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・Abbreviations 

 

ADP:  Adenosine diphosphate  

ADRB2: Adrenoceptor beta 2  

AMPAR:  α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

receptor 

APP:  Amyloid precursor protein  

ATP:  Adenosine tr iphosphate  

cAMP:  cycl ic Adenosine monophosphate 

CFTR: Cystic f ibrosis transmembrane conductance regulator  

CK: Casein kinase 

CTxB:  Cholera toxin beta subunit  

DMEM: Dulbecco’s modif ied Eagle’s medium  

EE:  Early endosome 

EEA1:  Early endosome antigen 1  

ER:  Endoplasmic ret iculum 

ESCRT: Endosomal sort ing complexes required for transport  

EV: Empty vector  

FBS:  fetal bovine serum 

GPCR:  G protein-coupled receptor 
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GST:  Glutathione S-transferas 

GWAS: Genome-wide associat ion studies  

HA:  Human inf luenza hemagglut inin  

HA-SNX27R:siRNA 耐性であり、N 末端に HA epitope を融合させた

SNX27 

KD:  knock down 

LDLR:  Low density l ipoprotein receptor  

LRP1:  Low density l ipoprotein receptor -related protein 1  

MPR:  Mannose 6-phosphate receptor  

MRP:  Mult idrug resistance-associated protein  

NAD:  Nicotinamide adenine dinucleotide  

NMDAR:  N-methyl-D-aspartate receptor  

PAK: Serine/threonine-protein kinase 

PI3P:  Phosphatidyl inositol 3 -phosphate  

PI(3,4,5)P3:  Phosphatidyl inositol (3,4,5) -tr isphosphate 

PI4P: Phosphatidyl inositol 4 -phosphate 

RE:  Recycling endosome 

RTK:  Receptor tyrosine kinases 

shControl-COS-1 細胞 :  Control shRNA 安定発現 COS-1 細胞  

shSNX27-COS-1 細胞 :  SNX27 shRNA 安定発現 COS-1 細胞  
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siControl/shControl COS-1 細胞 :  Control siRNA 処理 shControl-

COS-1 細胞  

siSNX1/shControl COS-1 細胞 :  shControl /  SNX1 siRNA 細胞  

siSNX1/shSNX27 COS-1 細胞 :  SNX1 siRNA 処理 shSNX27-COS-1

細胞  

siSNX27/shSNX27 COS-1 細胞 :  SNX27 siRNA 処理 shSNX27-COS-

1 細胞  

SNX: Sort ing Nexin 

STX:  Syntaxin  

STxB:  Shiga toxin beta subunit  

TBCA:  Tetrabromocinnamic acid  

TGN:  Trans golgi network  

VPS: Vacuolar protein sort ing-associated protein  

WASH1:  W iskott-Aldrich Syndrome Protein and SCAR Homolog 1  

3×FLAG-SNX27:  N 末端に 3×FLAG epitope を融合させた SNX27 

各種変異体 /shSNX27-COS1 発現細胞 : HA-SNX27R-各種変異体  を

発現させた shSNX27-COS-1 細胞  
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General introduction 

コレラはコレラ菌（Vibrio cholerae）を病原体とする経口感染症

である (1)。経口摂取後、小腸下部に達したコレラ菌が産生するコレ

ラ毒素が細胞内に侵入することにより、小腸上皮細胞の水と電解質

が大量に流出し、猛烈な下痢と嘔吐が起こる (2)。この毒性発現は、

小腸上皮細胞に取り込まれたコレラ毒素が逆行性輸送により小胞体

(Endoplasmic ret iculum; ER)に運ばれることに起因する (3)。ER に

おいて、毒素活性本体である A1 サブユニットが細胞質に放出され、

A1 サブユニットは細胞内の NAD をニコチンアミドと ADP リボー

スに分解する (4)。A1 サブユニットは、産生された ADP リボースを

受容体活性化 Gs タンパク質と結合させ、その結果、アデニルサン

シクラーゼは常に活性化された状態になり、細胞内 cAMP が上昇す

る (4) 。 そ の 結 果 、 Cystic f ibrosis transmembrane conduc tance 

regulator (CFTR)の機能が亢進し、電解質と水が大量に細胞外に流出

する (5)。コレラ菌にはアジア型、エルトール型、O139 等があり、

特にアジア型は高い死亡率を示し、無治療の場合、死亡率は 75~80%

に及ぶ (6,7)。コレラによる直接の死亡原因は、猛烈な下痢と嘔吐に

よる水と電解質の大量流出によって起こる脱水症状であるため、水

分と電解質を補給することがコレラによる死亡を防ぐ。また、コレ

ラ菌はテトラサイクリン系抗生物質やクロラムフェニコールなどの
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抗生物質により死滅する (8)。適切な治療が行われた場合には、コレ

ラ菌感染による死亡率は 1~2%にまで低下する (6,9)。コレラは先進

国では大きな問題ではないものの、アフリカ、アジア、中南米の一

部の地域ではなお流行しており、毎年、 300 万人から 500 万人のコ

レラ患者が発生し、 10 万人から 12 万人がコレラで死亡していると

推計されている (6)。  

コレラ毒素の輸送経路として利用される逆行性輸送 (endosome か

ら ゴ ル ジ 体 へ の 輸 送 ) の 生 理 学 的 意 義 に 関 し て は 、 細 胞 膜 や

endosome に存在する cargo の再利用が、一つの目的であると考え

られている (10)。Wntless、TGN38、mannose 6-phosphate receptors 

(MPRs)などが、逆行性輸送によりゴルジ体に運ばれるタンパク質と

して知られる (10-13)。逆行性輸送は、early endosome(EE)から直接

ゴルジ体へ向かう経路、 recycl ing endosome(RE)を経由する経路、

リソソームを経由する経路など、複数のルートが存在することが知

られているが (10-13)、高解像度の顕微鏡の必要性、オルガネラマー

カーの染色法など実験障壁の高さから、その分子機構に関しては、

他の細胞内小胞輸送に比べて、未だ不明な点が多い。  

MPRs は、逆行性輸送の解析に汎用される内因性のタンパク質で

あり、Rab9 posit ive late endosome からゴルジ体に運ばれる。この

過程には syntaxin 10/syntaxin 16/Vti1a/VAMP3 SNARE complex が
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必要であり、 syntaxin 10 遺伝子のノックダウン (KD)により、MPRs

のゴルジ体への輸送が阻害される (14,15)。  

Shiga toxin も逆行性輸送の解析に汎用される。Shiga toxin は、触

媒作用を有する A サブユニットと、輸送に関与する 5 量体の B サブ

ユニットからなる AB5 toxin であり、逆行性輸送の解析においては

主に Shiga toxin beta subunit (STxB)が用いられる (16)。スフィンゴ

糖脂質である Gb3 を receptor として用い、 clathrin 依存的な経路、

非依存的な経路により、細胞内に取り込まれる (17-21)。その後、

endosome において、 endosome とゴルジ体との間を恒常的に循環

している 2 量体膜貫通型タンパク質の GPP130 と相互作用した後、

retromer complex により、 cargo として認識され、ゴルジ体へと逆

行性輸送される (22-25)。 endosome から輸送小胞として脱離する際

には、clathrin 及び、clathrin adaptor タンパク質である epsinR によ

り、endosome が湾曲する必要がある (26,27)。STxB を含む輸送小胞

は、GCC185 の働きによりゴルジ体にテザリングされた後、golgin97、

golgin245、２つの SNARE complexes (syntaxin6-syntaxin16-Vti1a-

Vamp3/4 と syntaxin5-Ykt6-GS15-GS28)により、ゴルジ体と小胞融

合する (28-32)。  

 Cholera toxin も逆行性輸送の解析に汎用される AB5 toxin の一種

であり、Shiga toxin の場合と同様に、逆行性輸送の解析では主に
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cholera toxin beta subunits (CTxB)が用いられる。しかしながら、

CTxB の逆行性輸送には、GPP130 が必須でないように (22)、STxB

の逆行性輸送に関わる分子機構とは共通性が乏しい。 CTxB は細胞

膜上において、GM1 と呼ばれるガングリオシドに結合し、細胞内に

取り込まれる (3)。細胞内に取り込まれた CTxB が、ゴルジ体に逆行

性輸送される分子機序に関しては、明らかになっていない部分が多

いものの (3)、STX5、STX6、Golgin97、evectin-2、SMAP2 等の関与

が報告されている (3,30,33-35)。STX5、STX6 は小胞のゴルジ体への

融合に、Golgin97 は小胞のゴルジ体へのテザリングに、 evectin-2、

SMAP2 は Arf の活性制御を担っている (3,30,33-35)。  

Sort ing Nexin (SNX) family は、 phosphoinosit ides と相互作用す

る PX domain を有するタンパク質であり、逆行性輸送を含む様々な

細胞内小胞輸送に関与する。現在までに、 33 の SNX family に属す

るタンパク質が同定されている (36)。PX domain は、約 110 アミノ

酸残基からなる 1 つの β ストランド、 3 つの α ヘリックスから形成

されるドメインであり、PI3P との相互作用においては、R[Y/F]-X23–

30-K-X13–23-R がコンセンサス配列となる (36)。細胞膜、ゴルジ体、

ER、endosome に局在する PI4P、細胞膜に局在する PI(4,5)P2 など

と相互作用する PX domain も知られており (37)、各オルガネラに特

異的に発現する phosphoinosit ide が存在するため、SNX の細胞内局
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在は、主に PX domain の働きにより制御されていると考えられてい

る。一方、各 SNX に固有の分子機能は、各 SNX が有する PX domain

以外のドメインの働きに起因する場合が多い。  

SNX family のうち、 12 種類の SNX は、膜のリモデリングを行う

BAR domain を有す (36)。BAR domain は、 2 量体を形成し、正電荷

を帯びたバナナの形をした 6 本のヘリックスの束になることで機能

する。この束は、負電荷を帯びたリン脂質と相互作用し、小胞形成

において膜の湾曲を誘導できる (38)。SNX9 は、BAR domain 機能を

介したクラスリン依存的内在化への関与が知られており、vesicle 形

成のネック部分における膜の再構成に加え、ダイナミン、AP2、クラ

スリン、アクチン骨格の構成タンパク質など、vesicle の構成要素と

なるタンパク質の会合と補充を担う足場タンパク質としての機能も

担う (36,39)。  

SNX17、SNX27、SNX31 は C 末端に FERM-like domain を持つこ

とが知られている (36)。FERM domain は約 300 のアミノ酸残基から

なる domain であり、膜へのテザリングや膜貫通タンパク質の細胞

質側 domain との相互作用において役割を有する、情報伝達に関与

するタンパク質や足場タンパク質に多く見られる domain であり、

Asn-Pro-Xaa-Tyr(NPxY) motif と相互作用する (36)。FERM domain は

3 つのサブドメインから構成され、ユビキチン用の F1 domain と、
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PH domain や PTB domain に類似した構造を持つ C 末端の F3 

domain を、中心の 4 つの α ヘリックス構造を有する F2 domain が

関連付けている。SNX17、SNX27、SNX31 の F2 domain は一般的な

F2 domain よりも小さいことから、SNX17、SNX27、SNX31 の FERM 

domain は FERM-like domain と呼ばれている (40)。これら SNX17、

SNX27、SNX31 のうち、FERM-like domain を介した機能について

は、SNX17 の解析が最も進んでおり、FERM-like domain を介して、

LRP1(41-43)、LDLR(43,44)、P-select in (45-47)  、APP(48)などの膜

貫通タンパク質の NPxY motif と相互作用し、細胞内輸送を制御する

ことが明らかとなっている。LDLR に関しては、endosome から細胞

膜へのリサイクリングに関与し (43)、APP とは endosome において

相互作用し、 amyloid Aβ peptide へのタンパク質分解処理を阻害す

る (48)。SNX27 の FERM-like domain は、NPxY motif の Y がリン酸

化された配列との親和性が高く (40)、NPxY motif は様々な RTK に含

まれる配列であることから、SNX27 は FERM-like domain を介して、

活性化された RTK と相互作用すると推測されている (40)。また、最

近の報告から、SNX27 の FERM-like domain と細胞膜に豊富に存在

する PI(3,4,5)P3 との相互作用が明らかとなっており、PX domain と

ともに、FERM-like domain が SNX27 の細胞内局在を制御している

可能性が指摘されている (49)。  
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SNX23 は kinesin motor を有し、kinesin superfamily に属する (50)。

kinesin superfamily は微小管結合タンパク質であり、オルガネラ、

タンパク質複合体、RNA などの輸送に関わる。SNX23 は、プラス方

向への輸送に働く微小管モータータンパク質であり、PX domain を

介して、PI3P が豊富な endosome と相互作用し、endosome のオル

ガネラの局在制御やレセプターのリサイクリングを制御する役割を

持つ (50,51)。  

近年、SNX と retromer との関連性について精力的に研究が進めら

れている。retromer と呼ばれるタンパク質複合体は、酵母において、

endosome からトランスゴルジネットワーク (TGN)に TGN sort ing 

receptor (Vps10)を輸送する機能を持つタンパク質複合体として最

初に定義された (52)。この retromer は 5 つのタンパク質から構成さ

れ、 2 つのサブコンプレックスに分けることができる。一つは

VPS5/SNX、VPS17/SNX のヘテロダイマー、他方は VPS26、VPS29、

VPS35 の 3 量体である (52)。SNX-BARs は retromer の細胞内局在制

御を担うのに対し、VPS26-VPS29-VPS35 3 量体は、cargo を認識す

る cargo-select ive-complex と し て 働 く (52) 。 cargo-select ive-

complex は種間の相同性が高い一方で、SNX-BARs は多様であり、

哺乳類では SNX1、SNX2、SNX5、SNX6 等がその機能を担っている

と言われている (52)。STxB などの逆行性輸送経路においては、SNX1、
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SNX2 が関与する (53)。Genome-wide associat ion studies (GWAS)に

よる解析から、 retromer 構成タンパク質とアルツハイマー症、パー

キンソン病などの加齢に伴う神経変性疾患との関連が明らかになり

つつある (54)。VPS35 の D620N 変異 (55-59)  VPS26A の K93E 変異、

VPS29 の N72H 変異 (60)とパーキンソン病との関連性が複数の報告

から指摘されている。Gene Based analysis による SNX1 とアルツ

ハイマー症の関連性を示唆する報告もある (61)  。また、retromer 構

成タンパク質の生理学的重要性は、SNX1、SNX2 double KO mouse

が胎生致死となるように、遺伝子改変マウスのフェノタイプ解析か

らも明らかとなってきている (62)。  

retromer は、上述の逆行性輸送に加え、膜タンパク質の endosome

から細胞膜への小胞輸送に対する関与が示されている。膜タンパク

質の endosome から細胞膜へのリサイクリングに関しては、SNX27

が中心的な役割を担っている (63)。SNX27 は、PDZ domain 内の loop

を介して VPS26 と、FERM-like domain を介して SNX1 と相互作用

し、 retromer complex を形成している (63)。膜タンパク質の C 末端

に存在する PDZ binding motif を PDZ domain を介して認識し、

retomer 機能を介して膜タンパク質の細胞膜へのリサイクリングを

担う (63)。  

当研究室では、薬物トランスポーターmult idrug resistance-
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associated protein 4（MRP4）の相互作用タンパク質として SNX27

を同定し、本タンパク質が MRP4 の細胞膜からの内在化を促進す

ることを見出した (64)。その一方で、SNX27 は、主に EE に局在す

ること (65)、PDZ domain、FERM-like domain という２つの機能性

domain を持つことから、EE での小胞輸送において多彩な機能を担

うことが推察された。  

以上の背景から、私は、SNX27 の新たな分子機能を明らかにすべ

く、逆行性輸送に着目し、CTxB をモデルタンパク質として解析を

行った。
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・Abstract 

[目的 ]  

 Sort ing Nexin 27 (SNX27)は、PX domain を有すことを特徴とす

る Soring Nexin (SNX) family に属するタンパク質である。当研究室

では、これまでに Mult idrug resistance-associated protein 4 (MRP4)

との相互作用タンパク質群に SNX27 が含まれることを見出し、本

タンパク質が MRP4 の細胞膜からの内在化抑制に働くことを明らか

にしている (64)。この研究により、SNX27 の細胞膜近傍における機

能が見出されたが、その一方で、SNX27 は主に early endosome(EE)

に局在することから、SNX27 が EE を起点とする細胞内輸送におい

て、役割を有すことも推測された。EE から始まる細胞内小胞輸送と

して、細胞膜へのリサイクリング、ESCRT 機構を介したリソソーム

分解、ゴルジ体への逆行性輸送などが知られている。本研究では、

細胞内小胞輸送における SNX27 の役割を明らかにするために、蛍

光標識 cholera toxin beta subunit (CTxB)を用い、SNX27 の逆行性

輸送に対する寄与を検討した。  

 

[方法・結果 ]  

１ ． SNX27 の ノ ッ ク ダ ウ ン (KD) に よ り 、 CTxB の recycling 

endosome(RE)からゴルジ体への輸送が遅延する。  
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CTxB は、EE から RE を経由してゴルジ体に移行する (34)。COS-

1 細胞は、RE とゴルジ体を構造的に区別しやすく、CTxB 局在の経

時変化の観察に適していることから (34)、本研究では、COS-1 細胞

を用いて解析を行った。  

 COS-1 細胞に取り込まれた CTxB は、5 分後に、EE マーカーであ

る EEA1、 90 分後にゴルジ体マーカーである TGN46 との共局在が

観察された。RE はゴルジ体の内側に存在するが、CTxB は 15 分後

には TGN46 の内側に局在することが観察された。また、CTxB の逆

行性輸送に伴い、SNX27 も CTxB と共局在しながら、EE から RE を

経由してゴルジ体近傍まで局在が変化することが確認された。一方、

SNX27 を KD した細胞では、コントロール細胞と比して、15 分後ま

では、CTxB の逆行性輸送に明確な差は認められなかったが、 90 分

後においては、CTxB はゴルジ体ではなく、 15 分後と同様に RE 局

在を示した。  

２．Casein Kinase II  (CK2)による SNX27 の PX domain のリン酸

化は、SNX27 の EE 局在性を高める  

CTxB の逆行性輸送に対する SNX27 の作用は、SNX27 が通常時

に存在する EE から生じる膜輸送ではなく、RE からゴルジ体への膜

輸送で観察されたことから、本作用発現においては、SNX27 が EE

から RE へと移行し、機能発現していることが推測された。  
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SNX27 の EE 局在は、PX domain が担っていることが報告されて

いる (65)。また、私の予備検討から、SNX27 がリン酸化により局在

制御を受けていることが示唆されたため、リン酸化予測サイト

(NetPhos 2.0)を用いて PX domain を解析し、高スコアを示したア

ミノ酸残基を A に置換した変異体及び、恒常的リン酸化モデルであ

る、アミノ酸残基を D に置換した変異体を構築した。EEA1 との共

局在に基づき、各種変異体の EE 局在を確認したところ、S263 を A

に置換した SNX27(SNX27-S263A)では EE に局在する割合が低下す

る一方で、D に置換した SNX27(SNX27-S263D)ではその割合が有意

に上昇した。また、 SNX27 及び両変異体を免疫沈降し、 Pro-Q 

Diamond を用いて、野生型に比した両変異体のリン酸化の程度を比

較検討した結果、両変異体共に約 8 割に低下していることから、上

記の局在変化がリン酸化を介していることが示唆された。  

S263 を含む S263ESDE は CK2 の認識モチーフと合致することか

ら、リコンビナント CK2 を用いた in vitro kinase assay を行った。

その結果、SNX27 が実際に CK2 の基質となることが確認された。

CK2 阻害剤処理により、SNX27 の EE 局在は有意に減少し、SNX27-

S263A と類似した細胞内局在像を示した。一方、SNX27-S263D に

おいては CK2 阻害剤処理の影響はほとんど観察されなかった。以上

の結果から、CK2 による S263 のリン酸化が SNX27 の EE 局在性を
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高めることが示唆された。  

  

３．CTxB の逆行性輸送には、SNX27 の EE からの移行、並びに

SNX27 の FERM-like domain を介した SNX1 との協奏的な働きが

必要である  

SNX27 KD 細胞に、SNX27-S263D を発現させ、CTxB の逆行性輸

送に対するレスキュー効果を評価した。SNX27 を発現させた場合に

は、細胞内に取り込まれた CTxB は 90 分後にゴルジ体に移行する

ことが可能になったのに対し、SNX27-S263D を発現させた場合に

は、細胞内に取り込まれた CTxB は RE に留まっていた。本実験で

は、SNX27 が CTxB の細胞内取り込みに伴い、CTxB と共局在しな

がらゴルジ体近傍まで局在変化するのに対し、 SNX27-S263D は

CTxB の細胞内取り込み後も EE に局在し続けることも確認された。

従って、CTxB の逆行性輸送において、SNX27 の EE から RE への

移行が必須であることが示唆された。  

 SNX27 は PX domain に加え、PDZ domain、FERM-like domain な

ど機能性ドメインを複数持つ。CTxB の逆行性輸送に関与している

ドメインを明らかにするため、各ドメインの機能欠損変異体を構築

し、SNX27 KD 細胞において、CTxB の逆行性輸送に対するレスキュ

ー効果を評価した。PDZ domain の変異体である SNX27-H114A、
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SNX27-⊿ 67-77 を発現させた場合には、レスキュー効果が確認され、

細胞内に取り込まれた CTxB は 90 分後にゴルジ体に存在した。ま

た、両変異体は、野生型と同様に、CTxB の取り込みに伴い、EE か

らの逆行性輸送を受け、90 分後には CTxB とともにゴルジ体局在を

示した。一方、FERM-like domainの変異体である SNX27-W477Aは、

CTxB と共に RE までは逆行性輸送を受けるもののレスキュー効果

は示さず、細胞内に取り込まれた CTxB は 90 分後も RE に存在し

た。  

 これまでの報告から、SNX27 は FERM-like domain を介して SNX1

と相互作用することが明らかになっている (63)。SNX1 は TGN まで

の小胞輸送に働くことから (37)、SNX27 が FERM-like domain を介

して SNX1 の機能を制御し、CTxB が適切に逆行性輸送を受けるこ

とが推察された。SNX1 KD 細胞で CTxB の逆行性輸送を評価したと

ころ、SNX27 KD 細胞と同様に CTxB の RE からゴルジ体への輸送

が阻害された。また、SNX27 KD 細胞に SXN27, SNX27-S263D を発

現させ、CTxB の輸送を評価したところ、SNX27 発現細胞では CTxB

とともに、 SNX27, SNX1 はゴルジ体近傍に移行したが、 SNX27-

S263D 発現細胞では SNX1 は SNX27-S263D とともに EE から局在

変化しなかった。  
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[まとめ・考察 ]  

SNX27 は通常時は EE に局在するが、CTxB の細胞内取り込みに

伴い、CTxB、SNX1 とともに RE に局在移行し、FERM-like domain

を介して SNX1 と協奏的に働くことで、CTxB の RE からゴルジ体

への輸送を担うことが示唆された。   
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Introduction 

 SNX27 は PX domain と呼ばれる、 phosphoinosit ide と相互作用

する domain を有するタンパク質である (36)。PX domain を有する

タンパク質の大部分は sort ing nexin (SNX) family に属する (36)。

SNX27 の EE 局在は、SNX27 の PX domain が EE に豊富に存在す

る PI3P と特異的に相互作用することに起因することが示されてい

る (65)。また、SNX27 は PX domain の他、PDZ binding motif と相

互作用する PDZ domain、NPxY motif と相互作用する FERM-like 

domain という 2 つの機能性 domain を有する (40)。PDZ domain

は、 6 つの β-ストランドと 2 本の α-ヘリックス構造の 80~90 のア

ミノ酸残基からなるドメインであり、PDZ binding motif と相互作

用する。PDZ binding motif は Class I：C 末端側の S/T-x-Φ（疎水

性残基）、Class II：C 末端側の Φ-x-Φ が知られている (36)。SNX27

の PDZ domain は Class I PDZ binding motif の中でも、S/T の一つ

前のアミノ酸が酸性アミノ酸である配列との親和性が高いことが明

らかになっている (66)。FERM domain は、F1、F2、そして F3 の 3

つの構造に分けられ、N 末端側の F1 構造はユビキチン様、C 末端

側の F3 の構造は PH domain 様の構造を示す (40)。通常の F2 構造

は 4 本のヘリックス構造を持つのに対し、SNX27 の F2 構造のヘリ

ックス構造は 3 本であり、通常の F2 構造よりも短いことから、
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SNX27 の場合は FERM-like domain と呼ばれている (40)。SNX27

の FERM-like domain は、NPxY motif の Y がリン酸化された配列と

の親和性が高く、NPxY motif は様々な RTK に含まれる配列である

ことから、SNX27 は FERM-like domain を介して、活性化された

RTK と相互作用すると推測されている (40)。また、SNX27 の

FERM-like domain は、細胞膜に豊富に存在する PI(3,4,5)P3 等と相

互作用することも報告されており、PX domain とともに SNX27 の

局在制御に働く可能性が考えられる (49)。SNX27 は脳において発

現しており、methamphetamines を投与したラットにおいて発現量

が上昇するタンパク質として同定された (67)。SNX27 の相互作用

タンパク質として最初に同定されたタンパク質は、食事や呼吸調整

に関わる GPCR である、 5-HT 4 R (5-hydroxytryptamine type 4 

receptor)である (68)。その他、 channel、 receptor、 transporter な

どの膜タンパク質から、細胞質に局在する Kinase まで、PDZ 

binding motif を持つ多くのタンパク質と SNX27 は相互作用するこ

とが明らかになっている (65,69,70)。PDZ binding motif を持つ膜タ

ンパク質には、銅や亜鉛のトランスポーター、グルコーストランス

ポーター、アミノ酸トランスポーターやシグナリングに関わるレセ

プターなど個体維持に必須となるタンパク質が多く含まれる (63)。

SNX27 はこれら膜タンパク質群の細胞内小胞輸送に関わるため、
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その生理学的重要性が推測されていた (63)。実際に、SNX27 KO マ

ウスに関しては、メンデルの法則による予想の 6 割程度で生まれて

くるため、必ずしも耐性致死は示さないものの、出生体重は軽く、

その後の成長速度も遅く、生後 3 週間以内には死んでしまうことか

ら、SNX27 は発生段階に必要なタンパク質であると考えられる

(69)。また、ダウン症患者では、SNX27 の発現量が減少し、

AMPAR、NMDAR の細胞膜上への正常なリサイクリングが破綻する

結果、シナプス機能が低下することが報告されている (71)。  

 当研究室において、SNX27 は薬物トランスポーターMRP4 の相

互作用タンパク質として同定された (64)。SNX27 は MRP4 の細胞

膜からの内在化促進に働く (64)。本研究から、SNX27 の細胞膜近

傍の機能が見出された一方で、SNX27 は主に EE に局在すること

から (65)、SNX27 は EE を起点とする細胞内小胞輸送においても機

能を有すことが推察された。  

 細胞内には、細胞膜からの内在化、 endosome から細胞膜への

リサイクリング、 endosome からリソソーム分解経路への輸送、

endosome からゴルジ体への逆行性輸送などといった様々な小胞輸

送が存在する。当研究室を含む多数のグループが、SNX27 の分子

機能の解析に積極的に取り組んでおり、これまでに細胞膜からの内

在化、 endosome から細胞膜へのリサイクリングにおける SNX27
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の関与が示されている (63)。Endosome から細胞膜へのリサイクリ

ングにおいては、SNX27 が retromer と呼ばれるタンパク質複合体

との相互作用を介した機能が必須となる (63)。Retromer は複数の

サブコンプレックスから構成されるタンパク質複合体であり、

cargo の認識を担う VPS26、VPS29、VPS35 の三量体サブコンプ

レックス、 retromer の局在を制御する SNX-BARs の二量体サブコ

ンプレックスなどから構成される (63)。ADRB2(72)、

AMPAR(73,74)、NMDAR(69)等の receptor、GLUT1 等の

transporter(63)といった様々な膜タンパク質が、SNX27 と PDZ 

domain を介して相互作用し、 retromer の働きにより、細胞膜にリ

サイクリングされることが明らかになっている。  

 本研究では、 cholera toxin beta subunit（CTxB）の逆行性輸送に

対する SNX27 の機能を解析した。CTxB は逆行性輸送の解析に汎

用されるモデルタンパク質であり、細胞膜で GM1 と呼ばれるガン

グリオシドに結合し、細胞内に取り込まれた後、EE から RE を経

由しゴルジ体に移行する (34)。細胞内に取り込まれた CTxB のゴル

ジ体への輸送過程には、輸送小胞をゴルジ体に融合させる STX5、

STX6、輸送小胞をテザリングする Golgin97、Arf の活性制御を担

う evectin-2、SMAP2 が関与することが明らかとなっているが、未

だ詳細な分子機構は明らかとなっていない (3,30,33-35)。   
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Materials & Methods 

Materials 

抗体は以下のものを使用した：rabbit polyclonal anti -SNX27 (東京

医科歯科大学  精神科  大学院医歯学総合研究科  西川徹教授より

御 供 与 頂 い た (67)),  mouse monoclonal anti -EEA1 (610457, BD 

Transduction Laboratories), rabbit  polyclonal anti -TGN46 (T7576, 

sigma), mouse monoclonal anti -GM130 (610822, BD Transduction 

Laboratories), mouse monoclonal anti -SNX27 (1c6, abcam), rabbit  

polyclonal anti -Rab11 (71-5300, Life technologies), mouse 

monoclonal anti -SNX1 (611482, BD Bioscience), goat polyclonal 

anti-VPS26A (EB06256, Everest Biotech), rabbit  polyclonal anti -

WASH1 (SAB4200372, sigma), mouse monoclonal anti -FLAG 

epitope antibody (m2, sigma), rat monoclonal anti-HA epitope 

antibody (3F10, Roche), mouse monoclonal anti -beta-act in (C4, 

ICN), goat polyclonal anti -GST (27457701V, GE hearlthcare)  

免疫染色の 2 次抗体に関しては Alexa f luor 抗体（ Life technologies）

を用いた。WB の 2 次抗体に関しては、Anti-Human IgG, HRP-Linked 

Whole Ab Sheep (NA933-1ML ,GE healthcare)、 Anti-Rabbit IgG, 

HRP-Linked Whole Ab Donkey(NA934-1ML ,GE healthcare)、Anti-

Rat IgG, HRP-Linked Whole Ab Goat  (NA935,GE healthcare) 、



26 

 

Donkey anti -Goat IgG Antibody, HRP conjugate (AP180P, Mil l ipore)、

その他の試薬に関しては、analyt ical grade の市販されている物を使

用した。  

 

Plasmid 

Human SNX27b (SNX27b) cDNA (NM_030918.5)（当研究室で作

成 済 み (64) 。 本 論 文 で は SNX27b を SNX27 と 定 義 す る ） を

pcDNA3.1(+)、 p3×FLAG-CMV™、の EcoRV の制限酵素サイトにサ

ブクローニングし、 SNX27 発現ベクター (pcDNA3.1(+)-SNX27)、

3×FLAG-SNX27 発現ベクター (p3×FLAG-CMV™-SNX27)を構築した。

また、 pcDNA3.1(+)-SNX27 を用い、SNX27 の N 末端に HA タグを

導入することで、HA-SNX27 発現ベクターを構築した (pcDNA3.1(+)-

HA-SNX27)（当研究室で作成済み）。  

以下変異体は下記 primer set および、Kod-plus-mutagenesis kit

（ TOYOBO ） を 用 い て 作 成 し た 。 SNX27 shRNA 耐 性 の

SNX27(SNX27R)は pcDNA3.1(+)-HA-SNX27 を template に用い、

shRNA_Protect-1、shRNA_Protect-2、shRNA_Protect-3 の変異を全

て 導 入 し た (pcDNA3.1(+)-HA-SNX27R)。 SNX27-S263A 、 SNX27-

S263D に関しては、 p3×FLAG-CMV™-SNX27、及び pcDNA3.1(+)-

HA-SNX27R を template に変異を導入した。SNX27-H114A、SNX27-
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⊿ 67-77、および SNX27-W477A は pcDNA3.1(+)-HA-SNX27R を

templete に変異を導入した。  

 Control shRNA 及び、SNX27 shRNA 安定発現細胞構築のため、

pBAsi-hU6 Pur DNAvector (TaKaRa)に下記 primer set を Quikchange 

XL Site-Directed Mutagenesis kit (stratagene)を用いて導入し、

Control shRNA または、SNX27 shRNA 発現ベクター (pBAsi-Control 

shRNA、 pBAsi-SNX27 shRNA)を構築した。  

 PX domain(アミノ酸配列：158-270) (66) の GST 融合組み換えタ

ンパク質 (GST-SNX27-PX(WT)、 GST-SNX27-PX(S263A)、および

GST-SNX27-PX(S263D))を作成するため、p3×FLAG-CMV™-SNX27、

p3×FLAG-CMV™-SNX27-S263A、および p3×FLAG-CMV™-SNX27-

S263D を template に用いて、下記 primer set と Kod FX neo 

(TOYOBO)を用いて PCR 反応をかけ、 PCR 産物を pGEX6P-2 

(Amersham Biosciences)の Sma1 の制限酵素サイトに、サブクロー

ニ ン グ し 、 pGEX6P-2-SNX27-PX(WT) 、 pGEX6P-2-SNX27-

PX(S263A)、 pGEX6P-2-SNX27-PX(S263D)を構築した。  
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SNX27 shRNA安定発現株の構築 

 6well プレートに 2.0×105 cells/well で播いた COS-1 細胞に対し、

pBAsi-hU6- Control shRNA、あるいは pBAsi-hU6-SNX27 shRNA 2μg

と FuGene HD(Promega) 6μl を用いてトランスフェクションした。

トランスフェクション 48 時間後から、 1μg/ml の puromycin を含む

細胞培養液で培養を開始し、セレクションをかけ、 puromycin 耐性

細胞株を回収することにより、Control shRNA 安定発現 COS-1 細

胞、SNX27 shRNA 安定発現 COS-1 細胞を構築した。  

 

作成mutant Forword or Reverse 配列

siRNA_protect-1 F gttggcatggatagtacgacag
R ctgtcgtactatccatgccaac

siRNA_protect-2 F caaaggttggaatggatagtac
R gtactatccattccaacctttg

siRNA_protect-3 F gaatggatagcacgacagtg
R cactgtcgtgctatccattc

S263A F Gcagaatccgatgagaactacaatgg
R taggaattcctgcatgatgtcactc

S263D F GACgaatccgatgagaactacaatgg
R taggaattcctgcatgatgtcactc

H114A F Gccaagcaggtggtggacctgattcg
R tgtcgccccctcaacattcacgtggttc

⊿67-77 F ctgcagcatgtgagcgccgtgctgc
R ttgcccgccctcgctcacttggccccgc

W477A F Gcggacacagatgaagaagggatggcc
R tcgctgcatctcatcccattcaaatgc

SNX27 shRNA F gatccgttggcatggacagtacgttctcaagagaaacgtactgtccatgccaacttttttg
R aattcaaaaaagttggcatggacagtacgtttctcttgagaacgtactgtccatgccaacg

control shRNA F gatccggcgcacgtagatagagtttctcaagagaaaactctatctacgtgcgccttttttg
R aattcaaaaaaggcgcacgtagatagagttttctcttgagaaactctatctacgtgcgccg

GST-PX F acagaaaagcaagcagtgcccatatcgg
GST-PX WT R ccattgtagttctcatcggattctga
GST-PX S263A R ccattgtagttctcatcggattctgC
GST-PX S263D R ccattgtagttctcatcggattcGTC
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siRNA 

SNX27、SNX1 のノックダウン (KD)には、Ambion から購入した以下

の siRNA を用いた。  

  SNX27 siRNA 

sense; 5’- GGUUGGCAUGGACAGUACGtt,  

antisense; 5’ - CGUACUGUCCAUGCCAACCtt、  

  SNX1 siRNA 

sense; 5’- GAACAAGACCAAGAGCCACtt  

antisense; 5’ - GUGGCUCUUGGUCUUGUUCtt  

  Control siRNA 

Silencer Negative Control #1 (Ambion, #AM4635)  

 

細胞培養 

COS-1 細 胞 は 10 ％  FBS(Sigma-Aldrich) を 含 む Dulbecco’s 

Modif ied Eagle Medium (DMEM; 11965, GIBCO BRL)で、 Control 

shRNA 安定発現 COS-1 細胞、SNX27 shRNA 安定発現 COS-1 細胞

は本培養液に 1μg/ml の puromycin を加え 37 ℃、5 % CO2 条件下で

培養した。  

 



30 

 

免疫染色法 

カバーガラス (C1100, Matsunami Glass Ind.)を入れた 12well プレ

ートに、COS-1 細胞を 0.5×105 cel ls/well でまき、24 時間培養する。

Casein Kinase II を阻害する場合には、最後の 2 時間を Casein 

Kinase II  Inhibitor II I ,TBCA (sc -203869, santa cruz) 200 M（ f inal 

1% DMSO）を含む、DMDM+10％  FBS で培養した。  

PBS 1ml で wash を 2 回行った後、4%パラホルムアルデヒドリン

酸緩衝液を 1ml 加え 10 分間固定した。次に、PBS 1ml で 1 回 wash

し、0.1% Triton-X PBS 1ml 加え、10 分間透過処理を行った（Rab11

を染色する時のみ、透過処理には 0.1% saponin PBS 1ml を用いた）。

3% BSA/PBS 1ml を加え、室温で 30 分間 blocking を行った後、 2% 

BSA/PBS で希釈した１次抗体と室温で 2 時間反応させた。反応後、

PBS 1ml で 3 回 wash し、 2% BSA/PBS で希釈した 2 次抗体と室温

（遮光）で 1 時間反応させた。なお、2 次抗体の選び方に関しては、

2 色での染色の場合は、Alexa-488 と Alexa-594 の組み合わせ、3 色

での染色の場合は、Alexa-488、Alexa-555 と Alexa-647 の組み合わ

せで行い、希釈倍率は全て 1/250 で行った。反応後、PBS 1ml で 3

回 wash し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス に Prolong gold(P36934 、 Life 

technology)を一滴垂らしその上にカバーガラスを被せ、カバーガラ

スのまわりをマニキュアで固定した。サンプルを共焦点レーザー顕
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微鏡 (TCS-SP5, Leica)または超解像顕微鏡（STED, Leica）を用いて

観察した。  

 

 

Alexa標識 CTxBの取り込み実験 

Control shRNA 安定発現 COS-1 細胞 (shControl-COS-1 細胞 )、

SNX27 shRNA 安定発現 COS-1 細胞 (shSNX27-COS-1 細胞 )を用い

る実験では、各細胞を、カバーガラスを入れた 12wel l プレートに

0.5×105  cel ls/well でまき、 24 時間培養する。SNX1 の KD 効果を検

討する実験では、shControl-COS-1 細胞を 12well プレートに 1.0×105 

cells/well でまいた後、 SNX1 siRNA 24pmol, Lipofectamine RNAi 

MAX (Life technologies) 0.8 l の complex を reverse transfect ion し

た。24 時間培養後、カバーガラスを入れた 12well プレートに 0.5×105  

cel ls/well にまき直し、さらに 24 時間培養する。SNX27 の Rescue

実験の場合には、 shControl-COS-1 細胞、 shSNX27-COS-1 細胞を

12well プレートに 1.0×105 cells/well でまいた後、Control siRNA、

あるいは SNX27 siRNA 24pmol, Lipofectamine RNAi MAX (Life 

technologies) 0.8 l の complex を reverse transfect ion し、 24 時間

抗体名 固定条件 透過処理条件 1次抗体希釈倍率
rabbit polyclonal anti-SNX27 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/200
mouse monoclonal anti-EEA1 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/50~1/100
rabbit polyclonal anti-TGN46 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/250
mouse monoclonal anti-GM130 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/50~1/100
mouse monoclonal anti-SNX27 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/50~1/100
rabbit polyclonal anti-Rab11 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/50~1/100
mouse monoclonal anti-SNX1 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/50~1/100
goat polyclonal anti-VPS26A 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/50~1/100
rat polyclonal anti-HA epitope antibody 4%パラホルムアルデヒド r.t 10min 0.1% TritinX or 0.1% saponin PBS r.t 10min 1/100
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培養する。次に、 1g の各種 pcDNA3.1(+)-HA-SNX27R、 2 l の

Polyethylenimine Max (24765-2, PSI)の complex をトランスフェク

ションし、 24 時間培養する。カバーガラスを入れた 12well プレー

トに 0.5×105 cel ls/well にまき直し、さらに 24 時間培養する。  

カバーガラス上で培養した細胞を 37℃の PBS(＋ )で 2 回 wash し

た後、DMEM+10％  FBS で 1 μg/ml に希釈した Alexa 標識 CTxB 

(Alexa488: C-34775, Alexa555: C-34776, l ife technologies)ととも

に 37℃で 3 分間培養した。次に、 37℃の PBS(＋ )で 2 回 wash し、

DMEM+10 ％  FBS で 一 定 時 間 37 度 で 培 養 し た 。 4 ℃ の 1 ％  

BSA/PBS(+)で 2 回 wash した後、細胞膜に結合している蛍光標識

CTxB を は が す た め 、 Acid Buffer (glycine50mM, NaCl100mM, 

pH3.0@4℃ )で 4℃、3 分間培養した。4℃の 1％  BSA/PBS(+)で 2 回

wash した後、免疫染色の protocol に従い、各種マーカータンパク

質を染色した。  

  PBS(+):100 M CaCl2 、 1 mM MgCl2  PBS 

 

免疫沈降法 

15cm シャーレに COS-1 細胞を 1.5×106 個 /シャーレでまき、24 時

間 培 養 後 に 10 g の p3xFLAG-CMV™-SNX27(コ ン ト ロ ー ル は

pcDNA 3.1(+))と 20  l の Xtreme gene HP (# 06366236001, Roche) 
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のコンプレックスを加えることでトランスフェクションした。トラ

ンスフェクション 48 時間後、 Lysis buffer 1mL にて細胞を懸濁し、

4℃で 1 時間 rotat ion した。その後 4℃、 12000g で 10 分間遠心後、

上清を回収し、 cell  lysate とした。 lysate に Anti-FLAG M2 Aff inity 

Gel (A2220, sigma) 80  l を加え、 4℃で 2 時間 rotat ion した。 27G

の針で上清を除いた後、Wash buffer を 600  l 加えてビーズを

suspension することで wash する操作を 3 回行った。サンプルは、

3×FLAG Peptide (F4799,  sigma)で溶出を行った。  

  Lysis buffer:  

50mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM NaCl、 1mM EDTA, 1% Triton X , 

phosstop (04906837001, Roche), protease inhibitor cocktai l  

(P8340 , Sigma)  

 

  Wash buffer:  

50mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM NaCl、 0.1mM EDTA, 0.1% Triton 

X , phosstop (04906837001, Roche), protease inhibitor cocktai l 

(P8340 , Sigma) 

 

  Elut ion buffer  

50mM Tris-  
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リン酸化タンパク質の検出 

3×SDS sample buffer (B7709S, NEB):免疫沈降サンプル = 1:2 の

割 合 で 混 合 し 、 可 溶 化 し た 免 疫 沈 降 サ ン プ ル を 8.5 ％  SDS-

polyacrylamide gel により、泳動、分離した。140V, 90 分で泳動後、

Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Life technologies)の

protocol に 従 い 、 SDS-polyacrylamide gel に Pro-Q® Diamond 

Phosphoprotein Gel Stain 処理を施し、リン酸化タンパク質を染色

後、Typhoon FLA 9500（GE healthcare）で検出した。さらに、 total

タンパク質を染色するため、SYPRO® Ruby Prote in Gel Stain (Life 

technologies)の protocol に従い、上記 SDS-polyacrylamide gel を

SYPRO® Ruby Protein Gel Stain 処理し、totalタンパク質を染色後、

Typhoon FLA 9500（GE healthcare）で検出した。  

 

Western blot 法 

3×SDS sample buffer (B7709S, NEB):免疫沈降サンプル、または

lysate サンプル =1:2 の割合で混合し、可溶化したサンプルを 8.5％  

SDS-polyacrylamide gel により、泳動、分離した。 140V, 90 分で泳

動後、タンパク質はタンク式ブロッター  (Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA) を用いて 100V、 75 分の条件で nitorocellulose 
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membrane (Mil l ipore, Bedford, MA)へ転写した。得られた membrane

に対し、Can get signal blocking solut ion (TOYOBO)で室温、 1 時間

ブロッキングした後、TTBS 20ml で 1 回 wash した。次に、一次抗

体に浸し、4 度で 12 時間反応させた。TTBS 20ml で 1 回 wash した

後、二次抗体に浸し室温で 1 時間反応させた。TTBS 20ml で 2 回

wash した後、ECL prime Western Blott ing Detection Kit  (Amersham 

Biosciences, Inc)のプロトコルに従い化学発光反応を行い、検出は

LAS3000mini (Fuji  Fi lm Corp. Tokyo, Japan)にて行った。  

抗体  一次 (buf fer ,  d i lu t ion)  二次 (host ,  buf fer ,  d i lu t ion)  

SNX27 CGS 1/1000  rabbi t ,  CGS, 1/10000  

SNX1 CGS 1/1000  mouse,  CGS, 1/10000  

WASH-1 CGS 1/1000  rabbi t ,  CGS, 1/10000  

β-ac t in  CGS 1/1000  mouse,  CGS, 1/10000  

GST 

1%スキムミルク  PBS 

1/2000 

goat ,  1%スキムミルク  PBS 

1/10000 

  TTBS: 0.05％  Tween 20, 50mM Tris, 150mM NaCl, pH 8.0  

 

GSTタンパク質の精製 

pGEX6P-2 、 pGEX6P-2-SNX27-PX(WT) 、 pGEX6P-2-SNX27-

PX(S263A)、pGEX6P-2-SNX27-PX(S263D)を大腸菌 BL21 に形質転
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換する。コロニーを ampici l in 50g/ml を含む、2×YT medium (1.6% 

tryptone, 1% yeast extract,  0.5% NaCl) 1L で、 30℃で培養し、濁度

が 0.5 に達したところで、100 mM の isopropyl-D-thiogalactoside を

1ml 加え、30℃で一晩培養した。集菌した後、PBS 20ml で 1 回 wash

し、PBS 24ml に懸濁した。次に 4ml ずつ分注し、バイオラプター

（UCD-250、コスモバイオ）を用いて、（ 10 秒破砕→10 秒冷却）の

サイクルを合計 10 分間行い破砕し、菌液をまとめた後、4 度、1,000g

で 5 分遠心した。遠心後、上清を回収し、4 度、100,000g で 1 時間

超遠心した後、上清を回収した。上清は glutathione-agarose beads 

(Amersham Biosciences) とともに 4 度、30 分、反応させた。4 度、

5,000g で 1 分間遠心後、上清を捨て、GST タンパク質が吸着した

glutathione-agarose beads を 0.1% Triton X を含む PBS 0.5ml で 3

回、PBS 0.5ml で 3 回 wash した。その後、溶出 buffer (3.1mg/ml 

GSH, 50mM Tris pH8.0) 1ml を glutathione-agarose beads に加え、

4 度で 1 時間 rotat ion した。次に、 4 度、 5,000g で 1 分間遠心し、

上清を回収することで GST タンパク質を溶出した。最終溶出量が

2.5ml になるように、溶出 buffer 1ml で１回、 0.5ml で１回溶出し

た。その後、PD-10 empty column（ 17-0435-01, GE healthcare）を

用いて GSH を除き、 3.5ml の PBS で溶出した。  
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CBB染色 

3×SDS sample buffer(B7709S, NEB):サンプル=1:2 になるように

混 合 し 、 で 可 溶 化 し た GST タ ン パ ク 質 を 12.5 ％  SDS-

polyacrylamide gel により、泳動、分離した。140V, 90 分で泳動後、

固定液 (組成：メタノール 100ml, 酢酸 20ml, 脱イオン水 80ml)で 30

分浸透し、Quick-CBB kit  (299-50101, Wako)を用いて染色する。  

 

in vitro kinase assay 

以下の反応系で実験を行う  

  10×NEBuffer for Protein Kinases (Casein Kinase 2 の付属品 )：

1.5μl  

  GST タンパク質： 10μl (100μg)  

  Casein kinase 2(P6010S, NEB)： 1.0μl (50 units)  

  DMSO or CK2 阻害剤： 1.5μl (DMSO 濃度 f inal 1%) 

  4mM ATP： 0.5μl  

  Adenosine 5' -tr iphosphate, [gamma-32P] (NEG002, 

perkinelmer)： 0.5μl (0.5μCi)  

f inal： 15μl  

37℃、10min incubation した後、3×SDS sample buffer (B7709S, NEB)

を 7.5μl を加え、反応を停止させる。12.5％  SDS-polyacrylamide gel
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により、140V, 90 分で泳動、分離した。泳動後、固定液 (組成：メタ

ノール 100ml, 酢酸 20ml, 脱イオン水 80ml)で 30 分浸透した。固定

後、ゲルをゲル乾燥機で 80℃、2 時間処理し、BAS-TR2025 (fuj if i lm)

に感光した。O.N.で感光後、Typhoon FLA 9500（GE healthcare）で

検出した。  

 

lipid overlay assay 

chloroform : methanol : Ponceau sol.(0.01% Ponceau S in 0.5% 

acetic acid) = 20 : 9 : 1 の混合液を作成した後、 PI3P (P-3016, 

Echelon)を混合液に溶かし、PI3P の希釈系列を作成する。希釈系列

を GE healthcare Amersham Protran Supported NC 0.45 μm (GE, 

#10600052)に 2μl ずつスポットし、室温で 1 時間乾燥させ、

membrane を作成した。Membrane を 1% スキムミルクを含む PBS

で 1 時間、室温でブロッキングした後、最終濃度 0.1μg/ml になるよ

うに 1% スキムミルク PBS で希釈した GST、GST-SNX-PX、GST-

SNX-PX-S263A、および GST-SNX-PX-S263D と１時間、室温で

incubation した。 0.1% Tween-20 を含む PBS 20ml で membrane を

1 回 wash した後、GST タンパク質と GST 抗体との反応を、Western 

blot 法の protocol に従い、検出した。  
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免疫染色画像解析 

共焦点レーザー顕微鏡で撮影した画像を、 LAS AF (Leica)を用い

て解析を行った。相関係数の算出は LAS AF の collocalizat ion 解析

用 tool を利用し、円状を示す TGN46 または GM130 のシグナルを含

むように ROI を設定し、TGN46 または GM130 と蛍光標識 CTxB の

共局在の程度を Pearson’s correlat ion を算出した。  

 

統計解析 

 全ての実験は少なくとも 3 度の再現性を取り、グラフは means ± 

standard error of the mean (SEM)を含んでいる。二変数および多変

数の P-value は Prism software (GraphPad Software)を用いて算出

し、 unpaired Student’s t test および one-way analysis of variance 

(ANOVA、Dunnett ’s test)を用いて行い、 95%信頼水準で評価した。  
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Result 

1. SNX27 は EEに局在し、retromer 構成タンパク質と共局在する。 

 SNX27 は主に EE に局在すること (65)、 retromer 構成タンパク質

と相互作用することが報告されている (63)。COS-1 細胞において、

SNX27 の細胞内局在を、共焦点顕微鏡を用いて観察したところ、EE

マーカーである EEA1、retromer の構成タンパク質である VPS26A、

SNX1 と SNX27 の共局在が確認された（Fig.1A）。一方、共焦点顕

微鏡の分解能の限界である 200nm 以下の分解能を実現する超解像

顕微鏡を用いて観察した場合には、SNX27 と VPS26A、SNX1 の共

局在が確認された一方で、EEA1 との共局在は認められなかった (Fig. 

1B)。以上の結果から、SNX27 は EE において、 retromer と近接し

て存在することが示唆された（ Fig1. B）。  

 

2. SNX27 KD 細胞では、CTxB の RE からゴルジ体への逆行性輸送が阻害さ

れる。 

shControl-COS-1 細胞、shSNX27-COS-1 細胞を構築し、Alexa-488

標識した CTxB の逆行性輸送における SNX27 KD の影響を評価した

（Fig. 2A）。Alexa-488 標識した CTxB を取り込ませた細胞を一定時

間培養し、EE マーカーの EEA1、TGN マーカーの TGN46 と共染色

した。CTxB は、培養 5、15、90 分後にそれぞれ、EE、RE、ゴルジ
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体に局在する (34)。CTxB は、  shControl-COS-1 細胞、  shSNX27-

COS-1 細胞において、 5 分後に EE、 15 分後に RE に存在するのに

対し、90 分後には、shControl-COS-1 細胞では、ゴルジ体に局在す

る一方で、shSNX27-COS-1 細胞では RE に留まっていた（ Fig. 2B）。

CTxB のゴルジ体への逆行性輸送を定量的に評価するため、 TGN46

と CTxB との共局在の程度を、Pearson’s correlat ion coeff icient を

用いて評価した。Pearson’s correlat ion coeff icient は、1 に近いと共

局在の程度が大きく、 0.5~0 の場合には、ほぼ共局在していないこ

とを示す。5、15 分間培養した場合、TGN46 と CTxB との共局在に

関する Pearson’s correlat ion coeff icient は、shControl-COS-1 細胞、

shSNX27-COS-1 細胞ともに約 0.25、約 0.5 を示した（Fig.2C）。一

方、90 分間培養した場合、 shControl-COS-1 細胞では、約 0.7 を示

したのに対し、shSNX27-COS-1 細胞では約 0.5 であった（Fig.2C）。

以上の結果から shSNX27-COS-1 細胞では、CTxB の RE からゴルジ

体への輸送が阻害されていることが示唆された。  

 

3. SNX27 は CTxB とともに逆行性輸送される。 

 Alexa-488 標識した CTxB を取り込ませた COS-1 細胞を 5 分間培

養後、SNX27 を EEA1 と共染色したところ、CTxB、EEA1、SNX27

の共局在が確認された。CTxB のみで存在するシグナルも観察され
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たことから、 SNX27 は細胞膜近傍ではなく、 EE において初めて

CTxB と共局在すると考えられる (Fig. 3)。同様の実験を 15、 90 分

間培養した細胞を用いて行ったところ、いずれの時間においても細

胞内の半分以上の SNX27 が CTxB と共局在しているように見えた。

EEA1 との共局在は観察されなかったことから、SNX27 が CTxB と

ともに EE から局在移行しているものと推測された（ Fig. 3）。GM130

を用いた共染色実験では、 90 分間培養した細胞において、CTxB、

SNX27、GM130 の共局在像が観察された。通常、SNX27 は GM130

と共局在しないことから（Fig.1A）、CTxB とともに EE から RE を

経由してゴルジ体近傍に逆行性輸送されたものと考えられる。

SNX27 の上記局在移行は、cholera toxin を用いた実験でも確認され

た（Data not shown) 

 

4. Casein Kinase 2(CK2)による S263 のリン酸化は、SNX27 の EE局在性を

高める。 

 SNX27 は、CTxB とともに逆行性輸送されることから、SNX27 の

局在を制御する因子について解析を進めた。SNX27 は PDZ domain、

PX domain、FERM-like domain の 3 つの機能性 domain を持つが、

変異体による解析から PX domain が局在を制御することが報告され

ている (65)。私は、マウス小腸上皮細胞を Optiprep 密度勾配遠心法
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により f ract ionation する際に、Phosphatase inhibitor を加えないと、

SNX27 が適切な f ract ion に分布せず、 endosome から離れた低密度

fract ion に分布することを予備検討から見出していたため（Data not 

shown）、SNX27 が EE に局在するためには、PX domain のリン酸化

が必須となるのではないかと考えた。  

リン酸化予測サイト (NetPhos 2.0)を用いて PX domain を解析し、

最も高いリン酸化スコアを示した S263 をアラニンに置換した変異

体、およびアスパラギン酸に置換した恒常的リン酸化モデルを作成

した。 3×FLAG-SNX27、 3×FLAG-SNX27-S263A、 3×FLAG-SNX27-

S263D を発現させた COS-1 細胞を FLAG 抗体による免疫沈降に供

し、免疫沈降産物を電気泳動した。ProQ diamond は、アクリルアミ

ドゲル内のリン酸化タンパク質を選択的に染色する試薬であり、リ

ン酸基への特異性に関しても、 47%フッ化水素酸 2 時間処理によっ

て β カゼインのリン酸化シグナルが完全に消失することにより、担

保されている (75)。ProQ diamond でリン酸化タンパク質を、Sypro 

Ruby で総タンパク質を染色することにより、リン酸化状態を確認し

たところ、S263A、S263D は WT に比してリン酸化状態が約 2 割低

下していた（Fig. 4A）。S263 変異体では、約 80%のリン酸化シグナ

ルが残存していたが、Phosphosite(リン酸化 peptide のデータベー

ス )では、 SNX27 のリン酸化部位が複数報告されていることから
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(S51、Y186、K222、Y269 等 )、他のリン酸化部位に由来するものと

推測される。現在、S263 のリン酸化を LC-MS/MS で検出する条件

の確立を進めている。  

S263 を含む S263ESDE は CK2 の認識モチーフ（S/T-x-x-D/E）と

合致する (76)。CK2 は Plasma membrane, Cytoplasm, Cytoskeleton, 

Centrosome, Mitot ic spindle, Nucleus など細胞内で広範囲に分布す

る (76)。機能解析は主にガン細胞で進んでおり、 cell  prol iferat ion, 

differentiat ion, apoptosis への関与が示唆されているが、正常細胞で

の機能解析に関する報告は少ない (76)。基質は、Chanel, Receptor、

DNA binding protein、転写因子、SNX27 のような sort ing に関わる

アダプタータンパク質など多岐に渡る (76)。PX domain (66)の WT、

S263A、 S263D の GST タンパク質（ GST-SNX-PX、 GST-SNX-

PX(S263A)、GST-SNX-PX(S263D)）を精製し、精製 CK2、ATP[γ-32P]

と反応させた ( in vit ro kinase assay)ところ、GST-SNX-PX では CK2

によるリン酸化が確認された。一方、GST-SNX-PX(S263A)、GST-

SNX-PX(S263D)ではリン酸化は確認されたものの、そのシグナルは

GST-SNX-PX に比して軽微であった（ Fig. 4B）。GST-SNX-PX のリ

ン酸化シグナルは、反応液中に CK2 阻害剤（TBCA）を添加するこ

とにより、減弱した（Fig. 4B）。以上の結果から、CK2 は PX domain

の S263 をリン酸化することが示唆された。CK2 は S/T-x-x-D/E の
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他、S/T-D/E も認識する報告がある (76)。PX domain 内には、S263

以外にも S/T-D/E 配列が２つ（S255、S265）存在することから、

S263A、S263D においても、CK2 に由来するシグナルが観察された

と考えられる。次に、CK2 による S263 のリン酸化が、SNX27 の細

胞内局在に及ぼす影響を評価した。内因性の SNX27、HA-SNX27R、

HA-SNX27R–S263D が主に EE 局在を示すのに対し、HA-SNX27R–

S263A では、一部は EE 局在を示すものの、大部分は円状の構造に

変化していることが観察された。 EE 局在を示していた内因性

SNX27、HA-SNX27R は、CK2 阻害剤処理により、円状の構造への変

化が確認された（Fig4. C）。その一方で、HA-SNX27R–S263D、HA-

SNX27R–S263A に関しては、 CK2 阻害剤処理の影響は弱かった

（Fig4. C）。以上の結果から、CK2 による S263 のリン酸化は、SNX27

の EE 局在性を高めることが示唆された。本実験では、CK2 阻害剤

処理を 2 時間行ったが、処理時間が 1 時間の場合は、その効果が不

十分であった。従って、SXN27 は通常時は高い割合で CK2 により

S263 がリン酸化されており、リン酸化と脱リン酸化のサイクルが 2

時間程度であると考えられる。  

他のグループによる SNX27 の interactome 解析では、相互作用タ

ンパク質に kinase が含まれている (63)。SNX27 の細胞内局在制御に

働く CK2 以外の kinase の存在を検討するため、interactome に含ま



46 

 

れる kinase の PAK1、PAK2、PAK3、CK1 に関して、SNX27 の細胞

内局在に対する影響を、各種阻害剤を用いて検討した。しかしなが

ら、いずれの阻害剤で処理した場合においても、SNX27 の細胞内局

在は変化しなかった（Data not shown）。  

次に CK2 による S263 のリン酸化が、SNX27 の分子機能に与える

影響を検討した。SNX27 の EE 局在においては、SNX27 の PX domain

と EE に豊富に存在する PI3P との相互作用が１つの重要な要素と

な る (65) 。 GST-SNX-PX 、 GST-SNX-PX(S263A) 、 GST-SNX-

PX(S263D)を用いた l ip id overlay assay により、S263 変異が PX 

domain と PI3P との相互作用に及ぼす影響を評価したが、各種 GST

タンパク質間で PI3P との相互作用に優位な差は認められなかった

（Fig. 4E）。SNX27 は、retromer 構成タンパク質と相互作用し、hub

タンパク質として働くことにより、各種 cargo の EE から細胞膜へ

のリサイクリングを行う。3×FLAG-SNX27、3×FLAG-SNX27-S263A、

そして 3×FLAG-SNX27-S263D を発現させた COS-1 細胞の FLAG 抗

体による免疫沈降物をウエスタンブロットに供し、各種 retromer 構

成タンパク質を検出した。FERM-like domain を介した相互作用タン

パク質である SNX1、WASH1 との相互作用は、WT、S263A、そして

S263D 発現細胞において、優位な差は認められなかった（ Fig. 4F） 
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5. CTxB の逆行性輸送には、SNX27 の EE からの局在移行が必要である。 

 SNX27 は、CTxB とともに EE から逆行性輸送を受けることから

(Fig. 3)、この SNX27 の局在移行が CTxB の逆行性輸送において必

要であるかを、EE 局在性に差のある S263 変異体を用いて解析した。

HA-SNX27R、HA-SNX27R–S263A 、HA-SNX27R–S263D を発現させ

た shSNX27-COS-1 細胞 (それぞれ WT/shSNX27-COS-1 発現細胞、

S263A/shSNX27-COS-1 発現細胞、S263D/shSNX27-COS-1 発現細

胞と表記 )に、Alexa-555 標識された CTxB を取り込ませた後、90 分

間培養し、HA と cis-golgi marker の GM130 との共染色を行った。

その結果、WT/shSNX27-COS-1 発現細胞、S263A/shSNX27-COS-1

発現細胞では、CTxB のゴルジ体までの逆行性輸送が確認され、HA-

SNX27 も ゴ ル ジ 体 近 辺 に 移 行 し て い た （ Fig5. A,C）。 一 方 、

S263D/shSNX27-COS-1 発現細胞では、CTxB は RE に観察され、

HA-SNX27 は、EE に留まっていた（Fig5. A,C）。CTxB と GM130 と

の共局在を Pearson’s correlat ion coeff icient を用いて評価したとこ

ろ、WT/shSNX27-COS-1 発現細胞、S263A/shSNX27-COS-1 発現細

胞では、 shControl-COS-1 細胞と同程度の相関係数を示し、 rescue

効果が認められたのに対し、S263D/shSNX27-COS-1 発現細胞、相

関係数は shSNX27-COS-1 細胞と同程度であり、rescue 効果は観察

されなかった（Fig5. B）。以上の結果から、SNX27 の EE からの局
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在移行が、 CTxB の逆行性輸送に必要であることが示唆された。

shSNX27-COS-1 細胞、S263D/shSNX27-COS-1 発現細胞では、CTxB

は RE まで到達することから、CTxB の EE から RE までの輸送に関

しては SNX27 に非依存的なイベントであることが推察された。  

 

6. CTxBの逆行性輸送には、SNX27 の FERM-like domainが必須である。 

SNX27 は、PX domain の他に、PDZ domain、FERM-like domain

の 2 つの機能性 domain を持つことから、HA-SNX27R に、これら

domain の機能欠失変異を導入し、 CTxB の逆行性輸送における

SNX27 の機能を考察した。PDZ domain に関しては 2 つの変異体を

作成した。一つは、ADRB2 の PDZ binding motif と相互作用できな

い HA-SNX27R-H114A である (72)。本変異の導入により、GIRK3、

MRP4 など ADRB2 以外の PDZ binding motif を有するタンパク質と

も相互作用できなくなることを当研究室において確認している

（Data not shown）。他方は、VPS26A との相互作用部位である loop

部分を欠損させた HA-SNX27R-⊿ 67-77 変異体である。この変異体

は、PDZ binding motif との相互作用は可能であるが、VPS26-VPS29-

VPS35 を介した細胞内輸送に関する機能が欠損している (63)。

FERM-like domain は、NPxY motif を有すタンパク質との相互作用

に必要な domain である。本相互作用に必須である FERM-like 
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domain 内の W477 に変異を導入した HA-SNX27R-W477A を FERM 

like-domain の不活性体として作成した (40)。  

いずれの変異体も COS-1 細胞において、WT と同様の局在を示し

た (Fig6. A)。そこで、shSNX27-COS-1 細胞に、これらの変異体を発

現 さ せ ( そ れ ぞ れ H114A/shSNX27-COS-1 発 現 細 胞 、 ⊿ 67-

77/shSNX27-COS-1 発現細胞、W477A/shSNX27-COS-1 発現細胞と

表記 )、CTxB の逆行性輸送に対する rescue 効果を評価した。Alexa-

555 標識された CTxB を細胞に取り込ませた後、90 分間培養し、HA

と GM130 との共染色を行った。 CTxB と GM130 との共局在を

Pearson’s correlat ion coeff icient を 用 い て 評 価 し た と こ ろ 、

WT/shSNX27-COS-1 発現細胞、H114A/shSNX27-COS-1 発現細胞、

⊿ 67-77/shSNX27-COS-1 発現細胞では、shControl-COS-1 細胞と同

程度 の相 関係 数 を示 し、 rescue 効果 が認 めら れ たの に対 し、

W477A/shSNX27-COS-1 発現細胞では、相関係数は shSNX27-COS-

1 細胞と同程度であり、rescue 効果は観察されなかった（ Fig6. B,C）。

また、HA-SNX27R、HA-SNX27R-H114A、HA-SNX27R-⊿ 67-77 は CTxB

とともにゴルジ体近傍まで逆行性輸送されるのに対し、HA-SNX27R-

W477A は CTxB とともに RE で留まっていた（Fig6. B）。以上の結

果から、CTxB の逆行性輸送において、SNX27 の FERM-like domain

を介した機能が必須であることが明らかとなった。  
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7. SNX27は、FERM-like domain を介して SNX1と協奏的に働き、CTxB の

逆行性輸送を制御する 

 SNX27 は FERM-like domain を介して、SNX1 と相互作用するこ

とが報告されている (63)。SNX1 は、BAR domain を介して膜のリモ

デリングなどを行うことで endosome からの小胞の切り出しなどを

行うことで、TGN への小胞輸送を担う (37)。 shSNX27-COS-1 細胞

では、CTxB の RE からゴルジ体への逆行性輸送が阻害されていたこ

とから、CTxB の逆行性輸送における SNX1 の寄与を検討した。SNX1

を siRNA により、KD したところ、SNX1 の発現量低下とともに、

SNX27 の発現量増加が確認された。一方、SNX27 を siRNA により、

KD した場合には、SNX27 の発現量低下とともに、SNX1 の発現量

増加が確認され、SNX27 と SNX1 の発現量には負の相関があること

が示唆された（Fig7. A）。SNX27、SNX1 の KD は、SNX1、SNX27

の細胞内局在に影響を与えなかった（ Fig7. B）。Control siRNA 処理

shControl-COS-1 細胞  (siControl/shControl-COS-1 細胞 )、 SNX1 

siRNA 処理 shControl-COS-1 細胞  (siSNX1/shControl-COS-1 細胞 )、

SNX27 siRNA 処理 shSNX27-COS-1 細胞  (siSNX27/shSNX27-COS-

1 細胞 )、SNX1 siRNA 処理 shSNX27-COS-1 細胞  (siSNX1/shSNX27-

COS-1 細胞 )に、Alexa-488 標識した CTxB を取り込ませた後、90 分
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間培養し、GM130 との共染色を行った。（Fig. 7B）。CTxB と GM130

の共局在を Pearson’s correlat ion coeff icient を用いて評価したとこ

ろ、 siSNX1/shControl-COS-1 細胞では、 siSNX27/shSNX27-COS-1

細胞と同様に、siControl/shControl-COS-1 細胞に比して優位に値が

低下し、CTxB の RE からゴルジ体への輸送が阻害されていることが

示唆された（Fig7. C,D）。  

SNX27 の場合と同様に、CTxB の逆行性輸送に対する SNX1 の作

用は、SNX1 が通常時に存在する EE から生じる膜輸送ではなく (Fig1. 

A,B)、RE からゴルジ体への膜輸送で観察されたことから、SNX1 も

CTxB とともに EE から RE へと移行し、機能発現していることが推

測された。そこで、CTxB 処理時に SNX1 の局在を確認したところ、

SNX1 は CTxB とともに、EE から RE を経由してゴルジ体近傍に逆

行性輸送されていた（ Fig7. E）。WT/shSNX27-COS-1 発現細胞、

S263D/shSNX27-COS-1 発現細胞に CTxB を取り込ませた後、90 分

間培養したところ、WT/shSNX27-COS-1 発現細胞では、SNX1 は

CTxB、HA-SNX27 とともにゴルジ体近傍まで移行しているのに対し、

S263D/shSNX27-COS-1 発現細胞では、HA-SNX27-S263D とともに

EE に留まっていた（Fig7. F）。従って、CTxB 存在時の SNX1 の局

在 変 化 は SNX27 依 存 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 一 方 、

siSNX1/shControl-COS-1 細胞においても、SNX27 は CTxB ととも
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に RE まで逆行性輸送を受けることから（ Fig7. G）、CTxB 存在時の

SNX27 の局在変化は SNX1 に非依存的であることが示唆された。   
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Discussion 

本研究から、SNX27 が CTxB の RE からゴルジ体への逆行性輸送

に働くことが明らかとなった。SNX27 は、通常、主に EE に局在す

るが、CTxB の存在下では、CTxB、SNX1 とともに RE、ゴルジ体

近傍へと逆行性輸送を受ける。SNX27 は、細胞内局在を制御する

PX domain に加え、PDZ domain、FERM-like domain の 2 つの機能

性 domain を持つが (40)、両機能性 domain は主に他のタンパク質

との相互作用に働く domain であり、逆行性輸送に対し、直接的な

機能を有する可能性は低い。一方、SNX27 の FERM-like domain と

相互作用する SNX1 は、BAR domain を介して endosome 膜の

tubulat ion を促進する機能を有し、TGN への逆行性輸送に働くタン

パク質である (37,63)。また、SNX27 の PX domain が EE に豊富に

存在する PI3P と特異的に相互作用するのに対し、SNX1 の PX 

domain は、ゴルジ体に豊富に存在する PI4P とも相互作用するこ

とから (37)、SNX27-SNX1 複合体のゴルジ体へのテザリング補助に

働く可能性がある。従って、CTxB の RE からゴルジ体への逆行性

輸送に対する SNX27 の働きは、主に SNX1 の機能に依存するもの

と考えられる。SNX27、SNX1 double KD 細胞では、SNX27 KD 細

胞や SNX1 KD 細胞に比して、CTxB の逆行性輸送異常に関し、よ

り顕著な影響は認められなかったことは、本仮説と一致する (Fig. 
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7C,D)。今後、SNX1、SNX27 double KD 細胞に、SNX27 と SNX1

を同時に発現させた際には、CTxB の逆行性輸送の異常が正常化す

るのに対し、SNX27-W477A (SNX1 と相互作用する FERM-like 

domain 変異体 )と SNX1 を発現させた場合には、CTxB の逆行性輸

送に対する rescue 効果が観察されないことを確認することによ

り、SNX27 は、FERM-like domain を介して SNX1 の機能制御に働

き CTxB の逆行性輸送を担っていることをより明確に示す予定であ

る。  

 SNX27 を中心とした interactome 解析が他のグループにより報告

されているが、これまでに CTxB の逆行性輸送への関与が示されて

いる evectin-2、SMAP2、STX5、STX6、Golgin97 との相互作用は

確認されていない (63)。COS-1 細胞において、 evectin-2、SMAP2

を KD すると、SNX27 を KD した場合と同様に、CTxB の RE から

ゴルジ体への逆行性輸送が阻害される (34,35)。SMAP2 と evectin-

2 は、ともに RE に局在するタンパク質であり、SMAP2 の RE 局在

には、 evectin-2 との相互作用が必要であることが示唆されてい

る。 evectin-2 KD 時には、CTxB の逆行性輸送の阻害だけではな

く、TGN46 がドット状の構造を示し、ゴルジ体に局在しなくなる

一方で、SMAP2 を KD した際には、TGN46 は正常にゴルジ体に局

在する (34,35)。従って、RE からゴルジ体への逆行性輸送において
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は、 evectin-2 が hub となり、SMAP2 がエフェクターとして働くこ

とにより、 evectin-2 を中心とする複合体に多彩な機能をもたらす

ものと考えられる。SNX27-SNX1 複合体は、CTxB とともに RE に

逆行性輸送を受けた後、両タンパク質とともに協調的に働く可能性

がある。  

 過去に HeLa 細胞を用い、CTxB の逆行性輸送における SNX1 の

寄与を検討した報告では、CTxB のゴルジ体への逆行性輸送に

SNX1 は関与しないと結論付けられている (77)。一方、本論文で

は、COS-1 細胞で SNX1 を KD した場合に、CTxB の RE からゴル

ジ体への逆行性輸送が阻害されるという知見を得ている。結論が一

致しない理由として、両研究で用いたホスト細胞の違いが考えられ

る。ゴルジ体、RE は核近縁部に存在するが、核近縁部は様々なオ

ルガネラが入り混じる領域であり、本細胞で使用した COS-1 細胞

などの RE とほかのオルガネラとの空間的な分離が高い細胞を用い

ない限り、CTxB が RE、ゴルジ体のどちらに存在するのかを適切

に評価できない。しかしながら、STxB の輸送においては、HeLa

細胞を用いた場合にも、FITC-STxB と TGN46 との共局在の程度

が、Control 細胞に比して SNX1 KD 細胞では優位に低下していた

ことから (77)、単純に HeLa 細胞と COS-1 細胞で CTxB の逆行性輸

送に関わる分子が異なり、SNX1 は COS-1 細胞においてのみ CTxB
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の逆行性輸送に関与する可能性も考えられる。COS-1 細胞に限ら

ず、PC12 細胞、T 細胞、HEK293 細胞、単核細胞なども RE が球

形のゴルジ体に含まれる構造である (78)。今後、これらの細胞を用

いて CTxB の逆行性輸送を評価することで、CTxB の逆行性輸送に

おける SNX1 の関与、CTxB の逆行性輸送経路の多様性について検

討する予定である。  

 SNX27、SNX1 の KD 細胞において、CTxB が RE まで正常に逆

行性輸送される理由については、CTxB の EE から RE への輸送機

構に関する知見が乏しいため、現時点では不明であるが、代替経路

の存在が考えられる。SNX27、SNX1 の KD 細胞において、EE か

らの逆行性輸送に働く retomer の構成因子である VPS26 は、正常

な細胞内局在像を示しており、VPS26-VPS29-VPS35 複合体の機能

は両細胞において、正常であると考えられる。また、SNX1 と同じ

SNX-BAR タンパク質であり、類似した機能を持つ SNX2 は、

SNX1 に比して SNX27 との相互作用が弱く (63)、SNX27 とは別個

の複合体構成因子として逆行性輸送に寄与すると想定されており、

実際に VPS26-VPS29-VPS35 複合体と複合体を形成する報告があ

る。この複合体の機能により、CTxB は、SNX27、SNX1 の KD 細

胞においても、RE までは正常に逆行性輸送される可能性がある。  
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本研究から、SNX27 が RE において、CTxB の逆行性輸送に働く

ためには、EE からの RE への局在移行が必須であり、その局在変

化において、SNX27 の PX domain 内に存在する S263 が関与して

いる可能性が明らかとなった。本アミノ酸残基は、通常は CK2 に

よるリン酸化を受けているが、CTxB 存在下では脱リン酸化され、

上記局在移行に至ることが恒常的リン酸化変異体（SNX27-263D）

を用いた解析から示唆された。SNX27 は、CK2 阻害剤処理時に EE

から脱離する染色像を示し、CTxB 存在下では、ゴルジ体近傍まで

逆行性輸送を受けるのに対し、SNX27-S263D は、CK2 阻害剤処理

時、CTxB 存在下においても、通常時と同様に EE に局在する。

CK2 阻害剤の効果は、処理後 2 時間で始めて観察されることか

ら、S263 のリン酸化、脱リン酸化の周期は、 2 時間程度であると

推察される。CK2 は constitut ive act ive な kinase であることを考

慮すると (76)、CTxB 存在下における S263 のリン酸化制御は、主

に Phosphatase が担っていると推察される。CTxB 存在時に局在変

化した SNX27 は、全て CTxB と共局在していることから、CTxB

と接触した SNX27 のみが、S263 の脱リン酸化を受け、局在移行

すると考えられる。EE において、SNX27 が CTxB 存在時に脱リン

酸化される機序については不明であるが、SNX1 を KD した場合に

おいて、SNX27 は RE まで逆行性輸送を受けること、SNX27 
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S263D 発現細胞では、SNX1 は CTxB 存在時に EE に留まることか

ら、SNX27-SNX1 複合体が、EE において SNX27 依存的に CTxB

を認識することが、S263 の脱リン酸化の起端になるものと想定さ

れる。Cholera toxin と同じ AB5 型毒素に属する Shiga toxin のサ

ブユニットの 1 つである STxB の場合には、 2 量体膜貫通型タンパ

ク質の GPP130 が、輸送小胞の luminal 側で STxB と相互作用して

おり、STxB と細胞質側をつなぐ hub として働くことにより、

STxB の逆行性輸送を担っている (22-25)。GPP130 自体は CTxB の

輸送には関与しないが、CTxB の関しても、同様に貫通型タンパク

質を介して EE において luminal 側の CTxB と細胞質側の SNX27 が

相互作用する可能性がある。以上の点から、CTxB 存在下において

SNX27 の S263 の脱リン酸化を担う phosphatase を同定するとと

もに、CTxB を EE の luminal 側で認識する膜タンパク質の同定を

進めることにより、SNX27 が EE において CTxB を認識し、CTxB

とともにゴルジ体近傍まで逆行性輸送される機序を明らかにできる

と考えられる。SNX27 の機能性 domain 変異体を用いた rescue 実

験では、PDZ domain の変異体では、CTxB の正常な逆行性輸送が

認められたことから、FERM-like domain、PX domain といった他

の機能性 domain と相互作用する貫通型タンパク質の同定が、今後

研究を進める上で鍵になると想定している。  
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本研究より明らかになった CTxB の逆行性輸送における働きに加

え、SNX27 は、膜タンパク質との直接的な相互作用を介し、細胞膜

からの内在化、あるいは細胞膜へのリサイクリングに関与すること

が、当研究室の解析などから示されている (63,64)。このような細胞

内小胞輸送における SNX27 の多彩な機能は、SNX27 が、PDZ domain、

FERM-like domain といった複数の機能性 domain を持ち、 hub とし

て働くことに起因すると考えられる。SNX27 は、PX domain を介し、

EE に豊富な PI3P と相互作用することにより、EE に局在すると考

えられていたため、SNX27 が細胞膜からの内在化に関与する機序に

ついては疑問が残されていた。しかしながら、最近の報告から

SNX27 の FERM-like domain が、細胞膜に豊富に存在する PI(4,5)P2

に加え、PI(3,4)P2、PI(3,5)P2、PI(3,4,5)P3 と相互作用することが

明らかになり、SNX27 が FERM-like domain を介して、細胞膜に局

在し、細胞膜から内在化する輸送小胞との相互作用が可能であるこ

とが明らかとなった (49)。また、SNX27 は、EE において PDZ domain

の働きにより、膜タンパク質の細胞質側に露出している PDZ binding 

motif を認識し、膜タンパク質を細胞膜へと積極的にリサイクリング

する (63)。SNX27 が存在しない場合には、PDZ binding motif を有す

る膜タンパク質は、リソソーム分解経路に輸送されてしまう (63)。

リサイクリング過程は、 SNX27 の機能のみでは不可能であり、
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SNX27 の PDZ domain と相互作用する VPS26-VPS29-VPS35 複合

体、FERM-like domain と相互作用するタンパク質群が必要となる

(63)。膜タンパク質ごとに、リサイクリングに要する SNX27 のパー

トナータンパク質群は異なることが示唆されている (79)。今後、

SNX27 と複合体を構成する膜輸送に関わるタンパク質群の同定を

進めることにより、各膜タンパク質に特異的な SNX27 複合体が必

要となる理由などが明らかになると期待している。  
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Figures & Figure legends 
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Fig. 1: COS-1 細胞における SNX27の細胞内局在 

（A）共焦点顕微鏡での撮影  

上段： SNX27 と VPS26A（Retromer 構成タンパク質）、EEA1（ early 

endosome marker）との共染色像  

中段 ： SNX27 と VPS26A（ Retromer 構成タンパク質）、 SNX1

（Retromer 構成タンパク質）との共染色像  

下段：SNX27 と GM130（ cis-golgi marker）との共染色像  

scale bar: 10μm  

（B）超解像顕微鏡での撮影  

上：SNX27 と EEA1 との共染色像  

中上：SNX27 と VPS26A との共染色像  

中下：SNX27 と SNX1 との共染色像  

下：SNX27 と GM130 との共染色像  

scale bar: 5μm   
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Fig. 2: CTxB の逆行性輸送に対する SNX27 KDの影響 

(A) shSNX27-COS-1 細胞の構築  

shControl-COS-1 細胞、shSNX27-COS-1 細胞から細胞可溶液を調製

し、SNX27 の発現量を評価した。  

(B) shSNX27-COS-1 細胞における CTxB の逆行性輸送の観察  

shControl-COS-1 細胞 (上段 )、shSNX27-COS-1 細胞 (下段 )に Alexa-

488 標識 CTxB を取り込ませた後、 5(上 )、 15(中 )、 90(下 )分間培養

し、EEA1（ early endosome marker）、TGN46（ trans golgi network 

marker）との共染色像を観察した。 scale bar: 10μm  

(C) Alexa-488 標識 CTxB と TGN46 との共局在に関する定量的評価  

(B)の画像データから、 LAS AF を用いて Alexa-488 標識 CTxB と

TGN46 との共局在に関する Pearson’s Correlat ion Coeff icient を算

出した。各値は  Mean ± SEM (N=15~23)を示している。***; p<0.001 

vs. shControl-COS-1 細胞  
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Fig. 3: CTxB 存在時の SNX27の細胞内局在変化 

Alexa-488 標識 CTxB を取り込ませた COS-1 細胞を 5(上段 )、15(中

段 )、90(下段 )分間培養し、SNX27 と EEA1（ early endosome marker）

（ 1 枚目）または GM130（ cis-golgi marker）（ 2 枚目）との共染色像

を観察した。 scale bar: 10μm  
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Fig. 4: CK2による S263 のリン酸化による SNX27 の EE局在制御 

(A) S263 変異体のリン酸化状態の確認  

上 ： 3×FLAG-SNX27 、 3×FLAG-SNX27-S263A 、 3×FLAG-SNX27-

S263D を発現させた COS-1 細胞から、FLAG 抗体を用いて調製した

免疫沈降産物を電気泳動した後、ProQ diamond でリン酸化タンパ

ク質を、Sypro Ruby で総タンパク質を染色し、リン酸化状態を確認

した。  

下：  3×FLAG-SNX27 で規格化した S263 変異体のリン酸化状態  

各値は Mean ± SEM (N=3~4)を示している。**; p<0.01、*; p<0.05 vs 

3×FLAG-SNX27 

(B) CK2 による S263 のリン酸化の確認  

ATP[γ-32P]の存在下で、GST、GST-SNX-PX、GST-SNX-PX(S263A)、

GST-SNX-PX(S263D)を精製 CK2 と 37℃で 10 分間反応させた。反

応産物を電気泳動し、分離した。固定後、ゲルをゲル乾燥機で 80℃、

2 時間処理し、BAS-TR2025 に感光した。O.N.で感光後、Typhoon 

FLA 9500 で検出した。  

(C) CK2 阻害剤存在下での SNX27 の細胞内局在  

COS-1 細胞に DMSO(上段 )、CK2 阻害剤 (200μM, 2 時間；下段 ) 処

理を施し、内因性 SNX27(1 枚目 )および HA-SNX27R(2 枚目 )、HA-

SNX27R–S263A (3 枚目 )、 HA-SNX27R–S263D (4 枚目 )と VPS26A、
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SNX1 との共染色像を観察した。 scale bar: 10μm  

(D) PI3P と GST-SNX27 PX の相互作用実験  

PI3P をプロットした membrane を GST-SNX PX、GST-SNX PX-

S263A、GST-SNX PX-S263D と incubation した後、GST 抗体と反

応させた。  

左：GST 抗体を HRP 標識 2 次抗体を用い、化学発光により検出し

た。  

右：自然光により membrane を撮影した。  

(E) SNX27 と retromer 構成タンパク質との相互作用  

3×FLAG-SNX27、3×FLAG-SNX27-S263A、3×FLAG-SNX27-S263D を

発現させた COS-1 細胞から、FLAG 抗体を用いて免疫沈降産物を調

製し、WB を行った。3×FLAG-SNX27 の検出には、Sypro Ruby 染色

を用いた。
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Fig. 5: CTxB の逆行性輸送と SNX27の局在変化の関連性の検討 

(A) shSNX27-COS-1 細胞における CTxB の逆行性輸送異常に対する

S263 変異体の rescue 効果の検討  

shControl-COS-1 細胞 (1 枚目上段 )、shSNX27-COS-1 細胞 (1 枚目下

段 )、WT/shSNX27-COS-1 発現細胞 (2 枚目上段 )、S263A/shSNX27-

COS-1 発現細胞 (2 枚目中段 )、S263D/shSNX27-COS-1 発現細胞 (2

枚目下段 )に、Alexa-555 標識 CTxB を取り込ませた。90 分間培養後、

HA-SNX27、GM130（ cis-golgi marker）との共染色像を観察した。

Scale bar: 10μm  

(B) shSNX27-COS-1 細胞における CTxB の逆行性輸送異常に対する

S263 変異体の rescue 効果の定量的評価  

(A)の画像データから、 LAS AF を用いて Alexa-555 標識 CTxB と

GM130 との共局在に関する Pearson’s Correlat ion Coeff icient を算

出した。各値は  Mean ± SEM (N=15~27)を示している。 **; p<0.01 

vs shControl-COS-1 細胞細胞  

(C) CTxB 存在時の HA-SNX27R–S263D の細胞内局在変化  

WT/shSNX27-COS-1 発現細胞 (1 枚目 )、S263D/shSNX27-COS-1 発

現細胞 (2 枚目 )に、Alexa-555 標識 CTxB を細胞に取り込ませた後、

5 (上段 )、15 (中段 )、90 (下段 )分間培養し、HA-SNX27 と EEA1（early 

endosome marker）との共染色像を観察した。 scale bar: 10μm
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Fig. 6: CTxB の逆行性輸送に関わる SNX27 の domain の探索 

(A)HA-SNX27R 機能性 domain 変異体の細胞内局在  

COS-1 細胞に、HA-SNX27R  (上段 )、HA-SNX27R–H114A (中上段 )、 

HA-SNX27R–⊿ 67-77 (中下段 )、HA-SNX27R–W477A (下段 )を発現さ

せ、VPS26A（Retromer 構成タンパク質）、EEA1（ early endosome 

marker）との共染色像を観察した。 scale bar: 10μm  

(B) shSNX27-COS-1 細胞における CTxB の逆行性輸送異常に対する

HA-SNX27R 機能性 domain 変異体の rescue 効果の検討  

shControl-COS-1 細胞 (1 枚目上段 )、shSNX27-COS-1 細胞 (1 枚目下

段 )、WT/shSNX27-COS-1 発現細胞 (2 枚目上段 )、H114A/shSNX27-

COS-1 発現細胞 (2 枚目中段 )、⊿ 67-77/shSNX27-COS-1 発現細胞 (2

枚目下段 )、W477A/shSNX27-COS-1 発現細胞 (3 枚目 )に、Alexa-555

標識 CTxB を取り込ませた。90 分間培養後、HA、GM130（ cis-golgi 

marker）との共染色像を観察した。 scale bar: 10μm  

(C) shSNX27-COS-1 細胞における CTxB の逆行性輸送異常に対する

HA-SNX27R 機能性 domain 変異体の rescue 効果の定量的評価  

(B)の画像データから、 LAS AF を用いて Alexa-555 標識 CTxB と

GM130 との共局在に関する Pearson’s Correlat ion Coeff icient を算

出した。各値は  Mean ± SEM (N=20~24)を示している。 **; p<0.01 

vs shControl-COS-1 細胞細胞
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Fig. 7: CTxB の逆行性輸送における SNX1 の機能 

(A) SNX1 の KD 条件の確立  

上：  siControl/shControl-COS-1 細胞、siSNX1/shControl-COS-1 細

胞、siSNX27/shSNX27-COS-1 細胞、 siSNX1/shSNX27-COS-1 細胞

から細胞可溶液を調製し、SNX1、SNX27 の発現量を評価した。  

下：各細胞の SNX1、SNX27 の発現量を、siControl/shControl-COS-

1 細胞における SNX1、SNX27 の発現量に対する百分率で定量化し

た。各値は  Mean ± SEM (N=3)を示している。*; p<0.05、**; p<0.01 

vs siControl/shControl-COS-1 細胞  

(B) SNX27 の細胞内局在に対する SNX1 の影響、SNX1 の細胞内局

在に対する SNX27 の影響  

siControl/shControl-COS-1 細胞 (上 )、 siSNX27/shSNX27-COS-1 細

胞 (中上 )において、SNX1、VPS26 の共染色像を観察した。また、

siControl/shControl-COS-1 細胞 (中下 )、siSNX1/shControl-COS-1 細

胞（下）において、SNX27、VPS26 の共染色像を観察した。scale bar: 

10μm  

(C) CTxB の逆行性輸送に対する SNX1 KD の影響  

siControl/shControl-COS-1 細胞 (上 )、siSNX1/shControl-COS-1 細胞

(中上 )、 siSNX27/shSNX27-COS-1 細胞 (中下 )、 siSNX1/shSNX27-
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COS-1 細胞 (下 )に、Alexa-488 標識 CTxB を取り込ませた後、 90 分

間培養し、GM130 との共染色像を観察した。 scale bar: 10μm  

(D) CTxB の逆行性輸送に対する SNX1 KD の影響に関する定量的評

価  

(C)の画像データから、 LAS AF を用いて Alexa-488 標識 CTxB と

GM130 との共局在に関する Pearson’s Correlat ion Coeff icient を算

出した。各値は  Mean ± SEM (N=37~52)を示している。 **; p<0.01 

vs siControl /shControl-COS-1 細胞  

(E) CTxB 存在時の SNX1 の細胞内局在変化  

COS-1 細胞に Alexa-488 標識 CTxB を取り込ませた後、 5(上段 )、

15(中段 ) 、 90(下段 )分間培養し、SNX27、SNX1 との共染色像を観

察した。 scale bar: 10μm  

(F) CTxB 存在時の SNX1 の細胞内局在変化に対する SNX27 の関与  

WT/shSNX27 発現細胞 (1 枚目 )、S263D/shSNX27 発現細胞  (2 枚目 )

に、Alexa-555 標識 CTxB を細胞に取り込ませた後、5 (上段 )、15 (中

段 )、90 (下段 )分間培養し、HA-SNX27 と SNX1 との共染色像を観察

した。 scale bar: 10μm  

(G)CTxB 存在時の SNX27 の細胞内局在変化における SNX1 KD の影

響  

siControl/shControl-COS-1 細胞 (上段 )、siSNX1/shControl-COS-1 細
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胞 (下段 )に、Alexa-488 標識 CTxB を取り込ませた後、 90 分間培養

し、SNX27、EEA1 との共染色像を観察した。 scale bar: 10μm  
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Conclusion & Future Aspects 

本研究から、CTxB の RE からゴルジ体への逆行性輸送には、

SNX27 と SNX1 の協調的な働きが必要となることが明らかとなっ

た。今後、その機序について、より詳細な知見を得るに当たり、

[1] CTxB 存在時に SNX27 の PX domain 内にある S263 を脱リン酸

化する phosphatase を同定し、 [2] EE において cytosol 側に存在す

る SNX27 が、どのようにして luminal 側に存在する CTxB を認識

するかを明らかにする必要がある。  

HeLa 細胞に GFP-SNX27 を発現させ、GFP-SNX27 と相互作用

するタンパク質を網羅的に探索した interactome 解析では、

phosphatase は同定されていない (63)。しかしながら、CTxB 処理

を施した後に、同様の interactome 解析を行うことにより、CTxB

存在時に SNX27 の S263 を脱リン酸化する phosphatase を同定で

きる可能性があると考えている。CTxB 処理時の SNX27 との相互

作用タンパク質群に phosphatase が含まれていた場合には、細胞

内局在、基質のコンセンサス配列などの informatics 解析により、

候補 phophatase を絞った後、GST-SNX-PX、CK2 とともに候補

phosphatase を in vitro kinase assay に供し、CK2 によりリン酸化

された S263 を脱リン酸化できる phosphatase を探索する。次に、

本 phosphatase を KD した細胞に CTxB を取り込ませ、CTxB の
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RE からゴルジ体への輸送が阻害させること、SNX27 が CTxB とと

もに逆行性輸送を受けないことの 2 点を確認することにより、

CTxB 存在時に SNX27 の S263 を脱リン酸化する phosphatase を

同定できると考えている。また、EE において cytosol 側に存在す

る SNX27 が、 luminal 側に存在する CTxB を認識する機序に関して

は、Discussion に記載したように、まずは EE において、 cytosol

側で SNX27 と luminal 側で CTxB と相互作用する膜タンパク質が

存在することを想定し、SNX27 の機能性 domain 変異体を用いなが

ら、相互作用タンパク質を網羅的に探索する予定である。  

本研究では、CTxB を対象タンパク質として SNX27 の逆行性輸送

に対する影響を検討した。逆行性輸送によってゴルジ体まで運ばれ

る物質は、 cholera toxin に限らず、Wntless、 TGN38、 TGN46、

mannose 6-phosphate receptors (MPRs)などの内因性のタンパク質

から、Shiga toxin、Ricin などの外因性の毒素まで多岐にわたる (10-

13)。SNX27 KD 細胞では、CTxB の RE からゴルジ体への逆行性輸

送が阻害されたのに対し、TGN46 は正常なゴルジ体局在を示した。

この結果は、これまで報告されているように、逆行性輸送に複数の

経路、分子機構が存在することを示唆するものであり、上記タンパ

ク質の逆行性輸送における SNX27 の寄与もタンパク質ごとに異な

ると推察される。今後、各種タンパク質の逆行性輸送に対する
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SNX27 の関与を検討することにより、逆行性輸送の経路、分子機構、

各経路の基質選択性について詳細な知見が得られるものと考える。  

CTxB 処理により、内因性に発現する SNX27 の半分以上が細胞

内局在の変化を示した。従って、CTxB 処理により、通常時の

SNX27-retromer の働きが破綻している可能性がある。SNX27-

retromer 機能に関しては、本複合体により細胞膜へのリサイクリン

グを受ける Glut-1、ADRB2 のリサイクリング速度を CTxB 処理前

後で比較検討することにより、直接的に評価できる。また、

SNX27-retromer 形成についても、SNX27 抗体による免疫沈降物中

に含まれる VPS26A、SNX1、WASH1 などの retromer 構成タンパ

ク質の量を CTxB 処理前後で比較検討することにより、可能であ

る。これまでに SNX27 の機能変化に関する報告はないが、細胞内

局在変化については、本研究成果に加え、 T 細胞において、抗原提

示細胞および Staphylococcal enterotoxin E 存在時に、免疫シナプ

スに SNX27 がリクルートされることが示されている (49)。従っ

て、SNX27 が細胞内外の多彩な perturbation に応答し、細胞内局

在変化、機能変化することにより、細胞が perturbation に対して正

しく応答している可能性、あるいは恒常性が破綻し、病態の発症に

繋がっている可能性が考えられる。当研究室では、SNX27 の

condit ional knockout mouse を作出しており、今後本考察を踏まえ
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て解析を進めることにより、SNX27 の生理学的重要性についても

明らかにしていきたい。  
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