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研究成果の概要（和文）：細胞外領域シェディング（以下シェディング）は、膜タンパク質を膜近傍で切断し細
胞外領域を可溶化する翻訳後修飾機構である。本研究では、膜近傍をコードする選択的エキソンの有無によりシ
ェディング感受性が変化する接着分子ALCAMの解析を通じ、選択的エキソンがコードする酸性アミノ酸がシェデ
ィング耐性の付与に必要であることを明らかにした。さらに、酸性アミノ酸の位置ではなく数が重要であるこ
と、他の膜タンパク質に酸性アミノ酸を導入してもシェディング耐性を付与できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ectodomain shedding (shedding) is a post-translational modification 
mechanism that cleaves a membrane protein in the vicinity of the membrane and solubilizes the 
extracellular region. In this study, through analysis of the adhesion molecule ALCAM, whose shedding
 susceptibility changes depending on the presence or absence of alternative exon encoding the 
vicinity of the membrane, it was clarified that acidic amino acids encoded by the selective exon are
 required for conferring shedding resistance. Furthermore, it was clarified that the number of 
acidic amino acids is important, not the position, and that shedding resistance can be imparted even
 if acidic amino acids are introduced into other membrane proteins.

研究分野：生化学、細胞生物学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、膜タンパク質のシェディング感受性が「有利な条件の存在」ではなく「不利な条件の不在」によ
って規定されることが示唆された。この知見は、これまで明らかにされていなかったシェディングの特異性決定
機構の理解を大きく進めるものである。またシェディングは炎症性疾患・がん・神経変性疾患などの発症に関わ
ることが知られており、シェディングに不利な条件（＝酸性アミノ酸）の発見はこれらの疾患の治療方法の開発
に繋がる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞外領域シェディング（以下シェディング）は
細胞膜に埋め込まれた膜タンパク質を膜近傍で切
断し、細胞外領域ほぼ全体を可溶化する翻訳後修
飾機構であり（図１）、切断される膜タンパク質だ
けではなくそれを発現する細胞の機能をも不可逆
に制御する影響力の強い分子機構である。しかし
ながら、その影響力の強さに反して、シェディン
グされる膜タンパク質に共通するアミノ酸配列上
の特徴がないことや、シェディング責任酵素であ
る ADAM（a disintegrin and metalloprotease）
ファミリーメタロプロテアーゼの基質特異性が低
いことなどから、シェディングの特異性を決める
分子機構はほとんど明らかにされていなかった。 
研究代表者は、CADM1（cell adhesion molecule 1）と ALCAM（activated leukocyte cell 
adhesion molecule）という２つの接着分子について、細胞外領域膜近傍をコードする全長の３％
にも満たない短い選択的エキソンの有無によって、シェディング感受性が１８０度転換するこ
とを明らかにしていた（図２）。この知見は、これらの接着分子の選択的エキソンがシェディン
グ感受性を決める大事な要素を含んでいることを示唆していた。また CADM1 については、選
択的エキソンがコードするアミノ酸が糖鎖修飾されることがシェディング耐性の付与に重要で
あることも明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではALCAMの選択的エキソンがシェディング
耐性を付与する分子機構を明らかにすることを目的と
した。さらにシェディング感受性と耐性の ALCAMタ
ンパク質を作り分ける機能的意義を明らかにすること
も目指した。また、膜貫通領域近傍に選択的エキソン
を持つ膜タンパク質をゲノムワイドにスクリーニング
することで、選択的スプライシングによってシェディ
ング感受性が規定される膜タンパク質が他にもあるの
か明らかにすることも目指した。 
 
３．研究の方法 
 
ALCAMの選択的エキソンに変異を導入してシェディ
ング感受性の変化を調べることで、シェディング耐性
の付与に必要なアミノ酸を特定した。またシェディン
グ感受性 ALCAM の切断部位を特定した。
CRISPR/Cas9システムを用いて ALCAMの選択的エ
キソンを欠失した細胞を作製し、ALCAMのシェディ
ングが果たす役割を解析した。膜貫通領域をコードす
るエキソンの隣に選択的エキソンを持つ膜タンパク質
をゲノムワイドにスクリーニングし、それらの膜タン
パク質のスプライシングバリアントについてシェディ
ング感受性を比較した。 

  



 
４．研究成果 
 
ALCAM の選択的エキソンがコードする６
つの酸性アミノ酸を中性アミノ酸に置換し
たところ、シェディング感受性に変化した
ことから、これらの酸性アミノ酸がALCAM
をシェディング耐性にしていることがわか
った（図３）。６つの酸性アミノ酸を N末端
側と C 末端側から順に置換して、どのアミ
ノ酸がシェディング耐性の付与に必須なの
か解析したところ、特定の酸性アミノ酸が
重要なのではなく、酸性アミノ酸の数がシ
ェディング耐性の付与に重要であることが
わかった。シェディング感受性の ALCAM
バリアントに酸性アミノ酸を導入するとシ
ェディング耐性になることと、シェディン
グ耐性の ErbB4の酸性アミノ酸を中性アミ
ノ酸に置換するとシェディング感受性にな
ることもわかり、酸性アミノ酸に広く膜タ
ンパク質をシェディング耐性にする効果があることがわかった。またシェディング感受性
ALCAM の切断部位と、酸性アミノ酸を中性アミノ酸に置換してシェディング感受性にした
ALCAM の切断部位を同定し、これらのシェディング切断部位と細胞膜との距離がほぼ一定で
あることがわかった。これらの結果から、シェディングの基質特異性は、これまで漠然と想定さ
れていた「有利な条件」の存在ではなく、シェディング切断部位近傍での「不利な条件の不在」
によって規定されることがわかり、シェディングの特異性決定機構に対する理解が飛躍的に深
まった。 
CRISPR/Cas9 システムを用いて ALCAM の選択的エキソンを欠失したマクロファージ細胞を
構築したところ、野生型の細胞に比べて運動能が亢進することがわかった。この結果は ALCAM
のシェディングが細胞運動を制御している可能性を示唆していた。 
膜貫通領域の隣に選択的エキソンを持つ膜タンパク質をスクリーニングしたところ、複数の膜
タンパク質が同定された。そのうちの１つについて、スプライシングバリアントごとのシェディ
ング感受性の違いが見られている。現在これらの膜タンパク質のシェディング切断部位の同定
を進めているところである。 
 
 

図３ 酸性アミ ノ 酸の置換による
シェディ ング感受性の獲得
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