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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はユビキチン化を介して積荷分子のエンドサイトーシスを制御するE3ユ
ビキチン化酵素Nedd4Lの活性化機構の解明である。その鍵となるエンドサイトーシス小胞の役割とアダプター分
子ARRDC1の関与を調べた。まず、ARRDC1が細胞膜のリン脂質に結合することを示し、そのリン脂質特異性、リン
脂質結合領域を規定した。これらの情報を元に、試験管内でNedd4Lの活性化モデルを再構築した。その結果、
Nedd4Lが基質分子をユビキチン化する際に、ARRDC1とエンドサイトーシス小胞に結合して活性化することを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the mechanisms by which E3 ligase Nedd4L is 
activated and ubiquitinates cargo proteins in endocytosis. To do so, we reconstituted the process in
 vitro, examined the role of endocytic vesicle and an adaptor protein ARRDC1. First, we showed 
direct interaction of ARRDC1 with several phospholipids and determined the phospholipid binding 
region. Next, we reconstituted the activation model of Nedd4L in vitro. In the cargo protein 
ubiquitination, Nedd4L was activated by the binding to ARRDC1 and endocytic vesicles.  

研究分野： 機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 
エンドサイトーシスにおいて細胞膜は半球
状に細胞内に陥没し、最終的に細胞膜から分
離して小胞となり細胞内に取り込まれる。平
坦な細胞膜からカーブした小胞が効率的に
形成されるためには膜変形分子の働きが必
要である。クラスリン型エンドサイトーシス
において Epsin、AP180、FCHO2 といった膜変
形分子がクラスリン被覆小胞の形成に関わ
ることが報告された(Itoh et al., Science 
2001; Ford et al., Nature 2002)。一方で
特定の膜のカーブを認識し結合する膜カー
ブ結合分子が存在する。小胞が持つ膜カーブ
はそのような分子の集散、活性化を制御する。
これまでに膜カーブ結合分子は小胞体-ゴル
ジ体間輸送、エキソサイトーシス、オートフ
ァジーの制御に関わることが報告された。エ
ンドサイトーシスにおける膜変形分子の役
割は明らかになりつつあるが、膜カーブ結合
分子の関与は不明である。 
 
２．研究の目的 
これまでに我々は、エンドサイトーシスにお
ける小胞形成（膜変形）の過程で E3 ユビキ
チン化酵素 Nedd4L が活性化することを見出
した。活性化した Nedd4L は積荷分子をユビ
キチン化し、積荷分子はユビキチン化を目印
に集積する分子群の働きで小胞に取り込ま
れ、エンドサイトーシスされる。本研究では、
Nedd4L 活性化機構の詳細を明らかにするた
め、Nedd4Lと結合するアダプター分子ARRDC1
の機能解析、さらに Nedd4L-ARRDC1 複合体の
制御における小胞の膜カーブの役割を研究
した。 
 
３．研究の方法 
本研究では主に以下の 2 点の解明を試みた。 
 
ARRDC1 のリン脂質結合様式 
ARRDC1 がリン脂質に結合する責任領域を同
定し、ARRDC1 の細胞膜局在機構を理解する。
さらに ARRDC1 の膜カーブへの結合を明らか
にする。 
 
ARRDC1 による Nedd4L 活性制御機構 
再構築系を利用して Nedd4L 活性化における
膜カーブと ARRDC1 の役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
＜ARRDC1 のリン脂質結合機能の解析＞ 
ARRDC1 と様々なリン脂質種との結合を網羅
的に調べ ARRDC1 はフォスファチジルイノシ
トール一リン酸（PI3P、PI4P、PI5P）、フォ
ス フ ァチジ ル イノシ ト ール二 リ ン 酸
（PI(3,4)P、PI(3,5)P、PI(4,5)P）、フォス
フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸
PI(3,4,5)P3、フォスファチジン酸、そして
フォスファチジルセリンなど広範な酸性リ
ン脂質に結合することを明らかにした(図 1）。 

 
ARRDC1 とリン脂質の結合を調べる過程で、
我々はビオチン‐アビジン結合を利用した
タンパク質‐リポソーム結合実験を行った。
その際、biotin とリン脂質の間に様々な性質
と長さのスペーサーを持つビオチン化リン
脂質を開発した。このスペーサーがリポソー
ム―タンパク質結合実験に与える影響を評
価し論文発表した（Sakamoto et al. J. 
Biochem. 2017)（図 2）。 
この実験系を用い、ARRDC1 がエンドサイトー
シス小胞と非常に似たサイズの膜カーブに
結合することを示した。 

 
ARRDC1 が細胞膜カーブに結合する様式を明
らかにするため、変異体の作成を試みた。細
胞内で細胞膜局在を失う変異体の作成は成
功した。しかし試験管内でリン脂質結合、細
胞膜カーブ結合を調べるめの組換えタンパ
ク質の作成を試みたところ、組換えタンパク
質の不溶化によって精製には至らなかった。 
 
＜細胞内局在における動態解析＞  
膜近傍での ARRDC1 の局在、動態を明らかに
するため全反射蛍光顕微鏡によって ARRDC1
のクラスリン被覆ピットでのダイナミクス
を解析した。その結果、ARRDC1 はクラスリン、
FCHO2 といった小胞形成に関わるタンパク質
とクラスリン被覆ピットに共局在すること
を明らかにした。ARRDC1 は半減期の長いクラ
スリン被覆プラークよりむしろ半減期の短
いクラスリン被覆ピットにおいてクラスリ
ン、FCHO2 と共局在した（図 3）。 
以上の結果から、ARRDC1 は Nedd4L とともに
酸性リン脂質、細胞膜カーブに応答してクラ
スリン被覆ピットに局在化し、膜タンパク質
のユビキチン化を介したエンドサイトーシ
スを制御すると考えられる。 
 
＜細胞内での Nedd4L 活性化の評価＞ 
Nedd4L 活性化における ARRDC1 の関与を細胞

 

図 1 ARRDC1 のリン脂質結合 
ARRDC1 を様々なリン脂質が付着した膜と
反応させ、リン脂質結合性を調べた。
ARRDC1 の全長分子はリン脂質に結合した
が、アレスチンドメインを欠く ARRDC1-C
変異体は結合しなかった。 



レベルで調べるため、Nedd4L の自己ユビキチ
ン化を指標とした細胞アッセイ系の 
確立を目指した。しかしHEK293細胞にNedd4L
と ARRDC1 を発現させると Nedd4L のユビキチ
ンリガーゼ活性依存的に Nedd4L と ARRDC1 の
タンパク質量が減少したことから、共発現シ
ステムを用いたアッセイ系は実行困難にな
った。そこで間接的な評価として Nedd4L が
ユビキチン化を介して制御する積荷分子の
エンドサイトーシスを指標として ARRDC1 の
関与を調べた。HeLa 細胞に様々な ARRDC1 変
異体を発現させ、積荷分子のエンドサイトー
シスを調べた。その結果、積荷分子のエンド
サイトーシスには ARRDC1 の Nedd4L 結合領域、
また ARRDC1 と細胞膜リン脂質との結合領域
が必須であることが示唆された。 
 
＜試験管内での Nedd4L 活性化の評価＞ 
Nedd4L の活性化機構をさらに詳しく解明す
るため、試験管内での Nedd4L 活性化再構築
実験を行った。これによって Nedd4L による
基質分子のユビキチン化の ARRDC1 依存性、
ARRDC1 の膜結合依存性、基質分子の膜局在依
存性、小胞のサイズ依存性が明らかになった。 
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図 2 異なるスペーサーを持つビオチン化
リン脂質によるリポソームの性質の違い 
3 種類のスペーサーを持つビオチン化リン
脂質を作成した。アビジンとの結合を元に
したリポソーム―タンパク質結合実験を
行い、適正を調査した。 

 

図 3 全反射顕微鏡を用いた膜近傍での
ARRDC1 の局在解析 
HeLa 細胞に蛍光タンパク質を付加した
ARRDC1 を発現させ全反射顕微鏡で観察
した。ARRDC1 はクラスリン関連分子
FCHO2 とクラスリン被覆ピットに共局在
した（矢印）。 
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