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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質Prom1は細胞膜突起に局在し、その変異は遺伝性眼科疾患である網膜色
素変性症を誘発するが、その機能は分かっていない。本研究では、Prom1の過剰発現時に細胞膜突起が生じるこ
とに着目し、細胞膜突起形成におけるProm1の機能解明を目的とした。その結果、Prom1過剰発現による細胞膜突
起形成はコレステロール依存的であり、Prom1のカルボキシル末端領域に位置する５アミノ酸残基が必須であっ
た。また突起形成の初期に活性型RhoA が重要であった。さらにProm1はカルシウムイオンによって誘発される塩
化物イオンの流出に必要であり、突起形成は塩化物の流出活性と密接に関連することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The membrane protein Prominin-1 (Prom1) is known to localize to the 
protrusions. Mutation(s) in Prom1 gene is causative for retinitis pigmentosa, which is a hereditary 
retinal disease, however, the underlying mechanism(s) have been elusive.  Based on the previous 
finding that the over-expression of Prom1 induced cell membrane protorusions, in this study, I 
sought to elucidate the mechanism of cell membrane protrusion formation mediated by Prom1. Firstly, 
Prom1-induced protrusions were formed in a manner dependent cholesterol. Secondary, with detailed 
domain mapping of Prom1, five amino acids that is essential for protrusion formation were identified
 in the carbonyl cytosolic region. Moreover, it was revealed that the small GTPase Rho and its 
downstream kinase ROCK are essential for Prom1-induced protrusion formation. Eventually, Prom1 was 
required for the chloride ion efflux induced by calcium ion uptake, which is closely associated with
 protrusion formation.

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
Prom1遺伝子異常が遺伝性眼科疾患である網膜色素変性症やスターガルト病を誘発することが報告された。この
ことにより、Prom1タンパク質の重要性は発生過程の幹細胞だけではなく、視細胞における恒常性機能維持の局
面でも必須の役割を果たすことが示唆されている。しかし、Prom1タンパク質の機能解析は進んでおらず、Prom1
が眼科疾患を引き起こす直接の原因や、Prom1が惹起する細胞内シグナル経路については不明な点が多い。本研
究において、Prom1における突起形成機構と塩化物イオンの流出活性という新たな機能を提唱したことにより、
治療に向けた基礎が構築された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 Prominin-1（Prom1）は発生初期から成体に至るまで発現する５回膜貫通型の膜タンパク

質である。長年、Prom1 は幹細胞マーカーとして使用されてきたが、Prom1 遺伝子異常は

遺伝性の眼科疾患である網膜色素変性症とスターガルト病（Stargardt's disease）を誘発する

ことが報告されて以来、重篤な眼科疾患の原因遺伝子の一つとして認識された（Yang et al., 

J. Clin. Invest. 2008）。このことから、Prom1 は発生過程の幹細胞だけではなく、細胞にお

ける恒常性機能維持の局面で必須の役割を果たすことが示唆されている。 一方で、Prom1

タンパク質の機能はほとんど分かっていないため詳細な解析が必要である。 

 

２．研究の目的 

膜タンパク質 Prominin-1 (Prom1) の変異は遺伝性の眼科疾患である網膜色素変性症を誘

発するが、その機能は分かっていない。予備的な実験から、Prom1 は一次繊毛に局在する

ことを確認し、その欠損において表現型が繊毛に見られたが、新たに繊毛以外にも細胞突

起全般に局在することが明らかとなった。そこで本研究では、Prom1 の過剰発現により細

胞膜突起が生じることに着目し、Prom1 の細胞膜突起形成機構における役割の解明を目的

とした。また、研究代表者らの先行研究により Prom1 がカルシウム作動性塩化物イオンチ

ャネル（CaCC）として報告されているタンパク質と相同性が高いことが示唆されている。

そのため、実際に Prom1 が CaCC（あるいはその調節因子）であることを証明し、その機

能解析を行うことで Prom1 の細胞突起形成機能に影響するかを調べた。 

 
３．研究の方法 
本研究では、Prom1 の細胞膜突起形成機構の解明をするため、以下の解析を行った。は

じめに、細胞膜突起が何から形成されているのか、細胞骨格に対する阻害剤で検証する。

また、細胞膜突起を生じさせるために必要な Prom1 の領域をドメインマッピングにて明ら

かにする。次に、細胞膜突起を生じさせるシグナル経路を明らかにするため、Prom1 に関

与する PI3K や Src の阻害剤処理や、新たに Prom1 と関与するシグナルに対する阻害剤処

理により細胞膜突起に対する影響を解析する。さらに、Prom1 がカルシウム作動性塩化物

イオンチャネルであることを証明するために、塩化物イオンの蛍光インジケーターとして

MQAEを用いて野生型やProm1欠損マウス胚から単離した繊維芽細胞における塩化物イオ

ンの変化を経時的に定量する。 
 
４．研究成果 
 

（１）Prom1 による細胞膜突起形成機構の解明 

細胞膜に局在する Prom1 の機能を調べるために過剰発現したところ、正常では見られな

い長さの細胞膜突起が細胞あたり多数も生じた。これまでに細胞膜突起は微小管由来の繊

毛やアクチン由来のサイトニーム（Cytoneme）が報告されているため、微小管あるいはア

クチンに対する阻害剤にて処理したが細胞突起形成に影響は認められなかった。そこで、

Prom1 と結合することが知られているコレステロール合成を阻害したところ、細胞膜突起

の形成頻度の低下が認められ、細胞膜突起がコレステロール依存的に生じていることが明

らかとなった。また、この Prom1 による細胞膜突起は網膜色素変性症を発症した患者由来

の変異をもつ Prom1 では生じなかったことから、Prom1 の細胞膜突起形成機能が、網膜に

おける恒常性機能維持において必須の役割を果たすことが示唆された。 



また、細胞膜突起を生じさせるために必要な Prom1 の領域をドメインマッピングにて解

析したところ、カルボキシル末端領域にある５アミノ酸が細胞膜突起形成に必要とされる

ことが明らかとなった。網膜色素変性症の患者由来の変異では終止コドンが生じカルボキ

シル末端領域が形成されないため、この領域の重要性が示唆された。 

（２）細胞膜突起を生じさせるシグナル経路の解明 

 細胞膜突起を生じさせるシグナル経路を明らかにするため、これまでに Prom1 と関与す

ることが報告されている PI3K や Src シグナルの阻害剤処理を行ったが、Prom1 過剰発現に

よる細胞膜突起は依然として生じた。この結果と一致して、PI3K シグナルによりリン酸化

されるアミノ酸残基に対しリン酸化を受けない変異Prom1を発現させた場合でも細胞膜突

起は生じた。これらのことから、Prom1 を介して細胞膜突起形成に関与する他のシグナル

経路の探索を行った。我々は細胞が移動する時などに細胞膜突起に関わる Rho, Rac そして

Cdc42 などの small GTPs に着目し、各阻害剤処理後の Prom1 細胞膜突起能の検証を行った。

その結果、Rho/ROCK シグナル経路が Prom1 による細胞膜突起形成に必要であることが明

らかとなった。 

（３）Prom1 がカルシウム作動性塩化物イオンチャネルに関与することの実証 

Prom1 がカルシウム作動性塩化物イオンチャネルであることを証明するため、野生型や

Prom1 欠損マウス胚から単離した繊維芽細胞において塩化物イオンの蛍光インジケーター

として MQAE を取り込ませ、細胞内のカルシウムイオンをイオノフォア処理することで増

加させた時の塩化物イオンの変化を経時的に定量した。その結果、Prom1 欠損繊維芽細胞

において、塩化物イオンの流出は低下したことから、Prom1 は細胞内カルシウムイオン取

り込み時に塩化物イオンの流出を促進することが示された。 
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