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研究成果の概要（和文）：BARドメインは、タンパク質の立体構造に応じた脂質膜の曲率を生成するタンパク質
ドメインとして普遍的かつ重要である。脂質膜の曲率を形成するためには、BARドメインが脂質膜上で、多量体
を形成することが必須であると考えられている。本研究では、多量体形成の時間発展を、試験管内FRETを用いた
多量体形成の経時観察を中心として明らかにし、その集合が数秒で生じることがわかった。多量体形成を促進す
る因子として、BARタンパク質が併せ持つSH3ドメインに注目し、多数のSH3ドメインが同時に結合できるポリプ
ロリン配列を持つWASPファミリータンパク質などが、液液相分離様の機構で多量体形成を誘導することを発見し
た。

研究成果の概要（英文）：The BAR domains are universal and important protein domains that generate 
the curvature of the cellular membrane according to their three-dimensional structure. The BAR 
domains form an oligomer on the lipid membrane and shape the membrane of their binding by the 
configuration of the oligomer. In this study, we found that the oligomer formation reaches the 
maximum within seconds, by observing the in vitro FRET that was designed to monitor the oligomer. 
The SH3 domains of the BAR domain-containing proteins were found to bind to the multiple sites on 
the WASP family proteins with polyproline sequences together with the adaptor proteins, the 
phosphorylated tyrosine-kinase receptor, the small GTPase, inducing the formation of oligomer by a 
liquid-liquid phase separation-like mechanism. 

研究分野： 細胞生物学　生物物理学

キーワード： BARドメイン　相分離

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、液液相分離（LLPS）様の多数の結合によるタンパク質の凝集様の集合が、生体膜の上でのBARド
メインの秩序だった集合にも関与していることが発見された。また、逆に、BARドメインの集合はLLPS様である
ことから、さらなるタンパク質の集積を促し、細胞の応答を支配する可能性がひらけた。本研究成果は、BARド
メインの集合機構を具体的に明らかにした初めての知見であり、免疫応答機構のみならず、細胞外小胞形成など
の細胞の形態変化を伴う生命現象の根源的な理解を深めた。また、詳細な分子機構を明らかにすることで、将来
の免疫細胞などの機能を操作する新たな医療の道を開く可能性がある。

※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、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 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と考えられてきた。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脂質膜を仲介するタンパク質の存在が示唆された

(Suetsugu et al., Phys Rev, 2014 他)。WASP ファミリータンパク質は、ポリプロリン配列を持

つため、多数の SH3 ドメイン含有タンパク質と結合する。これらの中には、C末端側に SH3 ドメイ

ン、N末端側に BAR ドメインと呼ばれる脂質膜の曲率を形成することができるドメインを持つ BAR

タンパク質が含まれる。BAR ドメインには、アミノ酸配列の相同性から、F-BAR ドメインあるいは

I-BAR ドメインというサブグループがある。結晶構造や電子顕微鏡像の解析により、ほとんどの

BAR および 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

らに集合、整列することで、らせん状

(Shimada et al, Cell 2007, 129:761-

72.他)やあるいは緩やかなシート状

（Hanawa-Suetsugu et al. Nat Commun 

2019）の多量体として、脂質膜の形態(曲

率)形成を行う(図１)。BAR タンパク質

は 73 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

なる。例えば、FBP17 はクラスリン被覆小孔の、PACSIN2 はカベオラの、GAS7 はファゴサイトー

シスカップの陥入構造、IRSp53 は突起構造の形成にそれぞれ関与する(Senju, JCS 2011, 

124:2032-40. Hanawa-Suetsugu et al. Nat Commun 2019 他)。 

 全ての BAR ドメインは２量体で機能するが、２量体一つの大きさは、脂質膜構造に比べると小

さく、従って、脂質膜の曲率を形成するためには、BAR ドメインが脂質膜上で多量体を形成するこ

とが必須であると考えられている（図１）。細胞の構造を形成する多量体として、細胞骨格がよく

知られているが、アクチンや微小管などの細胞骨格では、臨界濃度が存在し、また、重合核の存

在などその詳細な分子機構が明らかとなっていて、細胞の形態形成を説明するための強力な枠組

みを提供している。BAR ドメインについても、その多量体形成の理解は、細胞の形態形成の理解に

不可欠であると考えられる。 
 
２．研究の目的 

 本研究課題の第１の問いは、BAR ドメインを持つタンパク質が、どのような時間経過により多

量体形成を行うか、にある。そのために、多量体形成過程の試験管内での経時観察を行う。 

 BAR ドメインが機能する膜構造においては、WASP ファミリータンパク質が Arp2/3 複合体を活性

化し、アクチン重合を伴うアクチン繊維の再構成が生じる。一方で、WASP ファミリータンパク質

などのポリプロリン配列を持つタンパク質は、複数の SH3 ドメインとの結合が可能であることに

より、BAR ドメインを持つタンパク質の脂質膜上での BAR ドメインの集合を、ポリプロリン配列

を介した多価相互作用（multivalent interaction）により制御する可能性がある（図２）。多量

体形成過程の経時観察により、多量体形成の速度変化の観察が可能となる。 

 本研究課題の第２の問いは、BAR ドメインの多量体形成の制御機構は何か、にある。有力な候



補として、ポリプロリン配列を持つタンパク質による多価相互作用の効果が考えられ、これを中

心に調べる。 

 タンパク質や核酸が相互に結合し合うことで生じるような高濃度での分子集合が、酵素活性な

どの非線形的な変化を誘導することが液相―液相 相分離(LLPS)現象として知られている。この現

象は、WASP ファミリータンパク質と、Nck などのアダプタータンパク質の間での多価相互作用に

よっても見られることが報告されている。これらの WASP ファミリータンパク質とアダプタータン

パク質は、BAR ドメインを持つタンパク質にも結合する。したがって、BAR タンパク質もまた、溶

液中の LLPS のように WASP ファミリータンパク質などを集合させること、あるいは、逆に WASP フ

ァミリータンパク質によって BAR タンパク質が集合する可能性がある（図２）。この集合は、具体

的にはアクチン重合の誘導活性を非線形に活性化している可能性がある。 

 本研究課題の第３の問いとして、BAR タンパク質の集合に相分離で見られるようなタンパク質

の活性調節が見られるか、にある。そのために、BAR タンパク質の集合と活性調節を受けると考

えられるアクチン重合の時空間的な相関関係を調べる。 
 
３．研究の方法 

 BAR タンパク質は、脂質膜の形態を直接制御し、さらに、アクチン繊維の再構成を促すタンパ

ク質を制御することから、本研究の目的とする BAR タンパク質の多量体形成機構とアクチン繊

維形成における役割の解明は、脂質膜直下のアクチン繊維の形成過程、すなわち、細胞の形態形

成の理解に必要不可欠な役割を果たすと考えられる。しかし、BAR タンパク質の多量体形成過程

は、調べられてこなかった。その理由として、多量体形成をモニターする方法がないこと、ある

いは、多量体が、数百 nmの大きさであるため、数十分子の集合で終わってしまうために、その集

合過程の観察が困難であったことなどが考えられる。申請者らは、ファゴサイトーシスカップに

関与する BAR ドメインとして GAS7 の BAR ドメインを同定した。ファゴサイトーシスカップ

は、数μm の比較的大きな構造であるため、他の BAR ドメインの機能するエンドサイトーシス

に関わる陥入構造に比べ大きいことから、関与する分子の数がはるかに多く、したがって、集合

過程の解析が可能である。本研究では、GAS7 をモデルとして、BAR ドメイン集合の時定数および

その分子集合の制御機構を FRET を用いた経時的な測定により明らかにする。ここで確立した手法

を用いて、次に、GAS7 の結合タンパク質が集合に与える影響を調べる。次に、他の FBP17 の F-BAR

ドメイン（エンドサイトーシスに関与）、endophilin の N-BAR ドメイン（エンドサイトーシスに関

与）や、IRSp53 の I-BAR ドメイン（細胞突起の形成にも関与）も解析し、BAR ドメインの集合機

構の共通原理を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) BAR ドメイン集合の分子機序の再構成および重合速度測定 

 申請者らは、GAS7 に CFP と YFP を融合させたタンパク質を用いて、脂質膜存在下でのみ、CFP-GAS7

と YFP-GAS7 の間に FRET を観察する事に成功した。 

① FRET の最適化。脂質膜存在下でのみ、CFP-GAS7 と YFP-GAS7 の間に FRET の経時変化を観察

する事に成功した。CFP-GAS7 と YFP-GAS7 の比率を調節することで、FRET 効率を最大化した。その量

の比率は、シート状をなす多量体形成モデルと合致していた。 

② ラグタイムや臨界濃度測定。高い FRET 効率により、FRET の時間変化を測定したところラグタイムは

ほぼないことがわかった。また測定した検出可能な濃度範囲では、た臨界濃度は見られなかった。 

③ 脂質膜結合と FRET の比較。重合の速さと脂質膜の結合力の関連を調べた。FRET の程度と、リポソ

ーム共沈法など従来用いられてきた脂質膜とタンパク質の結合測定法を比較したところ相関がみられ、

FRET は GAS7 の脂質膜への結合を反映していることを示した。 

④ 結合タンパク質の BAR ドメインの分子集合における影響の探索。GAS7、IRSp53、endophilin のみな

らずほとんどの BAR ドメインを持つタンパク質は SH3 ドメインを持ち、SH3 ドメインを介して、アクチン重合

を司る N-WASP や WAVE などのポリプロリン配列に結合する。ポリプロリン配列は、複数の SH3 ドメインと



結合が可能であるので、N-WASP が GAS7 の集合を促進する可能性がある。逆に、 BAR タンパク質の膜

上での集合は、N-WASP の膜への局在化を促進する可能性がある。したがって、N-WASP および BAR タ

ンパク質の膜上での局在量をリポソーム共沈法などで調べるとともに、BAR ドメインを持つタンパク質の重

合の時間変化が、N-WASP の存在下で変化するかどうか調べた。その結果、N-WASP が存在するのみで

は不十分であった。Nck などのアダプタータンパク質は、リン酸化チロシンに結合する SH2 ドメインと複数

の SH3 ドメインを持つ。BAR ドメインの SH3 ドメインが N-WASP に結合してもなお十分なプロリンリッチ領

域があるので、Nck や Grb2 などのアダプタータンパク質と BAR ドメインを持つタンパク質は高度な分子複

合体を形成する可能性が高い。したがって、アダプタータンパク質が、N-WASP の存在下で BAR ドメイン

の集合に与える影響を調べた。その結果、アダプタータンパク質 Nck などによるより大きなタンパク質集合

ネットワークが存在する場合に、GAS7 の集合が促進されることがわかった。Nck などは N-WASP を架橋し

より大きなネットワークを形成する。 

⑤ 活性化受容体による受容体から BAR ドメインタンパク質の集合制御。受容体のリン酸化チロシンを含

むペプチドを人工脂質膜に埋め込み、リン酸化チロシンによってアダプタータンパク質を介して BAR ドメ

インの分子集合が誘導できるかどうか調べたところ、SH2 ドメインを持つアダプタータンパク質が存在する

場合に、集合が強化されることがわかった。また、低分子量 G タンパク質である Cdc42 なども人工脂質膜

にアンカーさせ、効果を調べたところ、集合が促進されることもわかった。 

 

(2) BAR ドメイン集合機構のファゴサイトーシスにおける機能と Wiskott Aldrich 症候群の遺伝子

変異の効果 

① ファゴサイトーシスにおける効果。ファゴサイトーシスはマクロファージで生じるため、マクロファージで

支配的な N-WASP の相同体である WASP の寄与も調べた。WASP は遺伝病に変異があり、GAS7 などと

結合すると思われるポリプロリン領域にもその変異がある。したがって、その変異の GAS7 の集合やファゴ

サイトーシスに対する影響も調べた。さらにこの FRET の系をマクロファージに導入し、マクロファージのフ

ァゴサイトーシスにおいてGAS7のFRETが見られるか検討した。その結果、いずれの系においてもWASP

の遺伝病変異は GAS7 の集合を減弱した。したがって図２に示す分子集合機構が、働くことによって BAR

ドメインの分子集合とその結果としての細胞膜の形態形成が生じていると考えられる。 
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