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研究成果の概要（和文）： IRSp53 は、その IMD/I-BAR ドメインが立体構造上の凸面で膜突

起の菅構造の内側に局在することで脂質膜の形態を形成する。pacsin2 は、その EFC/F-BAR

ドメインの立体構造上の凹面で脂質膜に結合する。凹面に対応する膜曲率は突起構造の根

本の部分に見られ、EFC/F-BAR ドメインは、突起の根本の膜構造を形成することで、突起

形成に関わっている。がん細胞などに見られる突起構造であるポドソームにおいても、こ

の機構が働いていると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：The I-BAR domain of IRSp53 deforms plasma membrane into 
protrusion through its binding of its convex surface to the inner surface of tubular 
protrusions. In contrast, the F-BAR domain of pacsin2 deforms plasma membrane at the 
neck of the protrusions, where orthogonal membrane curvature is formed by the concave 
surface of the F-BAR domain. These two modes of plasma membrane deformation are 
thought to be important for cellular protrusions including podosome for cancer cell 
invasion. 
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１．研究開始当初の背景 
生物の構成要素である細胞は、多細胞生物

においてはさまざまに分化し、さまざまな形態

を持っている。細胞の形態は、細胞骨格と細

胞膜により規定されると考えられている。細胞

の形態は静的なものではなく、動的に変化し、

その中でも最もはやいものが外界から細胞に

与えられる刺激に応じて生じる細胞運動にお

いて見られる。細胞運動は多細胞生物の発生

において分化した細胞が機能する場所に移

動する場合に見られるほか、細胞運動の過剰

な活性化はがん細胞に見られるような転移を
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引き起こす。細胞運動は多くの場合、細胞が

移動する方向に向かって出す突起構造と、そ

の反対側の収縮の繰り返しによって行われる。

したがって、突起構造の形成メカニズムを理

解することは非常に重要である。これらの突起

構造形成において最初期に動員されるのは

アクチン細胞骨格であるとこれまで考えられて

きた。細胞の移動する先端でアクチン重合が

起こり、アクチンフィラメントの束である糸状仮

足（フィロポディア）や枝分かれしたアクチンフ

ィラメントの集積である葉状仮足（ラメリポディ

ア）といった細胞の外側に突き出る突起構造

を作る。 

 私はこれまでの研究において WAVE1、

WAVE2、WAVE3 からなる WAVE ファミリータ

ンパク質を同定することに成功した（Suetsugu 

et al, 1999）。WAVE ファミリーは WASP ファミ

リータンパク質のサブファミリーを形成し、

WASP、N-WASP と同じく Arp2/3 複合体を活

性化することによりシグナル依存的なアクチン

重合を引き起こすと考えられている。我々およ

び他のグループのWAVE1ノックアウトマウス、

WAVE2 ノックアウトマウス、および N-WASP ノ

ックアウトマウス由来の繊維芽細胞の解析、さ

らにはWAVE1 と WAVE2 の RNA 干渉法によ

る発現抑制実験から、WAVE1、WAVE2、

N-WASP の細胞運動における役割が明らか

になった。WAVE1、WAVE2, N-WASP をそれ

ぞれ欠損した細胞を比べると WAVE2 を欠損

した細胞でのみ顕著に葉状仮足形成が阻害

されていたことから、WAVE2 は葉状仮足形成

に必要不可欠な分子であり、細胞の突起形成

を伴う方向性を持った細胞運動全てに重要で

あることがわかった(Suetsugu et al, 2003, 

Yamazaki et al, 2003)。葉状仮足は枝分かれ

したアクチンフィラメントによって構成されてい

る。アクチンフィラメントの枝分かれは Arp2/3

複合体によって誘導される。我々は、この

Arp2/3 複合体のアクチンフィラメント形成、枝

分かれ形成活性を活性化するタンパク質が

WAVE2 であり、実際に in vitro および in vivo

の両面でWAVE2 が Arp2/3 複合体を直接活

性化することを見いだした。また、WAVE2 のタ

ンパク質複合体の解明し、WAVE2 は複合体

として機能すること、複合体形成はWAVE2 の

細胞内で安定に存在するために必要不可欠

であること、局在に関与していることを見出し

た(Suetsugu et al, 2006)。 
２．研究の目的 
背景で述べたように葉状仮足形成の分子

機構はよくわかっているように見える。しかしな

がら大きな論理的な欠落がここに存在し、

WAVE2 が駆動する Arp2/3 複合体によるアク

チン重合が細胞の外向きに伸張し、葉状仮足

となる必然は無い。なぜなら同じく細胞膜での

Arp2/3 複合体の活性化は細胞膜に対して細

胞の内側に向かって生じるエンドサイトーシス

でも見られる。したがって、ここに未知の細胞

膜と細胞骨格を結ぶインターフェイスとなる機

構があると考えられる。このインターフェイスの

解明は細胞膜直下で生じる Arp2/3 複合体の

活性化によって生じるアクチン重合の方向を、

内向きあるいは外向きに誘導し、陥入構造で

あるエンドサイトーシスあるいは突起構造であ

る葉状仮足、糸状仮足の決定のために機能し

ていると考えられる。 

われわれは、WAVE2 結合タンパク質として

SH3 ドメインを持つアダプター分子 IRSp53 を

同定した。IRSp53 は、WAVE2 複合体の構成

タンパク質ではないことから、WAVE2 の活性

を動的に制御していると考えられる。興味深い

ことに、IRSp53 はリン脂質に結合することを見

いだした。リン脂質との結合は、IRSp53のN末

に存在する IMD/RCB/I-BAR ドメインによって

いて、このドメインが、突起形成に対応する凸

状の特定の細胞膜の形態を認識している可

能性が示唆されている(Suetsugu et al,2006)。 

したがって、IRSp53 はWAVE2 を介して行う

アクチン細胞骨格制御における細胞膜とのイ

ンターフェイスの分子実態であると考えられる

が、この仮説をサポートするデータは十分に

得られていない。 

さらに、IRSp53 は WAVE2-Arp2/3 複合体

を介して枝分かれしたアクチン繊維の葉状仮

足形成を駆動するだけでなく、おなじく

Arp2/3 複合体を活性化し、糸状仮足形成や

エンドサイトーシスに関わるN-WASPにも結合

することが知られている。さらに、IRSp53 は

Ena/VASP や mDia のような直線的なアクチン

繊維の形成すなわち糸状仮足形成にかかわ

る分子とも結合する (Yamagishi et al,2004, 

Krugmann et al,2002)。さらに、IRSp53 はリン

脂質との結合ドメインを共通に持つタンパク質

ファミリーを形成する。このタンパク質ファミリ

ーは IRSp53 に代表される SH3 ドメインを持つ

ものと、MIMに代表されるアクチン結合モチー

フを持つものに分かれることが知られている。 

すなわち、IRSp53 やその類縁分子を中心と

するタンパク質相互作用、脂質タンパク質相

互作用のネットワークが、アクチン繊維の伸張

を陥入構造ではなく、突起構造形成に方向付



けるとともに、糸状仮足や葉状仮足のような突

起構造を「作り分ける」分子実態である可能性

を示唆する。SH3 ドメインを持つアダプタータ

ンパク質は多数知られていて、IRSp53 のみが

SH3 ドメインを介して WAVE2 と結合するとは

考えにくい。このように細胞膜やさまざまなア

ダプタータンパク質を介した重層的な制御が

細胞移動のためのアクチン細胞骨格再構成

においてなされていると考えられる。本研究で

は、IRSp53 に代表される脂質膜結合タンパク

質が、細胞移動先端において糸状仮足や葉

状仮足を形成するためのアクチン細胞骨格を

動員する仕組みを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）IRSp53 の脂質タンパク質相互作用ネット

ワークの解明。 

FLAG タグ付の IRSp53 の免疫沈降などの

手法により、IRSp53 を含むタンパク質複合体

を検討した。その結果、新規な未知の結合タ

ンパク質を見出すことができなかった。しかし

ながら、IRSp53 と類似の SH3 ドメインを持つタ

ンパク質の探索から、新たな突起構造に関わ

る IRSp53 の類縁タンパク質 pacsin2 を見出す

ことに成功した。 

（２）IRSp53 が葉状仮足という特定の限局され

た細胞膜に結合、局在する機構の解明。 

IRSp53 や pacsin2 あるいは、その類縁分子

は Ｎ 末 部 に 脂 質 結 合 ド メ イ ン で あ る

IMD/I-BARあるいはF-BARドメインが存在す

る。IMD ドメインのアミノ酸に変異を入れた

GFP タグつきの全長発現系を用いて、IMD の

脂質結合に必要なアミノ酸が IRSp53 の局在

化に必要であるかどうか、TIRF 顕微鏡を用い

て検討した。どうように F-BAR ドメインの脂質

結合に必要なアミノ酸が pacsin2 の局在化に

必要であるかどうか検討した。 

（３）IRSp53、pacsin2 および結合タンパク質の

局在（分子動態）と突起形成の時空間的解

析。 

これまでのタンパク質分子動態/局在の解

析では、タンパク質の局在した場所において、

突起伸展が生じるかどうか、また突起の伸展

速度と分子の局在強度との相関関係はそれ

ほど調べられてこなかった。したがって、

IRSp53、pacsin2、MIM、WAVE2 などのタンパ

ク質が本当に突起伸展部位に伴って局在す

るかどうか調べる必要があった。TIRF および

共焦点顕微鏡を用いて、これらのタンパク質

およびアクチンの葉状仮足および糸状仮足に

おける局在と動態を解析した。 

（４）IRSp53、pacsin2 のリン酸化 

IMD ドメインの中のチロシン残基がリン酸化

されることを予備的な実験により見出していた。

変異の導入により１７番目のチロシンがリン酸

化されることを同定した。また、pacsin2 に関し

て、３１１番目のセリンがリン酸化されることを

同定した。その意義は現在解析中である。 

（５）IRSp53 および pacsin2 の RNAi  

人為的に細胞膜の形態を変形し、分子の

局在を観察することは当初想定した磁性ビー

ズによる方法では、私たちの検討した範囲で

は、IRSp53 や pacsin2 の局在化は見られず困

難であった。したがって、人工的に活性化型

Src を導入し形成させた、浸潤突起であるポド

ソームを用いて、解析を行った。がん細胞に

重要な浸潤突起であるポドソームの形成に対

する IRSp53 と pacsin2 の役割を、RNAi により

検証した。どちらの RNAi においてもポドソー

ム形成の障害が観察された。 
 
４．研究成果 

平成２０年度の研究では細胞の移動先端に

おいて、アクチン細胞骨格の再構成がどのよ

うな分子機構によって細胞膜の形態変化につ

ながり、移動先端にみられる特徴的な細胞形

態を形成する機構に注目している。私たちが

見いだした ISRp53 は、細胞膜に対する結合

能を持ちさらに細胞膜の突起構造をアクチン

細胞骨格の再構成によらず誘導することがで

きる。IRSp53 は細胞膜の中でも突起構造に限

局して局在する。本年度の研究では、IRSp53

が突起構造に局在する様子を計時的に観察

した。その結果 IRSp53 は細胞の突起構造が

形成されるより早い時間に将来の突起構造が

形成される位置に局在することを見いだした。

さらに IRSp53 の局在に関する時空間解析を

開始し、IRSp53 の局在と突起形成の時間相

関の解析を試みている。粒子状の局在を示す

場合に関しては２種類のタンパク質の局在の

時間相関をとることに成功している。さらに、

IRSp53 の膜結合能に関する変異体を検討し、

細胞膜への局在が障害されていることを見い

だした。また、IRSp53 とよく似た IMD ドメインを

持つ MIM は IRSｐ５３とは異なり、IRSp５３の後

から細胞移動先端に動員されることを見出し

た。このことは IRSp53がまず膜形態を形成し、

WAVE2 を介してアクチン細胞骨格を再編す

る過程において、MIM がアクチン結合モチー

フによって局在化されることを示唆している。 

また、突起構造に局在し、かつ、膜変形能を

持つタンパク質 pacsin2 を新たに見いだした。 



平成２１年度の研究では、新たに見出された

pacsin2 の解析を集中して行った。pacsin2 の

過剰発現が膜の変形によって突起構造を誘

導することを見いだした。IRSp53 の場合は

IMD/I-BAR ドメインがその立体構造上の凸面

で膜突起の菅構造の内側に局在することで脂

質膜の形態を形成する。これに対し、pacsin2

は EFC/F-BAR ドメインを持ち、EFC/F-BAR

ドメインの立体構造上の凹面で脂質膜に結合

する。凹面に対応する膜曲率は突起構造の

根本の部分に見られる。従って pacsin2 の

EFC/F-BAR ドメインは、突起の根本の膜構

造を形成することで、突起形成に関わってい

ると考えられる。Pacsin2 は N-WASP を介して

アクチン重合を誘導することから、N-WASP を

介したアクチン重合が突起構造を形成する機

構を説明できると考えられる。また、pacsin2 は

他の EFC/F-BAR と同じく膜陥入構造も誘導

できることから、EFC/F-BAR ドメインはその立

体構造上の凹面で脂質膜と結合することによ

って多彩な細胞膜の微細構造を形成している

可能性を示した。 

 

平成２２年度の研究では、本年度の研究では、
IRSp53 および pacsin2 に焦点を絞り研究を行
った。IRSp53 は I-BAR/IMD ドメインを持ち、
I-BAR ドメインの凸部で膜と相互作用すること
から、突起膜の軸部、あるいは、先端の内側
において膜の形態を制御すると考えられる。
Pacsin2 は F－BAR ドメインを持ち、F-BAR ドメ
インの凹部で膜と相互作用することから、突起
膜の基部（細胞膜の突出が開始される部分）
で機能すると想像される。平成２２年度は、が
ん細胞の浸潤に関わる突起構造であるポドソ
ームにおける IRSp53 と pacsin2 の機能を検討
した。ポドソームは活性化型 Src でトランスフォ
ームした NIH-3T3 細胞に見られる、その形成
はSrc依存的である。IRSp53と pacsin2の細胞
内局在を詳細に検討したところ、IRSp53 と
pacsin2 はともにポドソームに局在したがポドソ
ーム内での局在部位は異なっていた。さらに、
IRSp53やpacsin2のノックダウンを行ったところ、
いずれの場合にもポドソームの消失が観察さ
れた。さらに、Src の自己リン酸化を認識する
抗体で Src の活性を検討したところ、Src の自
己リン酸化の減弱が IRSp53 や pacsin2 のノッ
クダウン細胞で観察された。すなわち、ポドソ
ームなどの膜の形態形成がSrcの活性制御に
関わっている可能性が示唆された。このことは、
膜の形態と細胞移動装置の形成が細胞内シ
グナル伝達と関連していることを示唆してい
る。 
 さらに pacsin2 がカベオラに局在し、接着斑
のターンオーバーを通じて、細胞運動を制御

している可能性を見出した。 
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