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研究成果の概要（和文）：細胞は生体膜によって構成され、生体膜は脂質膜で形成される。細胞表面において
は、輸送すべき物質と結合した脂質膜の微小領域がくびれて切り離され、小胞となり脂質膜と一緒に輸送される
現象が、細胞内の物質輸送において知られている。この現象は、より大きな病原体などの外敵や異物を取り込み
消化する、免疫応答などにおいても見られ、ファゴサイトーシスと呼ばれ、重要な防御機構となっている。ファ
ゴサイトーシスにおける異物を取り込む構造構築の仕組みとして、細胞生物学的な解析や生化学的な解析を行
い、GAS7と呼ばれる細胞の生体膜の形状を制御するタンパク質の平面状での集合がファゴサイトーシスに必要不
可欠であることも示した。

研究成果の概要（英文）：The cells contain lipid membrane, which consists of the outer most surface. 
When the substance is incorporated into the cells, these are captured at the cell surface and then 
the surface membrane is invaginated with the substance. The invagination with the substance is 
pinched off into the cytoplasm of the cells. The detailed mechanisms for such internalization have 
been clarified in detail for such internalization, i.e., endocytosis of small molecules and 
particles with the sizes of submicron meters or below. However, the mechanisms of internalization of
 large particles, which is called phagocytosis, had been unclear. In this study, we analyzed the 
membrane shaping BAR domain proteins, and found that GAS7, a BAR domain protein, makes the 
phagocytotic cup by their shaping into two dimensional sheets for the planner membrane shaping of 
phagocytotic cup.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： BARドメイン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ファゴサイトーシスカップの形成機構は突出した膜であることから、細胞が移動するときに見られる先端部分の
ラメリポディア（葉状仮足）などの生体膜の構造との類似性が指摘されていた。しかし、どのようにして、膜構
造が構築されるのか不明な部分が大きかった。本研究では、膜構造を直接形成する分子装置を見出すことによ
り、ファゴサイトーシスの形成機構を明らかにした。本研究により、細胞の構造構築が不明であったファゴサイ
トーシスの基本的な構造構築が明らかとなった。この成果には学術的な意義があり、また、その応用展開の可能
性を持つことから社会的意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 細胞の形態は、細胞表面の多様な数十から数百ナノメートルのナノスケール構造、すなわ

ち陥入構造（クラスリン被覆小孔、カベオラなど）と突起構造（ラメリポディア、フィロポ

ディアなど）の集合体である。これらのナノスケール構造は非常に動的で、ホルモンや成長

因子などの外部刺激に応答して、数秒から数分で形成、消失する。その形成と消失はアクチ

ン繊維の形成と消失（アクチン重合と脱重合）に依存していることが知られていた。これら

のアクチン繊維の形成は、主に低分子量 G タンパク質の下流で WASP ファミリータンパク

質と Arp2/3 複合体によって形成されていることが判明した。例えば、クラスリン被覆小孔

が切断され小胞となる過程ではアクチン重合が駆動力を発揮する。しかし、上述の多様なナ

ノスケールの膜構造を正確に形成するには、その近傍でアクチンが重合するのみでは不十

分であり、アクチン重合促進タンパク質と膜脂質を仲介するタンパク質の存在を示唆した

(Suetsugu et al., Phys Rev, 2014, 94:1219-48 他)。 
 WASP ファミリータンパク質は、そのアミノ酸配列の中央にポリプロリンを持つため、

多数の SH3 ドメイン含有タンパク質と結合することが予想された。結合タンパク質を探索

し、FBP17、CIP4、PACSIN2、IRSp53 などを同定した。これらは C 末端側に SH3 ドメ

イン、N 末端側に当時機能未知の coiled-coil 領域を持っていた。申請者らは、この N 末端

領域が、新規の脂質結合ドメインであることを突き止めた。このドメインを持つタンパク質

を総称して BAR ドメイン含有タンパク質(BAR タンパク質)と呼ぶ。FBP17 や CIP4 の N
末端領域を細胞に過剰発現させたところ、顕著な細胞膜の陥入を誘導した。また、人工の脂

質膜小胞（リポソーム）と混合したところ、不定形のリポソームが一定の直径の管状構造に

変化した。アミノ酸配列の相同性から、FBP17、CIP4、PACSAIN などは、F-BAR ドメイ

ンというBARドメインのサブグループを形成する。結晶構造や電子顕微鏡像の解析により、

F-BAR ドメインは、そのバナナ状の立体構造の凹側の表面を介して脂質膜に結合し、さらに

らせん状に集合、整列することで、脂質膜を管状に変形し、これは細胞膜の陥入構造に対応

することが明らかになっていた (Shimada et al, Cell 2007, 129:761-72.他)。 
 現在では、BAR ドメインを持つタンパク質(BAR タンパク質)は 70 種ほどがヒトにおい

て知られている。その立体構造には多様性があり、その差異に応じて誘導される膜構造も異

なっている。例えば、FBP17 はクラスリン被覆小孔の、PACSIN2 はカベオラの、陥入構造

の形成にそれぞれ関与し、F-BAR ドメインと呼ばれる(Senju, JCS 2011, 124:2032-40.他)。
このように陥入構造に関与する BAR ドメインは多数存在する。これに対して、フィロポデ

ィアやラメリポディアなどの突起構造は、クラスリン被覆小孔などの陥入構造とは細胞膜

の変形方向が逆向きである。突起構造に関与する IRSp53 などは、inverse BAR（I-BAR）

ドメインと呼ばれる BAR ドメインと類似構造のドメインを持つ。しかし、I-BAR ドメイン

の立体構造はバナナ状の湾曲ではなく、脂質結合面が凸面であり、従って、突起構造を形成

する ことがわかっていた(Suetsugu et al, JBC 2006;281:35347-58 他)。 
 突起構造の形成は、がん細胞の浸潤転移に関わることは広く知られている。また、突起構

造と思われる重要な現象の一つには、ファゴサイトーシスにおけるファゴサイトーシスカ

ップがあげられる。ファゴサイトーシス(食作用)は、マクロファージなどの免疫細胞が，異

物を「包み込むように」取り込み消化する現象である。この包み込む構造、ファゴサイトー

シスカップもまた，他の細胞膜構造と同じように、低分子量 G タンパク質である Cdc42 や

Rac の下流で WASP ファミリータンパク質が Arp2/3 複合体を活性化することで駆動され

ることが知られている。この経路は細胞の移動先端や浸潤に見られるラメリポディアなど

の突起構造の形成機構と共通であるが、形成機構がどのように異なるか、また、BAR タン

パク質の関与はこれまで不明であった。 
 このように突起構造には、進展速度、大きさ、機能などに多様性があることがわかる。と

ころが、突起構造に関与する BAR ドメインは、I-BAR をはじめとし、7０種中の 9種しか、

知られていない。さらに、近年の研究は、立体構造上の凸構造を持たない、つまり凹構造を

もつ BAR タンパク質もまた、突起構造に局在することがわかってきていた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、上記背景を踏まえ、BAR タンパク質のなかで突起構造形成へ関与するが、

異なる膜結合様式を持つと考えられる I-BAR と F-BAR ドメインタンパク質の検討を行い、

突出膜の多様性の分子基盤を明らかにする。 
 申請者らは、BAR タンパク質の中から、ファゴサイトーシスの受容体の発現との相関を



調べ、ファゴサイトーシスに関与する BAR ドメインを持つタンパク質として GAS7 を同定

した。申請者らは、GAS7 の F-BAR ドメインの立体構造の解明に成功し、その膜結合面は

凹面であることを見出した。本研究では、突出膜のように見えるファゴサイトーシスカップ

において、GAS7 の分子集合を調べ、凹面で脂質膜に結合するタンパク質が突起構造を構築

する機構を解明する。 
 これらのファゴサイトーシスカップや浸潤突起には、程度の差はあるものの GAS7、
FBP17、CIP4、あるいは初めに見出した凸面の膜結合面を持つ IRSp53も局在している。

突起膜はその形成時には進展し、また消失時やファゴサイトーシスにおける取り込み時に

は退縮する。この過程で、細胞内シグナル伝達だけではなく、脂質膜にかかる張力そのもの

もダイナミックに変化している。突起構造の伸長および退縮とこれらの BAR タンパク質群

の局所濃度（密度）の関連を調べ、BAR タンパク質が試験管内のように膜形態形成を実行

可能な密度で局在するかどうか調べる。またマウスにおける BAR タンパク質の癌形成や組

織構築における機能も調べる。 
 
３．研究の方法 
 
 申請者らは、GAS7 の BAR ドメインの立体構造解析に着手し、タンパク質の大量調製、

結晶化、X 線回折実験による反射データの取得、および位相決定に成功し、PDB 登録に足

るレベルでの F-BAR ドメインの構造解析に成功した。その結果、確かに GAS7 はその凹面

で、すなわち上記の CIP4 などと同様の膜結合様式をもって、脂質膜と結合することを見出

した。また、ファトサイトースカップにおいて GAS7 の局在が見られることも確かめた。

さらに GAS7 を細胞内で過剰発現させたところ、他の既知の BAR ドメインが、細長い突起

や勧誘構造を誘導することと異なり、GAS7 はファゴサイトーシスに関連するリング状あ

るいはシート状の膜構造を誘導することを見いだした。さらに、マクロファージ細胞

(RAW264) において、RNAi を用いて GAS7 の発現抑制をしたところ、ファゴサイトーシ

スの基質として用いられる Zymosan などのファゴサイトーシスを抑制することを示した。 

 GAS7 は、試験管内で脂質膜と結合し、脂質膜の形状を変化させると考えられる。従って、

試験管内で精製脂質により構成したリポソームと反応させ、その形状の経時的な変化を、

様々な反応時間後に固定したサンプルを電子顕微鏡で観察することで調べた。ついで、超解

像解析により、タンパク質の密度の変化も調べた。次に、ライブイメージングを行った細胞

を超解像顕微鏡でそのまま観察することで、ファゴサイトーシスの進展に伴う GAS7 の密

度の変化を調べ、ファゴサイトーシスカップにおける GAS7 の分子集積機構を探る。 
 リポソームを作成し、GAS7 の張力依存的な結合を調べる。ついで、細胞を様々な浸透圧

の培地にさらし、ファゴサイトーシスを誘導し、その過程における GAS7 の密度を測定す

ることで、ファゴサイトーシスにおける膜張力と GAS7 の分子集積の関連、および、ファ

ゴサイトーシスカップの形成の関連を調べた。 
 GAS7のSH3ドメインにおける結合タンパク質としてアクチン制御タンパク質であるN-
WASP や WAVE が知られているが、他の結合タンパク質は知られていない。GAS7 は Fcγ
受容体や Toll-like 受容体の下流で機能すると考えられる。したがって、GAS7 とこれらの

受容体を結ぶタンパク質を同定するために、酵母ツーハイブリッド法を行って得られた幾

つかの候補タンパク質を得た。候補タンパク質の中にはファゴサイトーシスやエンドサイ

トーシスに関連するものが多く含まれるので、結合をプルダウンなどで確かめ、ついで、

GAS7 の膜結合能や局在化への役割を調べた。 
 超解像用の蛍光タンパク質と BAR タンパク質の融合タンパク質の安定発現株を

Raw267.4マクロファージ株などにより作成した。GAS7 タンパク質の局在をライブイメー

ジングで捉え、その細胞を固定して、密度測定を行う。このことで、突起膜の形成進展、あ

るいは退縮消失のそれぞれにおいて、それぞれの GAS7 の密度を調べた。超解像解析を行

い GAS7 の細胞内の局所濃度（密度）を測定した。超解像解析は、一つずつ離散的に発光

させた蛍光プローブの位置を計算によっておよそ 20 nm の精度で決定する方法である。

mEOS4b などの超解像解析に用いることのできる蛍光タンパク質 mEOS4b との融合タン

パク質として GAS7 を発現させ、すべての分子が観察可能な状態にした。同定した分子の

座標から、観察された GAS7 の密度を計算し、試験管内のリポソームにおいて同様の密度

になっているかどうか調べた。その結果、試験管内と細胞内で両者は似通った濃度で観察さ

れた。 
 また網膜の再生や炎症モデルを用いて、BAR ドメインタンパク質の役割を調べた。 
 



４．研究成果 

 
 細胞は生体膜によって構成され、生体膜は脂質膜で形成されている。細胞の持つ脂質膜の

形態は多様なことが知られており、その形は細胞の機能と密接に関わっている。輸送すべき

物質と結合した脂質膜の微小領域がくびれて切り離され、小胞となり脂質膜と一緒に輸送

される現象が、細胞内の物質輸送において知られている。この現象は、より大きな病原体な

どの外敵や異物を取り込み消化する、免疫応答などにおいても見られる。細菌やウイルスな

どの病原体を含む異物が、マクロファージなどの免疫細胞によって取り込まれ消化される

過程は、ファゴサイトーシスと呼ばれ、重要な防御機構となっている。その過程では、細胞

表面の生体膜、すなわち、細胞膜が突出することで病原体や異物を包み込み、その後に細胞

内に取り込む。この構造はファゴサイトーシスカップと呼ばれ（図 1）、取り込まれた異物

は細胞内で消化される。したがって、ファゴサイトーシスカップの形成機構を理解すること

は、ファゴサイトーシスの仕組みを理解する上で重要と考えられる。 

 細胞外からの物質の取り込みは、エンドサイトーシス（飲食作用）と呼ばれ、多くの場合、

直径が 100nm 程度の比較的小さな細胞膜の構造形成を通じて行われる。ところが、病原体

などは通常輸送される微少領域よりも格段に大きく、どのように大きな病原体や異物が取

り込まれるための生体膜の構造が形成されるか不明であった。これまでに、ファゴサイトー

シスカップの形成機構は突出した膜であることから、細胞が移動するときに見られる先端

部分のラメリポディア（葉状仮足）などの生体膜の構造との類似性が指摘されていた。した

がって、ファゴサイトーシスへの関与については、直径が 100nm 程度の比較的小さな細胞

膜の構造によるエンドサイトーシスに関わるタンパク質とは異なる作動機構を持つタンパ

ク質が推定されていた。 
 ヒトにおいては 73種ある BAR ドメインの中で、ラメリポディアなどに局在することが

報告されながら構造が未解明であるものを探し、GAS7 の F-BAR ドメインに注目した。こ

の F-BAR ドメインの立体構造の解析を行ったところ、他のタンパク質の F-BAR ドメイン

と比較的類似した構造を取っていることを見出した。ただ、それらの F-BAR ドメインは、

これまでに直径が100nm程度の小さなエンドサイトーシスにおいて機能することが知られ

ていたため、新たに GAS7 の F-BAR ドメインの集合様式を調べると、ファゴサイトーシス

で見られる平面のような膜構造に適した集合様式を持っていることを発見した。超解像イ

メージンにより得られた GAS7 分子の位置を示す分子座標と数理モデルの解析を組み合わ

せることにより、GAS7 の集合が実際のファゴサイトーシスカップにおいても、結晶解析か

ら得られたモデルに相当することが分かった（図２）。また、細胞生物学的な解析や生化学

的な解析を行い、GAS7 の平面状での集合がファゴサイトーシスに必要不可欠であること

も示した。 
 ヒトにおいては 73種ある BAR ドメインの中で、動物個体レベルでの役割を調べるため

に突起形成に関わる BAR ドメインのノックアウトマウスの表現系を観察し、網膜の再生や

がんの進展における役割を見出した。 

図 1 ファゴサイトーシス 
ファゴサイトーシスは、病原体などの異物をファゴサイトーシスカップ形成を通じて取り込み、
細胞内で分解する過程である。 



 
 

図 2  GAS7 は、ファゴサイトーシスカップにおいて、試験管内と同じ様式で集合する。 
これまで知られていた BAR ドメインや F-BAR ドメインは、らせん状に集合し⽐較的⼩さ
な膜直径 100nm 程度の構造を作る例が多く知られていた。GAS7 の F-BAR ドメインは、
直径が 10μm に及ぶような⽐較的平らな⽣体膜に結合する。これまでに、平らな⽣体膜
における F-BAR ドメインや BAR ドメインの集合は明らかではなかった。試験管内では、
GAS7 の F-BAR ドメインは、平⾯状のシート構造を形成していることがわかった。同様
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