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研究成果の概要（和文）：細胞外小胞にはDNA、RNA、タンパク質などが含まれており、離れた細胞同士がコミュ
ニケーションするための重要なツールとなっている。しかし細胞外小胞が作られる分子メカニズムはエクソソー
ム以外、ほとんど明らかとなっていない。本研究により、細胞膜表面に細胞膜の突起構造を作るI-BARタンパク
質は、単に突起膜形態を作るだけでなく、細胞膜を切断し細胞外小胞を作っていることを示唆する結果を得るこ
とが出来た。その結果、新規細胞外小胞形成メカニズムを提唱することが出来た。

研究成果の概要（英文）：The extracellular vesicles (EVs)  include DNA , RNA, Protein and etc..  EVs 
are transferred and transmit signals between cells. However, It is unclear how EVs are produced from
 cell. The inverse Bin-Amphiphysin-Rvs (I-BAR) domain proteins are membrane binding proteins and 
lead to protrude structure on the cell membrane surface in filopodia. In this study, I found that 
I-BAR proteins have potential to make the filopodia-derived vesicles(FDVs), by its membrane 
vesiculation activity in filopodia. I propose that FDVs by I-BAR proteins are  the new EVs models 
for cell-cell communications.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外小胞が離れた細胞に融合し、細胞外小胞体の含有成分が融合先の細胞内に入り機能することが明らかにな
ってきた。そのことによりがん転移などに見られるように細胞外小胞を受け入れた細胞はそれまでの細胞の性質
を変えるなど、細胞外小胞体が細胞間の情報伝達の一端を担っていることも明らかになってきている。しかし細
胞外小胞が作られる分子メカニズムは、明確にはエクソソームしかわかっていない。本研究により、細胞膜表面
の突起部分が切断され細胞外小胞が作られる、という新しい細胞外小胞体形成分子メカニズムを提唱し、細胞間
クロストークに新たな知見を与えることが出来た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

BAR（Bin-Amphyiphysin-Rvs161/167）タンパク質は、基本構造として三本のαへリックス

を持つ BAR ドメインを持つタンパク質の総称であり、酵母からヒトまで広く見られるタンパク

質である。X線結晶構造解析により BAR ドメインは水溶液中では安定な二量体を形成しバナナ

状の立体構造を持つことが明らかとなった。この二量体同士は重合しチューブ構造を形成する

ことが出来る。BAR ドメインによるチューブ構造の内側、もしくは外側にプラスの電荷をもつ

アミノ酸が並んでおり、電気的に生体膜と結合する。その結果、BAR タンパク質は脂質膜をチ

ューブ構造に導く鋳型タンパク質として働く。BAR タンパク質は屈曲の角度と電荷の極性の違

いにより３つサブファミリー（BAR, F-BAR, I-BAR）に分けられる。チューブ構造の外側に正電

荷を持つ I-BAR は細胞膜を棘のような凸のチューブ構造に導き、ラメリポディアやフィロポデ

ィアの形成を通じて、がん細胞の浸潤転移などを含む細胞運動に関わっている。 

 最近になり I-BAR とは逆に脂質膜を凹のチューブ構造に誘導する BAR タンパク質の一つであ

るエンドフィリンには、BAR タンパク質の表面に両親媒性ヘリックスの突出部位があり、その

突出部位が脂質膜に挿入されることが報告された。エンドフィリンはその突出部位の存在によ

り、脂質膜を切断する活性があることを示唆された。また I-BAR タンパク質にはタンパク質表

面と脂質膜が接触するもの(IRSp53)と、脂質膜接触面に両親媒ヘリックスを持ち脂質膜に深く

刺さるように結合しているもの(MIM)があるとの報告が出た。このことから、申請者は I-BAR

タンパク質も脂質膜切断活性をもつ可能性があるのではないかと考えた。 

 細胞は内外からの刺激に応じて細胞表面は絶えず突起や凹み構造が作られている。もし

I-BAR タンパク質が脂質膜切断活性をもち、I-BAR タンパク質により作られた細胞膜表面にある

突起構造が切断されたら、細胞内の内容物を取り込んだ細胞膜表面由来の細胞外小胞が放出さ

れることになる。現在、細胞外小胞はその内容物として DNA、RNA、タンパク質などを含んでい

ることが明らかになっている。さらに細胞外小胞は遠く離れた細胞にその内容物を運び、細胞

と融合することにより細胞に取り込まれ、内容物が元とは異なる細胞で機能することも確認さ

れている。つまり、細胞外小胞は遠く離れた細胞へシグナル伝達する重要な手段である。実際

にがんの転移に細胞外小胞が寄与していることも報告されている。しかし細胞外小胞が作られ

るメカニズムは、現在のところエキソサイトーシスしか分子機構が明らかになっているものは

ない。現在、エキソサイトーシス以外にも細胞外小胞が作られるメカニズムがあるはずだと考

えられているが、実際のところ明確にわかっているものはない。従って、I-BAR タンパク質が

細胞表面の細胞膜突起切断機構を持ち、細胞膜表面から細胞外小胞が放出されていることを明

らかにすることが出来たら、これは新しい細胞外小胞形成メカニズムの解明へと繋がる。さら

にこれは細胞内の内容物を取り込み細胞外へ放出する仕組みであることから、よりリアルな細

胞内の状態を他の細胞に直接伝達するという新しい細胞間クロストーク概念を提唱することが

出来る。 

 

２．研究の目的 

 I-BAR タンパク質は細胞表面に細胞膜突起を形成し、それが切断されることにより細胞外小

胞を放出するという新たな細胞外小胞形成メカニズムを明らかにし、これまでにない細胞間の

クロストークの仕組みを提唱することを目的とする。その為、精製 I-BAR ドメインタンパク質

と人工脂質膜との結合および I-BAR ドメインタンパク質による脂質膜切断活性の有無を調べる。

また、I-BAR ドメインタンパク質と脂質膜との結合および切断活性に必要な脂質成分を検討す

る。さらに、培養細胞を用いて I-BAR ドメインタンパク質依存的に細胞外小胞が作られるかを



調べる。最後に、マウスを用いて個体レベルで I-BAR ドメインタンパク質依存的に作られてい

る細胞外小胞がないかを探索する。これら分子レベルから個体レベルまで調べた結果を総括し、

I-BAR タンパク質依存的細胞外小胞形成があるかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 ヒトの I-BAR タンパク質は IRSp53,IRTKS, Pinkbar, MIM, ABBA-1 の５種類が存在している。

これらのI-BARドメインタンパク質を大腸菌において大量発現し精製を行う。精製されたI-BAR

ドメインタンパク質と人工脂質膜を in vitro の系において、I-BAR ドメインと脂質膜の結合能

および脂質膜切断活性を、人工脂質膜共沈法により調べる。同時にタンパク質の立体構造を鋳

型とする脂質膜チューブ構造や、I-BAR により脂質切断が起き人工脂質膜の小胞化が起きたか

を、電子顕微鏡を用いて検証する。さらに培養に FBS を必要と HEK293 free style cell を用い

て GFP を融合させた I-BAR ドメイン を過剰発現させることにより、I-BAR ドメイン依存的に

細胞外小胞の産生が誘発されているか検証する。 IRSp53 ノックアウトマウスを用いて、個体

レベルで実際に血液中に含まれる細胞外小胞を超遠心法により精製しタンパク質質量解析を行

うことにより、IRSp53 依存的にどのようなタンパク質が細胞外小胞に含まれ運ばれているのか

を調べる。 

 

４．研究成果 

 タンパク質大量発現精製に成功したIRSp53と MIM を用いて調べたところIRSp53と MIMのど

ちらにおいても I-BAR ドメインのみで人工脂質膜と結合し、人工脂質膜をチューブ状形態にし、

さらに人工脂質膜を小胞化することが出来ることを明らかにした。また脂質との電化的結合が

出来なくなるような I-BAR 変異体タンパク質を用いた場合、人工脂質膜はチューブ状形態に誘

導されることも、人工脂質膜を小胞化されることもなかった。このことから I-BAR タンパク質

は脂質膜と結合し、細胞をチューブ化し、さらに切断することが出来ることが示唆された。さ

らに I-BAR と人工脂質膜の結合および小胞化において、人工脂質膜の組成に着目し研究を行っ

たところ、人工脂質膜にはフォスファチジルセリン等のマイナスの電化を持ったリン脂質が一

定以上含まれていなくてはいけないことも明らかにした。IRSp53 と MIM の大きな違いは MIM の

I-BAR ドメイン内に両親媒ヘリックス構造が存在することがあげられる。この両親媒ヘリック

スが脂質膜切断に関与しているのではないかと考え、MIM の両親媒ヘリックス欠損変異体を作

成して実験を行った結果、両親媒ヘリックスは脂質膜切断に寄与していないことがわかった。 

 さらに細胞内で I-BAR タンパク質が実際に細胞外小胞形成を行なっているかを調べるため、

培養に FBS を必要と HEK293 free style cell を用いて GFP 融合の I-BAR タンパク質を大量発現

させたところ、IRSp53 と MIM の両方において I-BAR ドメインのみで大量の細胞外小胞が産生さ

れることがわかった。また脂質膜と結合できない変異型 I-BAR ドメインの大量発現では細胞外

小胞が大量産生されなかった。これにより細胞においても I-BAR ドメイン依存的に細胞外小胞

が作られることを明らかにした。以上のことから、I-BAR タンパク質は、細胞表面に突起構造

を作り、それが切断されることにより、細胞外小胞を産生しているのではないかという仮説を

強くサポートする結果を得ることができた。 

 合わせて個体レベルで検証を行う為、マウスを用いて実験を行った。当初の計画では生体内で

のIRSp53 による発がんの影響を見るため、ルシフェラーゼ発現グリオーマ腫瘍細胞（発光細胞：

U-251-MG−Luc）を準備し、RNAi を施したグリオーマ腫瘍細胞とコントロールのグリオーマ腫瘍

細胞をヌードマウスに移植し、ルシフェラーゼの蛍光をモニターすることでマウス個体内でのが



んの成長と定着場所を調べる予定であった。しかし、この実験に必須の大学共通機器であった測

定装置IVISが故障のため使用不能となり実験を行うことが出来なくなった。そこで、IRSp53ノッ

クアウトマウスを用いて、血液中に含まれる細胞外小胞を精製し、比較定量可能なiTRAQによる

質量分析を行った。その結果、野生型マウスと比較してIRSp53ノックアウトでは血中に含まれる

補体の量とアポリポタンパク質の量が異なることがわかった。補体もアポリポタンパク質もその

重要性から成分や生理活性はよく調べられているが、補体とアポリポタンパク質がどのように産

生され血中内に放出されているかは不明な点が多い。IRSp53のどのような機能により補体とアポ

リポタンパク質の量に変化をもたらしたのかは不明である。しかし、本研究の結果から新たに得

られたI-BARタンパク質による新規細胞外小胞産生機構の知見を踏まえて考察することにより、

補体とアポリポタンパク質の産生メカニズムの理解に新しい視点を提供できるのではないかと

考えている。 
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