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研究成果の概要（和文）： 

個々のホスホイノシタイドに特異的かつ高親和的に結合するPHドメインをQ-dotプローブに結

合させ、全く新しい考えに基づくホスホイノシタイドの微量定量、可視化を確立した。本法に

より、同時に３種のホスホイノシタイドを定量、可視化できた。FBP17や CIP4が F-Bar ドメイ

ンというホスホイノシタイド結合ドメインを持ち、膜変形作用があることを発見した。更に、

それらが多量体フィラメントを形成して、細胞膜をチューブ状に変形させ、内向きの突起を形

成し、エンドサイトーシスに関与している事を明らかにした。また全く新しいホスホイノシタ

イド結合ドメインとして SH3YL1蛋白質の SYLFドメインを見つけ、マクロピノサイトーシスに

関与している事を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed a new method to quantify and visualize phosphoinositides by the use of 
Q-dot labeled PH domains which recognize phosphoinositides with high affinity and 
specificity. By this method, three different phosphoinositides were quantified and 
visualized simultaneously. We found that FBP17 and CIP4 proteins have F-Bar domains 
that bind phosphoinositides and deform membranes. F-Bar domain forms a polymerized 
filament and changes plasma membrane to tube-like structure, resulting in the 
formation of invaginated pits. We also found a new phosphoinositide binding domain, 
SYLF domain in SH3YL1, which was involved in the formation of macropinocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物には７種のホスホイノシタイドが
存在し、IP3 やジアシルグリセロールといっ
た２次メッセンジャーの産生脂質としての
役割以外に、そのものが細胞内情報伝達や膜
輸送、細胞骨格制御など様々な機能制御に関
与していることが分かってきた。またこれら
の脂質代謝の乱れが癌や糖尿病を始めとす
る、様々な疾病の原因になることも分かり、
ホスホイノシタイドの重要性がますます認
識されてきている。ホスホイノシタイドの
様々な生理機能を明らかにするには、まずそ
れら脂質の定量やイメージングの技術開発
が必要である。更に、ホスホイノシタイドの
様々な生理機能は脂質結合蛋白質を介して
行なわれている事も明らかになってきた。よ
って、結合蛋白質を探索し、その機能を明ら
かにすることも、ホスホイノシタイドの生理
小脳の時空間制御の解明に必要であると考
えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では個々のホスホイノシタイドに特
異的かつ高親和的に結合するドメインを利
用した、①「全く新しい考えに基づくホスホ
イノシタイドの微量定量、検出法を確立す
る」。この方法を応用し、様々な細胞刺激や
疾病に伴うホスホイノシタイドの変化を明
らかにする。更に、②「新たなホスホイノシ
タイド結合ドメインを探索しその生理機能
を明らかにする」。③ホスホイノシタイド結
合蛋白質の中で、膜をチューブ状にする膜変
形活性を有する FBP17,CIP4や IRSp53などの
膜 変 形 の 機 序 を 明 ら か に す る 。 ④
PI(3,4,5)P3 は Akt/PKB や G 蛋白質など数多
くの重要な蛋白質の機能制御に関わってい
る。PI(3,4,5)P3 の量的、局所的制御機構を
明らかにするため「PI(3,4,5)P3 ホスファタ
ーゼの SKIPや PTENがどのようなコンパート
メントの PI(3,4,5)P3を特異的に分解し、シ
グナルの局在化を行っているのかを明らか
にする」。 ⑤これらの代謝酵素のノックア
ウトマウスを作成して、糖代謝、脂質代謝、
癌発生への影響を調べる。⑥研究期間終了間
際になって、新たなホスホイノシタイド結合
ドメイン「SYLF」ドメインを見つけた。全く
新しい機序の膜変形作用を有していたので、
期間を一年延長してその機序の解明を行な
った。 

 

３．研究の方法 

① 各々のホスホイノシタイドに特異的に結
合するドメインを選定し、それらのドメイン
を用いてホスホイノシタイドの感度のよい
検出法を開発する。更には、細胞内の個々の
ホスホイノシタイドを可視化して、局在が見
れるシステムを確立する。 

② ホスホイノシタイドを含むリポソームに
結合する蛋白質をラットの脳の可溶性画分
から網羅的にとり、質量分析器でそれらの蛋
白質を同定し、それらの生理機能を明らかに
する。 
③ ホスホイノシタイド結合蛋白質の中で、
膜変形作用のあるものを選択し、膜変形機構
について調べる。 
④ PI(3,4,5)P3ホスファターゼである SKIP
のノックアウトマウスの作成や、ノックダウ
ンした細胞をもちいて、PI(3,4,5)P3の局所
的制御機序を明らかにする。 
⑤ ホスホイノシタイド合成、代謝酵素のノ
ックアウトマウスを作成し、個体でのホスホ
イノシタイドの機能を明らかにする。 
⑥ ホスホイノシタイド結合ドメインの中で
チューブ形成とは違った、膜変形作用を持つ
SYLFドメインの解析を行ない、生理機能を明
らかにする。 
 
４．研究成果 
① ホスホイノシタイドの可視化は GFP を融
合させたドメインを用いて、PI(3,4,5)P3 や
PI(4,5)P2 などの細胞内局在が見られている。
この方法は生きている細胞内での脂質の動
態を見れるという利点がある反面、細胞にト
ランスフェクションする必要があり、最大の
欠点は発現させたプローブが脂質と結合し、
その生理機能を阻害するため、生理的機能下
での局在を見る事が難しい。またこの方法は
トランスフェクションできないような細胞
や組織には適応できない。そこで我々は様々
な局面での細胞や患者からの組織にも適応
できる方法を開発した。感度をあげ、非特異
的な自然蛍光のない領域波長の Q-dotをプロ
ーブに結合させ、同時に３種のホスホイノシ
タイドを可視化できた。この方法は今まで見
る事のできなかった、細胞や病理サンプルの
脂質の変化を直接見る事がでる。本法の開発
によって、様々な疾患でのホスホイノシタイ
ドの変化をみることができるようになった。
応用例として、インスリン刺激した際の、
PI(3,4,5)P3 や PI(4,5)P2 及び PI(3,4)P2 の
変化を同時に定量した。更に、これらの３種
の脂質の細胞内動態を同時に可視化した。 
② 脳からの脂質で作ったリポソームに結合
する蛋白質を質量分析装置、LS-MS-MSで解析
した。大部分が従来報告されている PH ドメ
インや PX ドメインなどの脂質結合ドメイン
を持つもの、細胞骨格調節蛋白質や GTP結合
蛋白調節蛋白質であったが、結合活性が報告
されていない蛋白質もあった。Coronin1A を
取り上げ詳しく調べた。Coronin1A は酸性脂
質の中でも特に PI(4,5)P2 と強く結合した。
Coronin1AはArp2/3を活性化させアクチンの
重合をひきおこし、アクチン線維の枝分かれ
を抑制する。しかし PI(4,5)P2はアクチンの



重合と枝分かれを抑制した。ホスホリパーゼ
C の活性化で PI(4,5)P2 が分解されると
Coronin1A は細胞膜から外れ、アクチン繊維
上に移行した。 
③ 細胞は刺激に応答してダイナミックに形
を変え外側向きの突起、（糸状仮足や葉状仮
足など）を形成して細胞遊走を行ない、エン
ドサイトーシスに際しては内側向きの突起
（陥入構造）を形成し、細胞内膜輸送を行な
う。その際、FBP17や CIP4などのホスホイノ
シタイド結合タンパク質に膜変形作用があ
ることを発見し、それらが多量体フィラメン
トを形成し、細胞膜を螺旋状に包み込み、チ
ューブ状に変形させ、内向きの突起を形成す
るとともに N-WASP と結合して、アクチン骨
格系と結びつきエンドサイトーシスに必要
な運動能や獲得することを明らかにした。更
に、IRSp53がホスホイノシタイドを含む膜を
外向きのチューブに形成して、糸状仮足や葉
状仮足の様な膜突起構造を作る事を証明し
た。これらホスホイノシタイドによるダイナ
ミックな細胞機能制御を通して細胞骨格再
編、細胞膜の形作り、細胞遊走の基本概念の
確立に深く寄与し、その異常ががん細胞の浸
潤、転移に関与していることを明らかにした 
④ SKIPのKOマウスは胎生致死であったので、
ヘテロマウスを作成し個体での機能を調べ
た。SKIPの発現減少はインスリン感受性を増
し、高脂肪食肥満を抑制した。更には筋肉で
の Akt/PKBの活性化が亢進しグルコースの取
り込みも増していた。更に詳しく作用機序を
C2C12細胞を用いて調べた。SKIPは刺激が無
いときは小胞体に存在し、インスリンシグナ
ルが活性化されると、Glut4 と共に膜へ移行
し、その部位の PI(3,4,5)P3を分解し、イン
スリンシグナルを負に制御した。SKIPの活性
がどのように制御されているかを調べた。
SKIP はインスリン刺激のないときは小胞体
で GRP73と結合し、インスリン刺激を受ける
と膜に移行して、GRP73と解離して PAK2と結
合し、インスリン受容体の近傍にあって、
PI(3,4,5)P3 を分解してインスリンシグナル
を負に制御する事を突き止めた。 
⑤ ホスホイノシタイド代謝酵素遺伝子を全
身性あるいは組織特異的に欠損するマウス、
酵素活性欠失変異体ノックインマウスなど
24 系統を独自に作出した。神経系において、
inositol polyphosphate phosphatase (INPP) 
4A がグルタミン酸細胞毒性の発現を阻止し
ており、この分子が欠損すると著しい中枢神
経変性と舞踏病様不随意運動が生じること、
ま た 、 phosphatidylinositol phosphate 
kinase (PIPK) III が神経突起内微小管の構
築、オリゴデンドロサイトによる髄鞘化に重
要であり、その欠損が運動麻痺へとつながる
ことを見出した。 
⑥ SH3YL1の持つSYLFドメインという新しい

ドメインは今まで見つけられた Bar，F-Bar, 
I-Bar ドメインがチューブ形成するのに対し
て、リポソームの断片化を生じた。SH3YL1は
PI(4,5)P2 と特異的に結合し、細胞内ではマ
クロピノサイトーシスにあり、SH3YL1のノッ
クダウンはマクロピノサイトーシスを完全
に抑制した。SH3YL1はマクロピノサイトーシ
スの余剰な膜を断片化して細胞膜にリサイ
クルするのに必要であると思われた。 
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