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研究成果の概要（和文）：細胞内で見られる様々な曲面生体膜の構造制御機構において、特定の曲率を持つ曲面
生体膜と相互作用し、構造を制御する“膜曲率認識タンパク質”が重要な役割を果たす。代表者田中はこれまで
に、この膜曲率認識タンパク質の網羅的な探索技術の開発を進めてきた。
本研究では、これまでに同定されてきた候補タンパク質の機能解析を実施し、標的タンパク質の曲率認識能の発
現に寄与する脂質を特定した。さらに、原核細胞である大腸菌からも探索を進め、新規膜曲率認識タンパク質を
特定し、膜曲率認識タンパク質の幅広い生物における普遍性について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the mechanism of structural control of various curved biological 
membranes observed within cells, "membrane curvature-sensing proteins" that interact with and 
control the structure of membranes with specific curvatures play an important role. The 
representative, Tanaka, has been advancing the development of comprehensive exploration techniques 
for these membrane curvature-sensing proteins.

In this study, we conducted functional analysis of candidate proteins that have been identified so 
far and identified the lipids that contribute to the expression of curvature-sensing ability of the 
target proteins. Furthermore, we expanded the search to the prokaryotic cell Escherichia coli, 
identified novel membrane curvature-sensing proteins, and elucidated the universality of membrane 
curvature-sensing proteins across a wide range of organisms.

研究分野： 生体分子化学

キーワード： 膜曲率認識タンパク質　プロテオーム解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞形態と機能発現の相互関係が近年注目されている。本研究では、この細胞膜の構造を決める膜の曲率認識タ
ンパク質を探索する手法を開発し、この手法が大腸菌などの原核生物にも適用できることを示した。また、がん
細胞から同定されたタンパク質が曲率認識能の発現に重要な役割を果たす脂質分子を特定した。今後、これらの
機能をさらに詳細に明らかにすることで、がんマーカーやがんの悪性度の指標となるようなタンパク質が同定で
きることが期待される。このような技術が報告された例はなく、今後、様々な生物から膜構造を決めるタンパク
質が見つかり、病気の原因となるタンパク質などを特定できると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
小胞体やミトコンドリア内膜のクリステに代表されるように、細胞内には非常に複雑な曲面
生体膜構造が観察される。これらの膜構造は分裂、融合などを繰り返す過程で、平面生体膜→曲
面生体膜→小胞構造のように構造が動的に変化する。このような生体膜構造の制御プロセスに
おいて、構成する脂質成分の非対称性や細胞骨格タンパク質の作用などに加えて、生体膜の曲面
構造（曲率）を識別し、構造を制御する“曲率認識タンパク質”の重要性が示されている。そこ
で研究代表者は、これまでに異なる曲率の曲面生体膜材料(SSLB:Spherical Supported Lipid 
Bilayer)を調製し、これらに対する比較相互作用解析に基づく、曲率認識タンパク質の網羅的な
探索技術の開発を進めてきた。これにより、複数の曲率認識タンパク質が新たに同定されたもの
のその膜曲率認識機構の詳細は不明であり、さらにこの曲率認識タンパク質探索技術の汎用性
は不明であった。 
 
２．研究の目的 
代表者田中はこれまでに、サイズの異なる球形 SiO2粒子を生体膜で被覆することで、様々な
曲率の曲面生体膜材料(SSLB:Spherical Supported Lipid Bilayer)を調製し、タンパク質画分の
粒径の違いによる比較相互作用解析に基づく曲率認識タンパク質の探索技術を開発してきた。
本研究では、この技術を利活用することで曲率認識タンパク質の探索と機能解析を進める。具体
的には、候補タンパク質の曲率認識能の発現に必要な成分（補助タンパク質や脂質）を明らかに
する。さらに、この技術を用いて原核生物である大腸菌から曲率認識タンパク質の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
a．異なる曲率の生体膜をもつ材料（SSLB）の調製 
アンモニア触媒による Tetraethyl orthosilicate (TEOS)の加水分解反応を利用し、粒径 100, 1000 

nmの SiO2粒子を合成した。これを小型単層リポソーム（SUV）と混合することで、曲率の異な
る生体膜をもつ SSLBを調製した。より具体的には、大腸菌からメタノールクロロホルム法に
より抽出した混合脂質を使用し、ガラス表面で混和しながら乾燥させることで脂質フィルムを
作成した。その後、PBSバッファーを加えてボルテックスで混合し、さらに Tip sonicatorを用い
て SUVを調製した。得られた各サイズの SiO2粒子の表面積に対して、3倍程度の脂質成分を含
んだ SUVと 45℃、1 時間混和した。遠心分離により洗浄した後に、得られた SSLBを蛍光顕微
鏡並びに走査型電子顕微鏡観察により評価した。 

 
b．大腸菌から生体膜曲率認識タンパク質の探索 
大腸菌破砕液を遠心分離し、可溶性タンパク質画分を取得後、さらに超遠心分離を行うことで

細胞膜および膜タンパク質画分を取得した。その後、細胞膜に対して静電相互作用によって結合

している表在性膜タンパク質を取得するため、2.5M の臭化ナトリウム溶液中で混和させ、再度

超遠心分離することで、大腸菌の表在性膜タンパク質画分を取得した。透析した表在性膜タンパ

ク質画分とサイズの異なる SSLB との共沈試験を実施し、結合したタンパク質について、LC-
MS/MSにより比較定量解析を実施した。この際、実験に使用した100 nmと1000 nmの粒子は、
表面積の総和が等しくなるように調整した。曲率認識能の評価には、各 SSLB 上から検出された

タンパク質のスペクトルカウントをもとに、フィッシャーの正確確率検定による有意差判定 
(p<0.01) に基づき選抜した。 

 
c．候補タンパク質を精製し、単一タンパク質による曲率認識能の評価 
得られた曲率認識タンパク質候補群のうち、標的タンパク質を選定し、大腸菌での発現および

精製を行った後、脂質膜修飾 SiO2粒子との共沈試験に供することで、in vitro での曲率認識能の
確認を実施した。 
ここではすでに曲率認識能をもつことが知られる大腸菌のタンパク質 FtsZ をモデルタンパク

質として調製し、表面積を揃えたサイズの異なる SSLBとの共沈試験により曲率認識能の評価条

件を最適化した。標的タンパク質として、膜上に局在することが知られるもののその曲率認識能

については全く報告のない SecAタンパク質を対象とした。精製したタンパク質50 µgと表面積
を揃えたサイズの異なる SSLBと4℃で一晩混和した。これを遠心分離し、沈殿を SSLB 結合画

分、そして上清を非結合画分とした。それぞれのサンプルについて Laemmli sample bufferで溶出

し、電気泳動による解析を阻害する脂質成分を除去するためにアセトン沈殿して得られたサン

プルを再度 Laemmli sample bufferで懸濁して SDS-PAGEにより評価した。Coomassie Brilliant Blue 
R-250により染色後に、得られるタンパク質バンドの輝度から、標的タンパク質の異なる曲率の

生体膜に対する結合性を評価した。 
 

d．乳がん細胞に特徴的に発現する曲率認識候補タンパク質の脂質結合能の評価 



これまでの研究で同定されてきた乳がん細胞 MDA-MB-231に特徴的に発現している曲率認識

候補タンパク質 Xについて、その脂質結合能を Lipid stripを用いて評価した。具体的には、候補

タンパク質 Xを HEK293T細胞内で発現させ精製したのちに、異なる脂質がドットプロットされ

ている Lipid strip(Avanti polar lipids)に対して結合試験を行い、抗体染色することで結合能を評価

した。 
 
 
４．研究成果 

a．異なる曲率の生体膜をもつ材料
（SSLB）の調製 
まず、様々な曲率をもつ安定な曲面
生体膜を調製するために、足場となる
粒径 50〜1,000 nm程度の球形 SiO2粒
子を合成した。得られた粒子について
蛍光標識脂質を含む大腸菌由来の混
合脂質で被覆し、これによって得られ
た SSLB を蛍光顕微鏡と走査型電子
顕微鏡で観察した。その結果、明視野
顕微鏡観察によって観察される球形
SiO2粒子と同じ部位から、蛍光脂質に
由来する赤色蛍光が観察された。ま
た、脂質による被覆前後の粒子表面の
走査型電子顕微鏡画像では、脂質修飾
による粒子表面の有機被膜の存在が
確認された。以上より、本手法により
曲率が異なる（粒径の異なる）安定な
曲面生体膜構造をもつ球形材料
（SSLB）を調製できたことが確認さ
れた（図 1）。 

 
b．大腸菌から生体膜曲率認識タンパ
ク質の探索 

SSLB との共沈試験により取得し
た、膜結合性タンパク質画分をプロテ
オーム解析に供した結果、合計で 438
種のタンパク質を同定した。これらの
タンパク質について統計解析による
曲率認識能の評価を実施し、100 nmに
高い親和性を示すタンパク質として
35 種、1000 nmからは 47 種の曲率認
識候補タンパク質を取得した。これら
を KEGG により機能分類したところ
図２に示される結果が得られた。これ
をもとに細胞膜に関連する機能分類
のタンパク質を選抜し、その中から既
知の曲率認識タンパク質である FtsZ
に加えて SecAタンパク質を以降の実
験に用いることにした。 

 
c．モデルタンパク質を利用した SSLB
による曲率認識タンパク質同定技術の
開発 

bで選抜された FtsZ 及び SecAタンパク質について大腸菌を用いて精製タンパク質を調製し
た。具体的には、大腸菌からゲノムを抽出し、そこから PCRにより目的遺伝子を pET21bにク
ローニングした。IPTGによって強発現される Hisタグ標識タンパク質を Ni-NTA カラムで精製
し、脱塩したのちに、サイズの異なる SSLB との結合試験を行った。その結果、FtsZ や SecA
それぞれにおいて、1000 nmの SSLB への優位な結合を示す曲率認識能の存在を明らかにされ
た（図 3）。これによりこれまで我々が開発を進めてきた真核生物に対する曲率認識タンパク質
の探索技術は、その条件を最適化することで原核生物にも適用できることが示された。さらに
これまでにその曲率認識能について全く注目されていない SecA タンパク質について、今回の
研究で初めて曲率認識能をもつことが示され、今後この曲率認識能がどのように SecA が本来
持つ、タンパク質の輸送機構に寄与するのかについて明らかにする予定である。 

図 1 球形 SiO2粒子を生体膜で被覆することによる
SSLB の調製 

A）左：合成した SSLB 粒子の位相差顕微鏡像、
右：SSLB 粒子の蛍光顕微鏡画像（表面の脂質
膜に赤色蛍光脂質を添加） 

B）左：合成した球形 SiO2粒子の走査型電子顕微
鏡像、右：SSLB 粒子の走査型電子顕微鏡像 

図 2 大腸菌から同定された曲率認識タンパク質の
機能分類 



 

 

 
d．乳がん細胞に特徴的に発現する曲率認識候補タンパク質の脂質結合能の評価 

  精製された乳がん細胞で特徴的に発現する曲率認識候補タンパク質 Xを用いて、Lipid Strip
との結合試験を行ったところ、このタンパク質 X がイノシトール系の特定の脂質 Y に結合す

ることが示された。そこでこの脂質を含む、または含まない混合脂質それぞれを用いてサイズ

の異なる SSLB との結合試験を行ったところ、この脂質 Y の有無によってタンパク質 X の曲
率認識能が劇的に変化することが確認された。本結果は、タンパク質による生体膜の曲率認識

メカニズムの本質に迫る成果であり、今後の詳細な解析が期待される。 
  

以上のように本研究では、人工的に調製された曲面生体膜材料を利用することで、原核生物

から曲率認識タンパク質を選択的かつ網羅的に同定できることが示された。本手法には、次の

ような利点があげられる。 

１）混合タンパク質溶液から曲率認識タンパク質を選択的・網羅的に探索できる 

２）複合体を形成するタンパク質をまとめて同定できる 

３）タンパク質が最も強く相互作用する生体膜の曲面構造（曲率）を推算できる 

これらの特徴は、これまで対象とされてこなかった細胞や生物での曲率認識タンパク質の探索

や機能解析を行う上で非常に有用である。今後は、本研究で同定された曲率認識タンパク質の

詳細な機能解析によって、細胞機能の発現や疾病に深く関与する曲面生体膜構造の制御機構の

理解が飛躍的に進むことが期待される。さらに曲率認識タンパク質と脂質との相互作用につい

ても新たな知見が得られつつあり、今後の研究展開が期待される。 

図 3 精製した FtsZ と SecA タ
ンパク質と表面積を揃え
た様々な粒径の SSLB と
の共沈試験による曲率認
識能の評価 
（A）SSLB に結合および
非結合タンパク質を電気
泳動（SDS-PAGE）により
評価、（B）電気泳動で確
認されるタンパク質量の
評価（1 µm の SSLBs への
結合量を 1としている） 
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