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研究成果の概要（和文）：微小管結合タンパク質として SGIP1・と高い相同性を示す FCHO1、FCHO2

を同定した。SGIP1・と FCHO2 は微小管のみならず細胞膜リン脂質に結合し、細胞膜をチューブ

状に変形させる活性をもち、クラスリン依存性のエンドサイトーシスを制御していることを見

出した。FCHO2 は上皮性ナトリウムチャンネルのユビキチン化、エンドサイトーシスを制御し

ていた。さらに、FCHO2 は中心体に局在し、中心体蛋白質・-チュブリンのダウンレギュレーシ

ョンに関わり、微小管の形成を制御していた。 

 

 

研究成果の概要（英文）：We have identified SGIP1・ and its homologous molecules, FCHO1 

and FCHO2, as novel microtubule-binding proteins.  They bound not only to microtubules 

but also to membrane phospholipids and deformed membranes to tubules.  SGIP1・ and FCHO2 

were involved in clathrin-dependent endocytosis.  FCHO2 regulated the ubiquitination and 

endocytosis of epithelial sodium channel (ENaC).  In addition, FCHO2, which was also 

localized in centrosomes, regulated the organization of microtubules. 
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１． 研究開始当初の背景 

トランスポーターやチャンネルなどの輸送

体分子の形質膜上における分子数は厳密に

コントロールされており、形質膜への輸送や

エンドサイトーシスに異常が生じると分子

数が変化し、輸送体分子の機能の亢進や減弱

となって種々の疾患を誘発することが知ら

れている。輸送体分子の形質膜への輸送やエ

ンドサイトーシスは、微小管やアクチン系の

細胞骨格によって制御されている。一方、カ

チオンチャネル polycystin-2 は微小管の特

殊構造物である線毛に局在し、線毛の形成を

制御していることが知られている。このよう

に細胞骨格が輸送体を制御し、また輸送体が

細胞骨格を制御しているが、これらの相互制

御機構は不明である。 

 
２．研究の目的 

輸送体分子による細胞骨格の制御ならびに

細胞骨格による輸送体分子の制御を解析す

る。微小管共沈法ならびにチュブリン・ブロ

ット・オーバーレイ法を用いて新しい分子を

同定し、輸送体分子の機能ユニット（トラン

スポートソーム）の構成分子ならびに微小管

との関連を調べ、同定した分子が輸送体分子

どのようにして輸送体分子の機能と局在を

制御しているか、また輸送体からどのような

シグナルを受け、どのように微小管の構築を

制御しているかを明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（１）分子レベルでの解析 

①分子の単離・同定：脳組織の微小管結合タ

ンパク質を網羅的に解析する。具体的には微

小管と共沈するタンパク質を収集し、電気泳

動によって分画した後、それぞれのタンパク

バンドを質量分析によって解析する。また、

チュブリン・ブロット・オーバーレイ法を指

標として、脳組織からカラムクロマトグラフ

ィーによって微小管結合タンパク質を単

離・同定する。 

②分子の性状解析：同定した分子の抗体を作

製する。この抗体を利用するとともに、蛍光

タンパク質（GFP）との融合タンパク質を発

現させて、単離した分子の局在を観察する。

また、同定したタンパク質のリコンビナント

タンパク質を作製して、微小管への作用や輸

送体分子への作用などを生化学的に解析す

る。 

③他の分子との相互作用の解析：同定した分

子と結合するタンパク質を yeast two hybrid

法や pull down 法を用いて検索する。 

（２）細胞レベルでの解析 

①細胞骨格の解析：同定した分子とその結合

タンパク質の野生型や変異型の遺伝子を培

養細胞に導入し、細胞骨格の変化を解析する。

さらに、これらの分子を RNAi 法によって発

現を抑制して、同様の解析を行う。 

②トランスポートソームの解析：同定した分

子とその結合タンパク質の野生型や変異型

の遺伝子を培養細胞に導入し、輸送体分子の

局在と機能の変化を調べる。さらに、これら

の分子を RNAi 法によって発現を抑制して、

同様の解析を行う。 

 
４．研究成果 

（１） SGIP1・の発見とその機能解析 

脳組織からチュブリン・ブロット・オーバー

レイ法によって分子量約 100kDの微小管結合

タンパク質を同定し、SGIP1・と命名した。

SGIP1・の・末端側は微小管のみならず、リ



ン脂質のホスファチジルセリンとホスファ

チジルイノシトール 4,5二リン酸に強く結合

し、リポソームをチューブ状に変形させるこ

とを見出した。さらに SGIP1・を細胞に過剰

発現させると、細胞膜がチューブ状に変形し

た。一方 SGIP1・の C 末端側は、クラスリン

被覆ピットと小胞のコンポーネントである

Eps15 と結合することを明らかにした。また、

SGIP1・を細胞に過剰発現させると、EGF 受容

体やトランスフェリン受容体のエンドサイ

トーシスが抑制された。微小管は、初期のエ

ンドサイトーシスにおいてクラスリン被覆

小胞のソーティングに関わっていることが

報告されている。したがって、SGIP1・はク

ラスリン被覆ピットや小胞の形成に関わり、

さらに小胞のソーティングに機能している

と考えられる。また、SGIP1・の細胞内局在

を解析し、SGIP1・はクラスリン被覆小胞の

みならず初期エンドソームにも局在するこ

とを明らかにした。SGIP1・の過剰発現によ

って、初期エンドソームが変形し、SGIP1・

のノックダウンによって、初期エンドソーム

での EGF受容体のソーティングが障害された。

したがって、SGIP1・はクラスリン依存性の

エンドサイトーシスと初期エンドソームで

のソーティングを制御していると考えられ

る。また私共は、SGIP1・と高い相同性を示

す新しい分子の FCHO1 と FCHO2 を見出し、

SGIP1・がファミリーを形成していることを

明らかにした。 

（２）新しい微小管結合タンパク質の発見 

ラット脳より微小管に結合するタンパク質

を一括して精製し、それらを質量分析によっ

て網羅的に解析しており、新しい分子(p180、

p110、p90)を発見した。p180 は培養細胞の一

次線毛に局在した。この分子が脳、肺、精巣

に高い発現を示し、脳上衣細胞や気管支上皮

細胞の線毛に局在すること、直接微小管と結

合しないことを見出した。P180 は何らかの分

子を介して微小管と連結していると考えら

れる。p110(Brelin と命名)は、濁度法とロー

ダミン-チュブリンを用いた解析より微小管

形成を促進することを明らかにした。また

p110 は、サイクリン依存性タンパク質リン酸

化酵素５(CDK5)によって少なくとも２カ所

リン酸化され、このリン酸化によって微小管

結合活性が抑制された。さらに、Brelin を

siRNA によってノックダウンさせると、神経

突起の形成が障害されることを見出した。

p90(centlein と命名)は微小管非依存的に中

心体に局在した。 

（３）FCHO2 によるエンドサイトーシスの制

御 

FCHO2 は、普遍的に発現しており、SGIP1・と

同様に微小管、リン脂質、Eps15 に結合し、

トランスフェリンのエンドサイトーシスを

制御していた。さらにインテグリンのエンド

サイトーシスを制御していること、この過程

でインテグリンがユビキチン化されること、

FCHO2 がこのユビキチン化をコントロールし

ていることを明らかにした。また、インテグ

リンのユビキチン化に関わる酵素(E3)とし

て Nedd4L を見出した。FCHO2 が Nedd4L を介

して上皮性ナトリウムチャンネル(ENaC)の

エンドサイトーシスを制御していることも

見出した。 

（４）ユビキチンリガーゼ Nedd4L の活性制

御機構 

FCHO2 は細胞膜に直径約 50nm の膜チューブ

を形成し、Nedd4L はこの膜チューブにリクル

ートされた。一方、Nedd4L は他のリン脂質結

合タンパク質が形成する 150nm や 25nm の膜

チューブにリクルートされなかった。また、

FCHO2 の強制発現は Nedd4L を活性化したが、

他のリン脂質結合タンパク質は活性化しな

かった。さらに、Nedd4L と様々な直径のリポ



ソームとの結合を調べた結果、Nedd4L は直径

約 50nm のリポソームに最も強く結合し、活

性化されることを見出した。また、Nedd4L は

FCHO2と同じくリポソームを直径約50nmのチ

ューブに変形させた。以上の結果から、FCHO2

はエンドサイトーシスの過程で特定の曲径

膜（直径約 50nm）を形成し、そこに Nedd4L

がリクルートされ活性化されることが明ら

かとなった。 

（５）FCHO2 による中心体―微小管系の制御 

FCHO2 は微小管オーガナイジングセンターで

ある中心体にも局在しており、この分子のノ

ックダウンは中心体を増大させて微小管の

分布異常と細胞分裂の障害を引き起こした。

中心体のコンポーネントはユビキチン化さ

れてダウンレギュレーションされることが

知られており、FCHO2 は細胞膜やエンドソー

ムのみならず中心体からの Eps15-ユビキチ

ンを介した分子の輸送を制御している可能

性が考えられた。そこで、GFP とγチュブリ

ンの融合タンパク質を細胞に発現させ、γチ

ュブリンの中心体からのダウンレギュレ－

ションを解析した。その結果、FCHO2 のノッ

クダウンは分裂終期の中心体の縮小を抑制

することを見出した。また Dendra2 とγチュ

ブリンとの融合タンパク質を発現させた細

胞株を樹立した。Dendra2 は、ある波長のレ

ーザー光を照射すると、緑から赤に変わる蛍

光タンパク質である。この細胞株を用いて、

FCHO2 のノックダウンが中心体からのγチュ

ブリンのダウンレギュレーションを抑制す

ることを明らかにした。また、中心体におけ

る FCHO2と関連したユビキチン化酵素(E3)と

して WWP1 を見出した。WWP1 をノックダウン

させると、FCHO2 のノックダウンの表現型と

同じく、中心体を増大・増加させた。 
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