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研究成果の概要（和文）：細胞遊走阻害剤UTKO1はホヤの脊索管形成を阻害したことから，UTKO1の標的タンパク質を同
定することで脊索管形成分子機構を明らかにすることにした．まず，ビオチン標識化したUTKO1と脊索管形成期におけ
るホヤ抽出液を混合しアビジンビーズでプルダウンすることでUTKO1標的タンパク質を同定し，そしてその直接結合を
大腸菌より精製した同タンパク質を用い確認した．さらに同タンパク質をモルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドによりノックダウンしたところ，脊索管形成がUTKO1同様に阻害されたことから，実際に同タンパク質がホヤ脊索管
形成に関与していることを示した．

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to elucidate the molecular mechanisms of Ciona 
notochord tubulogenesis by identifying the target protein of UTKO1, a cell migration inhibitor. Avidin 
beads pull down assay using biotin labeled UTKO1 and the lysate prepared by the larvae during notochord 
tubulogenesis identified the target protein of UTKO1, and we confirmed this direct interaction using the 
protein purified from E.Coli. Furthermore, knockdown of target protein using morpholino antisense 
oligonucleotide inhibited notochord tubulogenesis as seen in UTKO1 treatment, suggests the involvement of 
target in notochord tubulogenesis.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： ホヤ　脊索管形成
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１．研究開始当初の背景 
発生のモデル生物であるカタユウレイボヤ
では，全ゲノムの解読に基づく遺伝子情報
の蓄積が目覚ましいが，形態形成の分子メ
カニズムの多くは未だ解明されていない．
一方，申請者は東京大学・農学部の渡邉教
授により化学合成されたがん細胞遊走阻害
物質 UTKO1 が脊索の管形成が特異的に阻
害されることを見出した．この UTKO1 の
がん細胞遊走阻害の標的タンパク質が
14-3-3であったことから， UTKO1 のホ
ヤの脊索の管形成阻害の標的タンパク質も
ホヤ 14-3-3 ホモローグであると考えられ
た．ホヤには 4 種類の 14-3-3 ホモローグが
知られており，申請者らの予備的な実験か
らビオチン標識した UTKO1 を用いて
UTKO1がホヤ 14-3-3にも結合するとの結
果を得た． 
 
２．研究の目的 
脊索の管形成を阻害した UTKO1 の標的タ
ンパク質がどの 14-3-3 アイソフォームで
あるかを詳細に検証する．さらに 14-3-3 は
アダプタータンパクであるので， 14-3-3
タンパク質によって制御されるホヤの脊索
管形成にかかわるクライアントタンパク質
の同定を行い，ホヤ脊索管形成の制御の分
子メカニズム解明の突破口を開く 
 
３．研究の方法 
標的タンパク質を同定するために Biotin 
標識した UTKO1 を作製することにした．
UTKO1 のどの部位がホヤ脊索管形成阻害
活性に寄与しないのか調べるために
UTKO1 誘導体の構造活性相関試験を行っ
た結果，UTKO1 の 11 位炭素のアルデヒ
ド基は阻害活性に寄与しないことがわかっ
たため，この部位に Biotin 標識すること
にした． 
 
４．研究成果 
UTKO1 は脊索管形成に関与するタンパク
質を阻害したと考えられたので，UTKO1
の標的タンパク質を同定することで脊索管
形成の分子機構を解明することにした．こ
こでUTKO1はヒトにおいて 14-3-3ζタン
パク質を標的とすることでがん細胞遊走を
阻害していた．そこでホヤにおいても
UTKO1は 14-3-3を標的としているのか調
べるために，大腸菌より精製した GST 融
合型の4つの14-3-3アイソフォームタンパ
ク質 a, b,と Biotin-UTKO1 を混
合し Avidin beads でプルダウンしたとこ
ろ， UTKO1 は 14-3-3 a と強く結合してい
ることがわかった．以上より， UTKO1 の標
的タンパク質である 14-3-3 a がホヤ脊索
管形成の分子機構に関与する可能性を示唆
した．次に，14-3-3 a のクライアントタ
ンパク質の同定を試みた．現在までに 4種
類 GST-14-3-3 a を用いてプルダウンした

結果，少なくとも 4 種類のタンパク質を同
定できた． 
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