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研究成果の概要（和文）：本研究では、 BAR ドメインスーパーファミリータンパク質を同定し

た。BAR ドメインスーパーファミリータンパク質は、リン脂質に結合することで、細胞の微細

構造における膜曲率あるいは膜の屈曲構造を制御し、かつ細胞膜曲率がチャネルやトランスポ

ータを介した細胞膜を通過するトランスポートや細胞内シグナル伝達に重要な役割を果たして

いる可能性を示した。さらにリン脂質代謝酵素がこのトランスポータの制御に重要であること

も示した。 

 

 

研究成果の概要（英文）： The diverse members of the BAR domain superfamily proteins have 

structurally determined positive and negative curvatures of membrane contact at their BAR, F-BAR, 

and I-BAR domains, which are thought to generate and maintain such curved membranes by 

binding to the membrane of various subcellular structures. Phosphoinositide metabolism is 

important for regulation of transporters and channels. The BAR domain superfamily proteins bind 

to the phosphoinositides at the membrane. Importantly, the SH3 domains of the BAR domain 

superfamily proteins bind to the actin regulatory WASP/WAVE proteins and various proteins 

including transporters and channels as well as the regulatory proteins of transporters and channels.  
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１．研究開始当初の背景 

 今日までに様々な脂質結合ドメインやモチ

ーフの探索を行い、新しいホスホイノシタイド

結合ドメインやモチーフを見つけ、それら脂質

結合ドメインを介して蛋白質の機能制御がど

のように行われているかを蛋白質レベル、細

胞レベルやKOマウスを用いて明らかにしてき

た。 

 その過程でアクチン調節蛋白質の１種であ

る WAVE2 が塩基性アミノ酸のクラスター領域

よりなるホスホイノシタイド結合モチーフを持ち、

PI(3,4,5)P3 と特的に結合すること、さらにこの

結合はWAVE2が細胞膜に移行し、膜ラッフリ

ングを起こすのに必須であることを明らかにし

た。この研究では ELISA 法による新たな簡便

で特異性の高い脂質結合活性の測定法も開

発した。 

 新たなホスホイノシタイド結合ドメインとして

古くは PLC delta1 や delta4 の PH ドメインを

様々に改変して、結合活性と構造の相関を調

べる研究をした。近年においては新たに

ENTH ドメインや GRAM ドメインを見つけた。

Epsinの ENTH ドメインは PI(4,5)P2に特異的

に結合し、クラスリンとの複合体形成に関与す

ることや、EGF 受容体がクラスリンと複合体を

作って細胞内に取り込まれ、endosome へ輸

送されるのに必須であることを明らかにした。

その結合機序を複合体の立体構造を解くこと

により推定した。Myotubularin は myopathy の

原因遺伝子産物であるが、その myotubularin

が持つGRAMドメインは PI(3,5)P2と特異的に

結合することを見つけた。更に PI(3,5)P2 が

late endosome に局在することを証明し、

myotubularin は GRAM ドメインを介して late 

endosome へ輸送 され 、 結合で き ない

myotubularinは late endosomeへターゲッテイ

ングされないことを明らかにした。 

 またホスホイノシタイドを分解するホスファタ

ーゼとして PIPP, Pharbin, SKIP,などをクロー

ニングし、基質特異性などを調べ、細胞機能

への関与を明らかにした。その１つホスホイノ

シタイド５−ホスファターゼである SKIP は細胞

内では PI(3,4,5)P3 5-ホスファターゼとして働

き、インスリン刺激によって生じた、PI(3,4,5)P3

を分解し、GLUT4 の膜への移行や膜ラフッリ

ング形成を抑制することを見いだしている。 

 

２．研究の目的 

現在哺乳動物には 7種のホスホイノシタイドが

存在する。そのうちの１つ、PI(4,5)P2 がホルモ

ン刺激を受け、ホスホリパーゼＣにより分解さ

れ２つのセカンドメッセンジャー、IP3 とジアシ

ルグリセロールを産生し、カルシウム動員やプ

ロテインキナーゼ C を活性化して様々な細胞

応答を引き起こすことは良く知られている。

PI(4,5)P2 以外になぜ多くのホスホイノシタイド

が存在するのかは長い間疑問であったが、

個々の脂質を特異的に認識する蛋白質ドメイ

ン構造やモチーフが見つけられ、脂質そのも

のがドメイン構造やモチーフを介して様々な

蛋白質の機能を調節していることが分かって

きた。ホスホイノシタイドを認識するドメインとし

ては PHドメインが最も有名である。PHドメイン

を有する蛋白質は 100 種以上にのぼり、その

内 Grp1PHは PI(3,4,5)P3に、PLCdeltaの PH

は PI(4,5)P2 に特異的に結合する。また

AktPHは PI(3,4)P2 と PI(3,4,5)P3に結合する

など、各々が結合特異性を示す。これらの蛋

白質はいずれも PH ドメインに上記脂質が結

合すると活性化される。近年、PH ドメインに加

えて、PI(3)Pと結合するFYVE finger ドメイン、

PI(3,4)P2 や PI(3)P と結合する PX ドメイン、

PI(4,5)P2 と結合する ENTH ドメイン、PI(5)P と

結合する PHD ドメインなどが見つけられてい

る。 

 我々は古くからイノシトールリン脂質情報伝

達系の研究を行い、様々なホスホリパーゼ C

やホスホイノシタイドホスファターゼの活性化

機序やそれらによって引き起こされる生理機

能を細胞やKOマウスを用いて明らかにしてき

た。更に、我々は様々なホスホイノシタイド結

合ドメインやモチーフを見つけ、特異的なホス

ホイノシタイドがその結合ドメインを介して、

様々な蛋白質の活性修飾や膜へのターゲテ

イング、細胞骨格制御を行っていることを示し、

ホスホイノシタイドそのものが情報伝達分子と

して働いていることも明らかにしてきた。一方

で、脂質結合活性や特異性のアッセイ法や



各々の脂質の細胞内局在の可視化などの脂

質特有の技術をも開発してきた。 

 細胞膜での物質輸送（トランスポート）に携

わるキャリヤー蛋白質やイオンチャンネルには

そのような脂質結合ドメインやモチーフを持つ

ものが多く、様々な脂質により活性修飾がおこ

ることが予想されるが、その実態は不明な点

が多い。キャリヤー蛋白質やイオンチャンネル

は脂質の豊富な環境下で機能している。よっ

て脂質による活性調節機序を明らかにしなけ

れば、物質輸送を司る担体の真の性質を明ら

かにしたことにはならない。脂質とのインター

アクションの解明は必須である。 

 本プロジェクトでは我々が過去に開発してき

た脂質研究の技術をもとにして、トランスポー

ターやイオンチャンネル活性へのホスホイノシ

タイドの関与を明らかにする。特にインスリンシ

グナル依存的に生じるGLUT4によるグルコー

ストランスポート調節への PI 3-キナーゼによっ

て産生される３位にリン酸基を持ったホスホイ

ノシタイドの関与を詳しく調べる。我々が単離

した PI(3,4,5)P3ホスファターゼ、SKIPはインス

リン刺激によって GLUT4 と一緒に膜へ行き、

PI(3,4,5)P3 を分解してインスリンシグナルを負

に制御する。SKIP による GLUT4 の制御機構

を明らかにするためその複合体、イノシトール

リン脂質代謝への影響、グルコーストランスポ

ートへの影響を過剰発現細胞や KO マウスを

用いて明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

(1) PI(3,4,5)P3によるGLUT4トランスポーター

調節 

我々はすでにインスリン刺激依存的に生じ

る GLUT4 の膜への移行やグルコースの取り

込 み が PI(3,4,5)P3 依存 的 に 起 こ り 、

PI(3,4,5)P3 を分解する SKIP ホスファターゼ

がそれを抑制することを明らかにしてきた。こ

のことは GLUT4 を膜へ移行させ、膜と融合さ

せる過程で、PI(3,4,5)P3 が関与することを意

味する。GLUT4 は SKIP と同じ顆粒に乗って

運ばれ、PI(3,4,5)P3 依存的に膜表面へ露出

し、グルコースを取り込み、SKIPがPI(3,4,5)P3

を分解して反応が停止すると考えられる。

PI(3,4,5)P3 が Akt を活性化させる以外、どの

ような複合体蛋白質に作用して作用を引き起

こすかは分かっていない。そこで Glut4 と複合

体を作る蛋白質を酵母ツウハイブリッドシステ

ムやアフィニテイクロマトグラフィーで探索し、

それらの蛋白質中に PI(3,4,5)P3 結合ドメイン

を探し、見つかったドメインの脂質結合の性質

を明らかにする。 

(2)SKIPによる GLUT4の負の制御 

SKIP と複合体を作る蛋白質を同様に酵母

ツウハイブリッドシステムやアフィニテイクロマト

グラフィーで探し、SKIP がどのようにして

GLUT4 活性を抑制するのかの機序を調べる。

我々はすでに SKIPのKOマウスを作成してい

るので、このマウスを用いて、全身での糖代謝、

筋肉や肝臓での糖の取り込みやインスリンに

応答した GLUT4 の膜移行、糖の取り込み、

PI(3,4,5)P3や他のホスホイノシタイドの濃度変

化 を調べ 、 ホ ス ホ イ ノ シ タ イ ド 、 特 に

PI(3,4,5)P3のGLUT4の調節機構への関与を

明らかにする。 

(3)新しい脂質結合ドメインやモチーフの探索 

新しい脂質結合ドメインやモチーフを主にトラ

ンスポーターやイオンチャンネル中に同定し、

その脂質結合の特異性、結合の強さや蛋白

質の活性への影響、様々な脂質結合活性の

違う変異体を構築して細胞へ発現させ細胞内

機能への脂質結合の影響を明らかにする。ま

ず、個々のイノシトールリン脂質（PI, PI3P, 

PI4P, PI5P, PI(3,4)P2, PI(3,5)P2, PI(4,5)P2及

び PI(3,4,5)P3）との結合活性をリポソーム法や

Dot blot 法にて測定する。非常に多くの種類

の脂質への結合活性を測定する必要がある

のでここのルーチンの箇所は研究支援者を雇

い行う。脂質にたいしての結合親和性を求め、

実際に生理的に作用する程度の強さであるか

をチェックする。更に、各々の蛋白質に対し結

合部位を狭める実験を行い、結合に必要な最

小領域を確定する。最小領域が決定されたら、

脂質結合特異性をチェックし、野生型と同じ

結合活性を示すかどうかを確認する。もし結

合特異性が異なるようであれば、結合最小領

域から構造を伸ばして、どこの部位が結合特

異性に必要であるかを明らかにする。これらの

実験に必要な遺伝子組み換え用設備は現有

のものを使用する。これらの実験から結合に

必要な最小領域の決定と脂質特異性を保つ

のに必要な領域を明らかにする。イノシトール

リン脂質結合部位に存在する塩基性アミノ酸

をアラニンに置換した変異体を作成し、脂質

結合活性の変化を調べる。それらの変異体蛋

白質を発現させるため、バキュロバイラスのシ

ステムにより、蛋白質を発現精製する。様々な

変異体蛋白質の脂質結合活性と特異性を測

定する。 



(4)過剰発現細胞の観察 

ホスホイノシタイド結合ドメインを含む蛋白質

やその脂質結合変異体の細胞過剰発現の系

を作り、脂質結合不能分子が GLUT4やトラン

スポーターやイオンチャンネルにどのような影

響を与えるのかを調べる。これらの変異体は

膜へ移行することができないと予測され、ドミ

ナントネガテイブに働き、輸送やチャンネル活

性を抑制することを確認する。 

 

 

４．研究成果 

平成１７年度の研究では、細胞がエンドサイトー

シスや、ファゴサイトーシスなどで外界と物質を

やり取りするときの細胞膜の形態形成に関わっ

ていると思われるドメインを見いだした。

Coiled-coil などのダイマー形成領域を持ってい

て、さらに塩基性アミノ酸のクラスターを持つドメ

インの中から、FBP17やCIP4などの PCHファミ

リータンパク質に含まれる FCH ドメインに着目し

た。脂質結合能を検討したところ、リン脂質結合

能を有していることが分かり、FCH ドメインと

coiled-coilドメインが脂質結合における機能単位

になってい る こ と を見いだ したので 、

FCH+coiled-coilをEFCドメイン（あるいは他のグ

ループによりF−BARドメイン）と名付けた。さらに

EFCドメインの精製タンパク質が、in vitroで再構

成した脂質二重膜を変形することを見いだした。

細胞においてもEFCドメインを含むタンパク質の

過剰発現は細胞膜の変形を引き起こした。 

PCH ファミリータンパク質は SH3 ドメインを持

ち、N-WASP などのアクチン細胞骨格制御タン

パク質および、ダイナミンなどのエンドサイトーシ

ス関連タンパク質と結合する。過剰発現による膜

変形はN-WASPおよびダイナミンの過剰発現に

よって抑制された。また、過剰発現により変形し

た細胞膜は、EGFやEGF受容体などを含むこと

からエンドサイトーシスの中間系と考えられた。さ

らに EFC ドメインを含むタンパク質が、エンドサ

イトーシスに関わっていることを RNA干渉による

発現抑制実験により示した。これらをあわせると、

EFCドメインを含むタンパク質は、N末のEFC ド

メインによって細胞膜を変形させるか、変形した

膜を検知し、C 末の SH３ドメインによって

N-WASP 依存的なアクチン細胞骨格再構成とダ

イナミン依存的な膜の切断を誘導すると考えら

れる。このようにPCHファミリータンパク質は膜の

変形と細胞骨格やダイナミンを同時に引き起こ

すことでエンドサイトーシスの膜小胞形成を制御

していると考えられた。 

 

平成18年度は、EFCドメインの詳細なアミノ酸マ

ッピングを行い、脂質結合アミノ酸を同定した。

その結果、EFC ドメインと一次配列状弱いアミノ

酸配列の相同性のみられる BAR ドメインと同様

に、EFC ドメインも塩基性アミノ酸を介した静電

相互作用によってリン脂質を含む脂質膜と相互

作用することを見いだした。 

また、立体構造情報を得ることができ、EFC ド

メインダイマーは BAR ドメインと同様の形態を持

っていることがわかった。FBP17や Toca-1に含

まれるEFC/F-BARドメインは、バナナ型の湾曲

した二量体を形成し、その立体構造上の凹面で

脂質膜と結合する。立体構造から推測される脂

質膜の直径は、クラスリン被覆小胞の大きさと一

致していることが示されている。興味深いことに、

ダイマー同士の end-to-end および側方の相互

作用の可能性が示唆され、EFC ドメインが膜を

変形する機序について示唆を得ることができた。 

Toca-1 や FBP17はクラスリン依存性のエンド

サイトーシスに関わっている。EFC ドメイン含有

タンパク質が共通して結合するN-WASPとのクラ

スリン依存的エンドサイトーシスにおける共局在

を計時的に観察した結果、クラスリンが細胞膜表

層からはなれる（エンドサイトーシスされる）とき

にN-WASPとEFCドメイン含有タンパク質がクラ

スリンと共局在することがわかった。すなわち、

EFC ドメインはクラスリン依存的エンドサイトーシ

スにおいて、クラスリンによって形成される膜の

陥入構造を検知あるいは生成増強すること、陥

入構造近傍で N-WASPによるアクチン重合を誘

導することによって、細胞膜のエンドサイトーシ

スという特定の膜構造に依存したアクチン重合

制御を制御していることが示唆された。 

リン脂質代謝酵素である SKIPについてはイン

シュリン感受性についての解析をおこない、グ

ルコーストランスポータの制御に SKIP が関与し

ていることを示した。 

 

平成 19 年度の研究では、EFC ドメイン含有タン

パク質が膜の形態依存的にアクチン細胞骨格を

再構成する機序について解析を進めた。前年度

までに EFC ドメインが脂質二重膜に結合するこ

と、脂質二重膜を変形することを見いだしていた。

その結果 EFC ドメインはバナナ上にカーブした

立体構造の凹面に位置する塩基性アミノ酸を介

した静電相互作用によって膜と相互作用するこ

とを見いだしていた。機能面では、EFC ドメイン

含有タンパク質が共通して結合する N-WASP と

のクラスリン依存的エンドサイトーシスにおける



共局在を計時的に観察した結果、EFC ドメイン

はクラスリン依存的エンドサイトーシスにおいて、

クラスリンによって形成される膜の陥入構造を検

知あるいは生成増強すること、陥入構造近傍で

N-WASP によるアクチン重合を誘導することによ

って、細胞膜のエンドサイトーシスという特定の

膜構造に依存したアクチン重合制御を制御して

いることを TIRF顕微鏡などを用いて証明した。 

また、全長の FBP17および類似の Toca-1 を精

製し、特定の膜曲率を持った人工脂質二重膜の

存在下でこれらのタンパク質が N-WASP を介し

たアクチン重合を in vitroで誘導するかどうか調

べた。EFC ドメインの立体構造から推定される曲

率を持った人工脂質二重膜に全長タンパク質も

結合することを見いだし、さらにこの大きさの人

工脂質二重膜の存在下でのみ全長タンパク質

は N-WASP を介したアクチン重合を誘導するこ

とができることを見いだした。すなわち膜の曲率

そのものがアクチン重合の様なある種のシグナ

ル伝達を誘導することを見いだした。 

 

平成２０年度の研究では、新たに同定した

pacsin2の EFC/F-BAR ドメインについて主に解

析を行った。新たに同定した膜結合ドメインは、

前年度までの研究で解析を行ってきた Toca-1

やFBP18のEFC/F-BARドメインと 18％のアミノ

酸相同性を持つ。pacsin2 の EFC/F-BAR ドメイ

ンは、カベオラに局在することがわかった。カベ

オラはコレステロールに富む細胞膜の陥入構造

であり、さまざまなチャネルやトランスポーターが

集積していることが知られている。pacsin2 の

EFC/F-BAR ドメインはおよそ５０nm を中央値と

する直径の膜陥入構造に対応する脂質二重膜

の菅構造を試験管内において誘導することを見

いだした。この直径は電子顕微鏡で観察される

カベオラの直径とよく一致している。さらに

pacsin2 の EFC/F-BAR ドメインだけでカベオラ

に局在した。また、このドメインを持つタンパク質

のRNA干渉によるノックダウン細胞において、カ

ベオラを介したエンドサイトーシスおよびカベオ

ラの安定な形成が障害されていた。従ってこの

新規ドメイン含有タンパク質は、尐なくともカベオ

ラを含む膜陥入構造の形成にかかわっていると

考えられる。  

 

平成２１年度においては、pacsin2 EFC/F-BAR

ドメインの立体構造を共同研究により解明し、従

来の EFC/F-BAR に類似の、しかし、結合する

膜の曲率の異なる立体構造をとることがわかっ

た。従って、pacsin2の EFC/F-BARドメインの膜

結合面の曲率半径はカベオラに対応していた。

この管構造の形成はカベオラの形成に関与して

いることを見いだした。さらに pacsin2の膜チュー

ブ構造形成はカベオラ構成タンパク質である

caveolin によって制御されていることを見いだし

た。この膜チューブ構造形成はカベオラの形成

に不可欠であった。  
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