胞性粘菌Dictyostelium discoideumは生育、分化の各

ステージで多様な細胞運動（広義の細胞運動：細胞質分
裂、細胞移動、貪食作用、飲作用など細胞形態変化を伴
う細胞機能やその前提となる細胞基質間接着、細胞間接
着なども含めて考える）を示し、半数体で変異株が使え
る、タギング法や標的遺伝子破壊など正逆遺伝学的手法
に優れるなどの利点から高等動物の細胞運動の最も有力
なモデル真核微生物である。本研究は、近々完了予定の
ゲノムプロジェクト及び筑波大田中可昌先生ら（本研究
後半では同大漆原秀子先生に代表が引き継がれた）によ
るESTプロジェクトの配列情報（実際には本研究終了直
後の2005年5月、Nature誌にゲノム配列の解析結果が報告
されたので、本研究は日々更新される最新の配列情報を
もとに研究計画を修正しながら進めた。なおESTの方は
期間内にほぼ終了した。）を利用し、上述の広義細胞運動
の制御に関わる細胞性粘菌の低分子量GTPase、特にRho
ファミリーやRasファミリーのGTPaseとその制御分子
(GDI, GAP, GEF)、さらにエフェクター分子(IQGAPな
ど)を網羅的に同定し、どれが細胞質分裂、どれが貪食作
用といった細胞内機能のカタログを作製することを目的
とする。細胞内機能は、標的遺伝子破壊と高発現による
表現型とGFP融合タンパク質の細胞内局在から総合的に
決定する。さらに、各細胞内機能について、制御シグナ
ルカスケードの網羅的相互作用解析による解明も行う。
なお、各現象についてのシグナルカスケード解明の一部
として、これまで研究代表者が推進してきた、運動を直
接生み出すモータータンパク質や運動の足場となる細胞
基質間接着に関わるタンパク質など、制御というより現
象により近いところで働くタンパク質の同定と解析も並
行して行い、研究期間初期の配列データベースの解析に
重点がおかれる時期においてはむしろ実験としては中心
的に行う。
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〈研究開始時の研究計画〉
１）細胞性粘菌細胞骨格・細胞運動関連タンパク質の配

列データベースを利用した網羅的同定
インターネットに公開された細胞性粘菌のゲノムまた

はESTデータベースをホモロジ－検索し、細胞性粘菌の
Rho ファミリーGTPase、RasファミリーGTPase及びそれ
らのGTPaseのGEF、GAP、GDI、エフェクター分子を網
羅的に検索し、そのカタログ化を行う。特に、本研究で
は、細胞運動の制御に注目し、Rhoファミリー関連分子
について集中的に行うこととする。これらの分子に加え、
細胞骨格と共同して運動エネルギーを発生させるミオシ
ン、キネシンなどのモータータンパク質、細胞運動の基
盤となる細胞基質間接着に関わる接着分子についても必
要に応じて同定を行う。
２）DNAクローン及び組換え体分子の作製

新規に同定した分子または既知の分子のうち注目した
ものについてPCRを用いてcDNAをクローニングし、さ
らに必要に応じて変異型のcDNAも作製する。Rhoファミ
リーについては、constitutively-active (CA) 型１種及び
dominant-negative (DN) 型２種をすべてのGTPaseについ
て作製する。他の分子についても必要に応じてCA型また
はDN型が知られていれば作製する。
３）網羅的相互作用解析のための酵母two-hybrid法の立

ち上げ
網羅的相互作用解析のためには酵母two-hybirid法が優

れているが、従来の方法は、テストするタンパク質が核
内に移行する必要がある。ところが細胞骨格、細胞運動
に関わるタンパク質は細胞膜を含む膜構造に結合して存
在していることが多く、酵母細胞内でも同様の挙動を示
す場合スクリーニングになじまない可能性がある。そこ
で、酵母細胞質で相互作用を検出できるCytotrap法を立
ち上げる。
４）細胞性粘菌細胞内染色マーカーの作製と固定及び染

色法の立ち上げ
網羅的細胞内局在解析では、必ずしも細胞運動関連タ

ンパク質と予想されるタンパク質分子が、細胞膜または
細胞表層に局在するとは限らない。そこで、ゴルジ体な
どオルガネラ膜の染色マーカーを多種用意し、共染色実
験に用いる。
５）遺伝子破壊株の作製と細胞内機能解析

新規分子または既知であるが研究代表者のグループが
発見した分子群について、相同組換えを利用して遺伝子
破壊株を作製し、細胞質分裂、貪食作用、細胞基質間接
着、走化性運動などの欠損を調べ、各分子の細胞内機能
を推定する。Rhoファミリーについては全ての分子で行
う。遺伝子破壊株が得られないか得られても顕著な表現
型が観察されない場合、アンチセンスRNA、RNAi法など
の発現抑制法を用いるか、野生型、CA型またはDN型の
強制高発現を用いて同様に細胞骨格、細胞運動関連の表
現型について検討する。Rhoファミリーについては、上
記強制高発現実験を変異型を含む全ての分子について行
う。
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６）細胞内局在解析
GFPまたはHAをN末端またはC末端に融合して細胞性

粘菌細胞内に発現させ、必要に応じて４）で作製したマ
ーカーと共染色して細胞内局在を決定する。
７） 網羅的相互作用解析

相互作用すると考えられる分子同士について、３）で
立ち上げた酵母two-hybrid法を用いて網羅的に相互作用
スペクトラムの解析の解析を行う。Rhoファミリーにつ
いては、RhoGAP、RhoGEF、RhoGDI、Rhoのエフェク
ター分子と配列上考えれらる分子について、全てのRho
ファミリーの野生型、CA型、DN型に対して網羅的に相
互作用解析を行う。また、５）、６）で細胞内機能または
細胞内局在が一致したもの同士についても同様に相互作
用解析を行う。それにより、細胞内機能別にシグナルカ
スケードの決定を行う。
８）個々のタンパク質の詳細な機能解析

個々のタンパク質に応じた解析を行う。例えばミオシ
ン、キネシンでは、アクチンフィラメントや微小管との
共沈実験を行う。
９）比較生物学的解析

最終的には、酵母、線虫、ハエなど他のモデル真核生
物との比較から、各生物の持つ細胞運動の特性とそれぞ
れが持つ細胞運動制御ネットワークのレパートリーの関
係を明らかにする。その比較の延長として細胞運動・細
胞骨格制御の普遍的および特異的原理を解明する。

〈研究期間の成果〉
１）細胞性粘菌細胞骨格・細胞運動関連タンパク質の配

列データベースを利用した網羅的同定
RhoファミリーGTPaseについては、本研究開始直後に

EST配列より５種（RacF2, G, H, I, J,）、その後ゲノム配
列より１種（RacL）が発見されて現在１５種の存在が明
らかになっている。その全てについて以下解析を行った。
RhoGEFは、1種のみについて論文報告があったが、研究
代 表 者 の 別 の 研 究 （ ミ オ シ ン の 検 索 ） か ら
unconventional myosinの尾部にRhoGEFドメインを持つ
分子MyoMが、ESTから１分子が見い出された。RhoGAP
は、1分子（上記既知RhoGEFの１分子と同じもの）が既
知であり、ESTより５分子見い出された。ところが、ゲ
ノム配列がほぼ明らかになった現在では、驚くべきこと
にRhoGEFドメイン、RhoGEFドメインを持つタンパク質
ともに３０前後あることが明らかになった。RhoGDIは、
ESTから２分子見い出されたが、ゲノムデータベースか
らはそれ以上見い出されなかった。うち一方は配列から
N末端側の重要な部分が欠失しており、もう一方の
RhoGDI1を以下解析した。
２）DNAクローン及び組換え体分子の作製

RT-PCRを用いて、全てのRhoファミリー、RhoGDI1、
MyoM、RhoGAPの一つRhoGAP1、RasGAPの1種GAPC、
RhoエフェクターIQGAPのうち既知のGAPA、DGAP1に
続き３番目に見い出されたGAPBについてcDNAをクロー
ニングした。MyoMについては、RhoGEFドメインの断
片もクローニングした。また、網羅的な細胞内機能解析
と網羅的な相互作用解析に用いるCA型及びDN型の変異
体を細胞性粘菌15種のRhoファミリーGTPaseの全てにつ
いて、それぞれ1種（61位）及び2種（15位と17位）の合
計45種site-directed mutagenesisにより作製し、GAL4法の
酵母two-hybrid法のプラスミドベクターにクローンング
した。なお、変異体作製時には、下記３）の実験結果は
わかっていたので、GAL4法のプラスミドを用いた。
３）網羅的相互作用解析のための酵母two-hybrid法の立

ち上げ
Cytotrap法を様々な局面で使用できるようにするため、

細胞性粘菌の増殖期のcDNAライブラリーを作製し、細
胞性粘菌の細胞質分裂に関わるIQGAP様タンパク質
GAPAをベートにスクリーニングを行ったところ、ベー
トの有無に関わらずRasファミリーのRasGの全長がハイ
ブリッドにならない状態で多数かかってきた。様々な検
討の結果、この方法は従来のGAL4法より感度が高く、本
法のみで検出可能な場合もある反面、親変異酵母株の高
い復帰変異率、ベート側に細胞膜結合型タンパク質が使
えない、上述の通り細胞性粘菌cDNAライブラリーをス
クリーニングする場合、ライブラリー内の特定の分子

（RasG）による単独陽性が高頻度で出現するなどの欠点
も判明した。その後、後述のようにIQGAPやRhoGDIを
ベート側、全てのRhoファミリーをフィッシュ側に用い
た実験から、これら細胞骨格制御関連のタンパク質の場
合もGAL4法での相互作用解析が可能であることが判明
し、それ以降は既知分子同士、ライブラリースクリーニ
ングともに全てGAL4法で行った。
４）細胞性粘菌細胞内染色マーカーの作製と固定及び染

色法の立ち上げ
後述のように、GFP融合タンパク質を用いた実験から、

Rhoファミリーやその制御分子の多くが、細胞内の膜構
造に局在することがわかってきたため、それらの詳細な
局在を決定するために様々なオルガネラマーカーを立ち
上げた。小胞体には、細胞性粘菌PDIタンパク質のC末端
にGFPまたはHAのタグを融合させたもの、ゴルジ体は、
ゴルベシンのC末端にGFPを融合したゴルベシン(C)、収
縮胞にはカルモジュリンの間接蛍光抗体染色、ミトコン
ドリアには、マイトトラッカーの生体染色を用いた。固
定する場合は、それぞれの構造を崩さない染色法を、標
準的な条件をもとに試行錯誤で決定した。なお、F-アク
チンはファロイジン、核はDAPIで染色した。
５）遺伝子破壊株の作製と細胞内機能解析

Rhoファミリーについては、RacB、F2、G、H、I、Jに
ついて試み、H及びIについて遺伝子破壊株が分離された
が、残りにつていは得られなかった。RacH、RacIとも、
少なくとも生育速度、形態ともに野生株とは大きな違い
がなく、この結果からは細胞内機能の情報は得られなか
った。そこで、２）で作製した全Rhoファミリーの野生
型とCA及びDN型の変異体のcDNA全てについてGFP融合
タンパク質としてプラスミドから高発現させ、生育速度
と細胞形態を観察したところ、DN型については全ての
分子について高発現しない細胞と比べて違いはなかった
が、CA型の場合いくつかのRhoファミリーで生育速度の
減少がみられ、RacBについては、致死となった。致死ま
たは遅延がみられたのは動物細胞のRac1に配列上の類似
性が高いものが多かった。ただし、これら生育阻害の原
因については現時点では不明である。
６）細胞内局在解析

５）で作製した全ての細胞を蛍光顕微鏡下で観察し、
GFP-Racの細胞内局在を観察した。まず、野生型の局在
について、細胞表層、細胞表層のアクチンに富んだ部分
といった、予想された局在に加え、多くのものが細胞内
の膜構造に局在することがわかった。４）のオルガネラ
の蛍光マーカーとの共局在を利用して詳しく調べると、
多くのRhoファミリーが浸透圧調節に関わるとされる収
縮胞膜、飮作用マクロピノサイトーシスで取り込まれる
マクロピノソーム膜に局在することがわかった。これら
の動く膜の機能にRhoファミリーが機能しているものと
考えられる。加えてゴルジ体や小胞体、さらには、ミト
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コンドリア膜に局在するRhoファミリーも発見された。
この実験の結果から、Rhoファミリーに想定される細胞
内機能が単純な細胞運動でなく細胞内輸送を含むより広
範なものであることが明らかとなった。また、CA型の変
異を入れると局在は変化しないが、DN型の変異では局
在が弱くなり細胞質に拡散する傾向にあることがわかっ
た。
７） 網羅的相互作用解析

制御分子やエフェクタ－分子と全Rhoファミリー
GTPaseとの相互作用解析は、上述の理由によりGAL4法
の酵母two-hybrid法によって行った。この方法での初め
ての相互作用は、後述の８）に示したRh oGD I 1

（RhoGDI）またはDGAP1（エフェクター）と野生型Rho
ファミリー間で確認された。しかし、同様にRhoGAP、
R h o G E F に つ い て 確 認 す る た め 、 R h o G A P 1 と
unconventionalミオシンMyoMの尾部RhoGEFドメインで
行ったところ、野生型Rhoファミリーでは全ての場合で
確認されなかった。そこで、上述のCA型とDN型を作製
して酵母two-hybrid法のプラスミドベクターにクローン
ングして相互作用を検討した。その結果、RhoGAP1と
CA型 RacF2の弱い相互作用が見出された。これにより、
網羅的相互作用解析には、野生型に加えて変異型のRho
ファミリーも全て用いることとした。なお、MyoMの
RhoGEFドメインには、変異型でも相互作用するものは
なかった。
８）個々のタンパク質の詳細な機能解析
RhoGDI1

RhoGDIの一つで、配列的に動物や酵母のものと比較
し近い全長を示すRhoGDI1について、遺伝子破壊株を作
製しところ、懸濁培養で多核細胞を生じる細胞質分裂欠
損を示し、この分子が細胞質分裂に関わることがわかっ
た。N末端にGFPを融合して細胞内局在を調べると酵母
で明らかになったと同様、分裂期、間期に関わらず細胞
質に分散して存在していた。野生型Rhoファミリーに対
し網羅的相互作用解析したところ、Rac1s、RacB、RacC、
RacEと相互作用することがわかり、CA型やDN型は相互
作用しなかった。Rac1sとRacEは細胞質分裂に関わるこ
とが知られており、RhoGDIがこれら両方の経路に関わ
る可能性が示唆された(4)。
MyoM

細胞性粘菌のミオシン分子の検索から研究代表者らが
見い出したunconventional myosinで尾部にRhoGEFドメ
インを持つ。遺伝子破壊により細胞内機能を明らかにし
ようとしたが、目立った欠損は見つけられなかった。
GFPをN末端に融合して細胞内局在を調べたところ、細
胞表層とマクロピノソームらしい細胞内膜構造に局在し
た(1)。しかし、上述のように、相互作用するRhoファミ
リーは見い出されなかった。今後は、マクロピノサイト
ーシスに注目して細胞内機能の解析を行ってゆく。
RhoGAP1

EST配列の検索からごく初期に見い出されていた
RhoGAPドメインを持つタンパク質。遺伝子破壊株がと
れないため、必須遺伝子の可能性がある。N末端にGFP
を融合して細胞内局在を調べたところ、ゴルジ体と小胞
体に局在することがわかり、断片解析から局在はN末端
の想定膜貫通領域を含む部分が決定していることがわか
った。上述の通り、RacF2のCA型と弱いtwo-hybrid相互
作用を示すが、RacF2とそのCA型はそのような局在を示
さず、むしろRacHやRacIがそれに近い局在を示す。相互
作用と局在の結果の矛盾については不明であるが、Rho
ファミリーのみならずGAPも小胞体やゴルジ体に局在す

ることから、Rhoファミリーの小胞輸送への関与が示唆
された。
IQGAP（GAPAとDGAP1）

これらは細胞質分裂に関わると考えられ、GAPAの遺
伝子破壊は多核化を引き起こし、さらにDGAP1も欠損す
るとその欠損はより重篤となり、懸濁培養で致死となる。
GFP融合タンパク質はともに細胞表層に局在し、細胞質
分裂では分裂溝の部分に濃縮する。動物細胞では、
IQAGAPはRac1とCdc42のエフェクターとして知られる
ため、野生型、変異型のRhoファミリーに対して網羅的
相互作用解析を行ったところ、DGAP1のみRac1sの野生
型、Rac1sとRacF1のCA型と強く相互作用し、GAPAは何
れとも相互作用しなかった。この結果は、細胞質分裂に
おける役割の違いを反映するものと考えられた。ただし、
GAPAについては、RasGAPの構造から想定される
GTPaseとの相互作用に関わると予想されるアミノ酸の置
換により、遺伝子破壊株の相補能がなくなることから、
何らかのGTPaseと相互作用しているものと想像された
(2)。また、遺伝子破壊株が同様の表現型を示すため相互
作用が予想されたアクチン結合タンパク質のコーテキシ
リンとは何れもtwo-hybrid相互作用し、これは機能の共
通性を反映するものと考えられた。なお、第３のIQGAP
であるGAPBは、遺伝子破壊株に目立った欠損が見つか
らず、GFP融合タンパク質も細胞質に拡散して存在して
いた。また、Rhoファミリーの網羅的相互作用解析でも
相互作用するものは見つからなかった。IQGAP様の機能
を果たしておらず、むしろ分裂酵母のGAP1の様に
RasGAPとして働く可能性がある。
GAPC

GAP1ファミリーのRasGAPの一つと考えられるGAPC
は遺伝子破壊株では顕著な欠損は見られず、GFP融合タ
ンパク質は細胞質に拡散して存在していた。一方、高発
現により懸濁培養で多核化することから、細胞質分裂に
関わることがわかった。細胞性粘菌の増殖期に発現する
RasであるRasGの欠損が多核化を引き起こすことがわか
っているが、あわせて考えれるとGAPCの標的がRasGで
ある可能性がある。
K2

研究開始当初のモータータンパク質の解析。細胞性粘
菌新規キネシン様タンパク質 (KRP) K2の全配列を決定し
た。K2はC端タイプのncd/Kar3サブファミリーに属し、
微小管結合及びATPase活性を示した。K2欠損細胞は生
育、発生とも正常で他のKRPとの機能重複が示唆された
が、高発現により核分裂が部分的にアレストし、GFP-K2
は核分裂期にスピンドルに局在した。K2は核分裂に関わ
る微小管モーターであることが示唆された(3)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
細胞性粘菌では、網羅的にRhoファミリーGTPaseとそ

の制御因子について機能解析した報文がないばかりか、
各論に関する報文も、GTPase自身こそ15種中6種につい
てあるが、GAPは1種、GEFが2種(1)、GDIも1種(4)のみ
である。

海外でも細胞性粘菌を用いた細胞骨格制御の解析はア
クトミオシン自身、アクチン結合タンパク質群を中心に
盛んに行われているが、ミオシンを含むアクチン結合タ
ンパク質以外ではRho GTPase６種、RhoGEF２種(1)、
RhoGAP1種、RhoGDI２種(4)、タンパク質キナーゼ一1

種、三両体Gタンパク質βサブユニット１種について報
文がある程度である。国内では本領域計画研究の漆原秀
子・田中可昌先生らのグループによる細胞性粘菌をモデ
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ルとした分化・形態形成の解析が進行しているが、本研
究は細胞性粘菌で有利に展開できるもう一つの重要な側
面である細胞運動を重点的に解析するという意味で彼ら
の研究とは補完的な位置にある。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
上記の番号とは対応していない。

１）Rhoファミリーの機能解析に関する困難
RhoファミリーGTPaseでは、相同組換えによる遺伝子

破壊株の取得ができない場合が多かった。しかも、分離
された２種（RacHとRacI）はいずれも顕著な表現型がな
かった。代替策として同じloss-of-functionのDN型の高発
現株を作製し、その表現型を観察したが、１５種類各２
種すべてについて顕著な表現型は認めらなかったため、
細胞内機能の解析が多くのもので細胞内局在からの推測
となってしまった。Rac間の機能重複または必須遺伝子
である可能性も考えられるが、低分子量GTPaseの遺伝子
長が小さいことによる技術的な問題とも考えられるので、
今後、5'、3'領域も含めたより長い破壊構築を作製して引
き続き破壊株の分離を試みるべきである。一方、CA型高
発現株は、致死（RacB）となる場合や生育阻害が見られ
る場合もあり、細胞に何らか悪影響が見られたが、現時
点では原因の特定には至っていないため、やはり細胞内
機能の特定にはほとんど寄与しなかった。
２）Cytotrap法の検討による時間のロス

新しい酵母two-hybrid法であるCytotrap法の相互作用解
析への導入を検討したが、従来のGAL4法より感度が高く、
本法のみで検出可能な場合もある反面、親変異酵母株の
高い復帰変異率、pray側に細胞膜結合型タンパク質が使
えない、細胞性粘菌cDNAライブラリーをスクリーニン
グする場合、ライブラリー内の特定の分子（RasG）によ
る単独陽性が高頻度で出現するなどの欠点も判明した。
一方、オリジナルのGAL4法で細胞膜結合型タンパク質が
解析できることも判明し、既知タンパク質間の相互作用
をまずGAL4法で行うこととした。また、その後、スクリ
ーニングもGAL4法を用いて成功したため、あらゆる場合
でGAL4法を用いることとした。この方法を検討したため
に大幅に時間をロスした。
３）RhoGAP及びRhoGEFが予想外に多数存在し他生物の

それらと対応がつきにくい
ESTの配列から同定された数（数種類）からは想像で

きない程多数（３０前後）のRhoGAPとRhoGEFが存在す
ることがわかったため、全ての分子の機能解析を終了さ
せることができなかった。また、何れの分子もGAPまた
はGEFドメインの相同性検索のみでは、他の生物のGAP、
GEFとはオルソログが同定できない程度の相同性しか持
たず、全長を用いても同様であった。
４）GAP及びGEFドメインと野生型Rhoファミリーの

two-hybrid相互作用は検出しにくい可能性がある
ある程度は予想されたことであり、それぞれ1例ずつの

実験であるが、野生型RhoファミリーとGAPやGEFの相
互作用は検出されなかった。その結果、CA型、DN型の
Rhoファミリーを作製することが急務となったが、４５
種の変異型を取り揃えるのにかなりの時間を要し、個々
の分子の解析に割く時間が減った。
５）Rhoファミリーの局在が多岐に渡った

研究開始当初は、Rhoファミリーの局在が、細胞膜の
裏打ちまたは突起部分のアクチンに富む領域に集中する
ものと予想したが、実際に観察を開始すると、細胞内の
膜構造に局在する場合の方がむしろ多く、小胞体、ゴル
ジ体、収縮胞といった共局在実験用のマーカーのセット

アップと条件設定に時間がかかった。

〈今後の課題〉
局在観察からRhoファミリーの新しい機能が示唆され、

細胞運動、細胞骨格への新たな関わり方がこの研究から
見えてきた。このRhoファミリーの特異性と多様性を説
明するには、やはりそれを制御し、それに制御される
GAP、GEF、エフェクター分子との相互作用を一つ一つ
明らかにする必要がある。従って、今回発見されたGAP、
GEFのライブラリーに対し、本研究でとってきたアプロ
ーチを確実に続けてゆくことがやはり必要となると考え
られる。本研究によりそれを行うための材料、手法は整
ったと考えられる。

また、個々の分子の生理的機能を解明するにはやはり
遺伝子破壊などのloss-of-functionの状態を作り出すことが
必要である。本研究でとったアプローチはまだ十分とは
言えないので、今後まず、より長い破壊構築による遺伝
子破壊実験、最近動物細胞では一般的になりつつある
RNAi実験、さらに細胞性粘菌の遺伝学実験で最も制約に
なっている選択マーカーの不足を補う同一マーカー使い
まわしの技術など新しい技術を取り入れながら問題に対
していく必要がある。

また、本研究で解析が最も進んだ細胞運動現象は、研
究代表者が以前から続けている細胞質分裂であり、その
他の貪食作用、エンドサイトーシス、走化性運動（細胞
遊走）については進展が大きかったとは言えない。今後
は、これらの現象のアッセイ系の整備も含め、細胞内輸
送にも目を向けてRhoファミリーやモータータンパク質
の解析を続けてゆくべきであろう。

最後に、いくつかの原著論文の投稿または再投稿が遅
れていることを今一度猛省し、再投稿分については投稿
時に指摘された点を一刻も早く修正して投稿すべきであ
る。
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