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目 的 

MIP-T3(Microtubule Interacting Protein that associated with TRAF3)は微小管と腫瘍壊死

因子受容体結合因子 3（TRAF3）の結合蛋白質として 2000 年に Goeddel のグループよ

り分離同定された。一方、MIP-T3 は IL-13 受容体 alpha1 の結合タンパク質として 2003
年に小林らのグループによって報告されてきているが、その詳しい生理学的機能は今

まで不明であった。2008 年、線虫やゼブラフィッシュ等のモデル生物を用いた幾つか

の研究グループにより、MIP-T3 の相同遺伝子である DYF-11/Elipsa が鞭毛内輸送タン

パク質複合体 B の構成成分として繊毛の形成と維持に必須であることが報告された。 
殆どの真核細胞には一次繊毛というオルガネラが存在し、細胞の感覚、運動、情報

伝達などに重要な役割を果たしている。一次繊毛は Sonic hedgehog(Shh), PDGFR, Wnt
など多くの重要なシグナル伝達を媒介し、その欠失と機能異常は嚢胞腎、肝臓・胆管

異常、多指症、認知障害、糖尿病、癌など多くの疾患を引き起こす。一次繊毛の形成

と機能維持には微小管を介する鞭毛内輸送(IFT)が不可欠であり、最近 Berbari らはマ

ウス MIP-T3 欠損は胚致死性であり、MIP-T3 は神経の発育や繊毛形成と機能維持、特

に繊毛媒介 Shh シグナル伝達に必須であることが報告した。この事から MIP-T3 は高

等動物においても一次繊毛の形成と機能に重要な役割を果たしている事が明らかに

なって来た。 
本研究では、MIP-T3 タンパク質の高等動物での詳細な機能解明を目的として、そ

の安定性制御メカニズムの解析、MIP-T3 による細胞周期停止及びアポトーシス誘導

活性とその作用機序の解明やプロテオミクス研究による MIP-T3 と相互作用するタン

パク質ネットワークの解析を行った。 
 

第１章 プロテオミクス解析による MIP-T3 の結合タンパク質の探索 
ヒト細胞内における MIP-T3 の分子機能に対する理解を深めるため、抗 MIP-T3 抗

体による免疫共沈

と LC-MS によるプ

ロテオミクス解析

を行った。HEK293
細胞株に導入発現

した MIP-T3 に特異

的に結合する新規

的タンパク質 34 種

類 を 同 定 し た 。

MIP-T3はTubulin以
外、新たに、Actin
や Hsc70 などにも結合することを明らかにした。特に、MIP-T3 は微小管フィラメン

トとアクチンフィラメントの両方に結合し、細胞骨格ダイナミクス干渉または細胞分

裂阻害誘導活性を持つ可能性が示唆された。また、MIP-T3 の相互作用する分子機能



は細胞骨格タンパク質を介する細胞内輸送やシグナル伝達など、多くの細胞内生理過

程に関与する可能性が示唆された（図１）。このような網羅的解析は MIP-T3 の作用分

子機序と機能制御の全容解明ための基礎となると考えられる。 
 
［基礎となった学術論文］ 
Guo C-W, Xiong S, Liu G, Wang Y-F, He Q-Y, Zhang X-E, Zhang Z-P, Ge F and Kitazato K. Proteomic 
analysis reveals novel binding partners of MIP-T3 in human cells. Proteomics, 10 (12), 2337–2347, 
2010. 

 
第２章 MIP-T3 の細胞内安定性制御機構の解析 
ヒト細胞におけるMIP-T3分子機能を調べるため、MIP-T3の発現を確認したところ、

mRNA が恒常的に発現しているにも

かかわらず、タンパク質の発現は殆

ど確認できず、また、細胞に導入発

現しても速く分解されることが確認

された。各種タンパク分解阻害剤を

用いて解析した結果、MIP-T3 の分解

はプロテアソーム阻害剤 MG132 に

よって特異的に抑制された。MIP-T3
の免疫共沈降物にはポリユビキチン

化ラダーが検出され、MIP-T3 タンパ

ク質の分解は Ubiquitin-Proteasom System（UPS）により制御されることが判明した（図

2A,B）。さらに、MIP-T3 の欠損変異体を用いてその分解速度を比較検討した結果、C
末端（aa411-625）の欠損変異体 MIP-T3-NL の分解が著しく遅延が認められ、ポリユ

ビキチン化ラダーも検出されなかったため、C 末端が MIP-T3 の UPS による制御に必

須であることが示唆された（図 2C）。 
 

［基礎となった学術論文］ 
Guo C-W, Liu G, Xiong S, Ge F, Fuse T, Wang Y-F, and Kitazato K. The C-terminus of MIP-T3 protein 
is required for ubiquitin-proteasome-mediated degradation in human cells. FEBS Letters, 585 (9), 
1350–1356, 2011. 

 
第３章 MIP-T3 による細胞死誘導活性及びその制御分子機構の解析 

MIP-T3 遺伝子を細胞に導入発現

により、経時的に細胞にアポトー

シス様形態変化が認められた（図

3）。そこで、MIP-T3 による細胞死

誘導とその分子機構について解析

した結果、MIP-T3 の導入発現細胞

では、ゲノム DNA の断片化が認め

ら れ 、 Caspase-3 、 Caspase-7 、

Caspase-9 及び PARP の切断型が有

意に増加した（図 4A）。FACS により解析した結果、細胞周期は G2/M 期停止が確認

され、アポトーシス細胞の割合が増加した。MIP-T3 の欠損変異体を用いた解析では、



MIP-T3 タンパク質の N 末端が細胞周期停止とアポトーシスの誘導に重要な役割を果

していることが判明した。この N 末端には微小管結合ドメインが存在していることか

ら、MIP-T3 と微小管の相互作用は細胞死誘導活性に関連する可能性が示唆された。

MIP-T3 はアセチル化チューブリンと重合微小管に結合し、低温処理による微小管の

脱重合を抑制することが示唆され、微小管の安定性を促進することが示唆された（図

4B）。 

 
［基礎となった学術論文］ 
Guo C-W, et al. Ectopically expression of MIP-T3/IFT54 induces G2/M cell cycle arrest and apoptotic 
cell death in human cells. (In preparation) 
 
まとめ 
 
本研究では IFTタンパク質として MIP-T3 が UPSを介して分解制御を受けることを

初めて明らかにした。MIP-T3 の C 末端には coiled-coil（CC）ドメインが存在し、タ

ンパク質間の結合やユビキチンを標識する酵素へのリクルートを媒介することが知

られており、さらに興味深いことに、多くの IFT タンパク質では CC ドメインが保存

されていることから、これらの IFT タンパク質も MIP-T3 と同様、UPS による分解の

調節を受ける可能性が考えられる。一方、MIP-T3 はヒト癌細胞で異所発現させるこ

とにより、細胞周期停止やアポトーシスを誘導する活性を示した。これらの活性には

その N 末端に存在する微小管結合部位が関与する可能性が示唆された。MIP-T3 はこ

の部位を介してアセチル化チューブリンと重合微小管と結合することにより、微小管

の脱重合を阻害し、微小管の安定化またはダイナミクスに影響する可能性が示唆され

た。このような分子活性があるゆえに、細胞ではユビキチン化による素早い分解は細

胞の分裂増殖に必要であると考える。今後、これらの IFT タンパク質の非 IFT 機能と

その関連作用分子機序の解明が抗癌治療の新たな分子標的の確立に繋がると期待さ

れる。 
 
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


