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研究成果の概要（和文）：Notchシグナリングでは「異なるリガンドが同種受容体に結合し、その結果、同種タ
ンパク質断片が細胞内に放出されるが、その放出様式が異なることで、異なる遺伝子発現が生じる」という
context dependencyが示されており、ここでの課題はこのメカニズムの詳細を知ることである。この事象に対
し、リガンドが生体膜上の特異的脂質を認識しうることを計算科学の手法で見出し、これは、上述のメカニズム
を語る上での基盤となる。

研究成果の概要（英文）：One of the most scientifically interesting phenomena in Notch signaling is 
its "context dependency".  This context dependency can be explained as follow: Notch ligands 
activate distinct target through the same receptor.  In this project we decided to get insight on 
the molecular mechanism of this phenomenon.
We have worked on molecular dynamics on looking at Notch ligand and certain lipids and found that 
each kind of ligand has preference in binding for a certain lipid such as GM1 or GM3.  This 
selectivity, or specificity, may explain the context dependency.  "Wet" experiments are in progress 
to verify the validity of results from the MD simulation.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Notch受容体に関する基礎研究は発生学分野が中心となり、細胞生物学、生化学的研究が行われるようになっ
た。疾患との関連も深く、医学、創薬的にも関心の高い研究対象であり、多くの研究がなされている。このシグ
ナリングにおけるcontext dependency機構の解明は、受容体と脂質との協奏機構を解き明かす上で重要であり、
本研究結果は今後の当該研究分野における道筋を示すものであると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
Notchシグナリングは、多細胞生物において進化的によく保存された経路で、発生過程において
細胞の運命を決定し、成体組織の恒常性を維持する。その破綻は様々な発生異常や疾患を引き起
こす。Notch シグナリングは隣接する細胞に発現する 1 回膜貫通型のリガンドと Notch 受容体
の結合によって開始される。リガンド結合に続き、受容体は各種プロテアーゼによって 2回の切
断（ADAM、γ-secretase による切断）を受ける。γ-secretaseによる切断は膜貫通（transmembrane: 
TM）部位で生じ、膜内切断(RIP)として知られる。その結果、細胞質内に放出される Notch 
intracellular domain （NICD）が直接核内へ移行、転写因子と相互作用し、下流遺伝子の転写を促
進する。Notchシグナリングは、細胞の生存とアポトーシスといった二者択一の細胞運命の決定
が細胞種によって異なることなどのように context dependent であるとされ、この context 
dependency存在下でのシグナリング機構の解明が喫緊の課題となっている。最近、Notch受容体
リガンド Delta-like(Dll)1と 4に関して、Dll1が Notch1受容体に結合した時、細胞膜からの NICD
の放出（受容体の活性化）はパルス的に生じるが、一方、Dll4の同受容体への結合は NICDの放
出を持続的に生じさせることが示された[Nandagopal et al. Cell 2018]。その結果、Dll1の結合は筋
形成を示すが、Dll4の結合は筋形成を阻害する。つまり、異なるリガンドが同種受容体に結合し、
その結果、同種タンパク質断片が細胞内に放出されるが、その放出様式が異なることで、異なる
遺伝子発現が生じる。 
 
２．研究の目的 
筆者らは上述の「異なるリガンドが同種受容体に結合し、その結果、同種タンパク質断片が細胞
内に放出されるが、その放出様式が異なることで、異なる遺伝子発現が生じる」という事象に関
して、受容体の clustering の違いが放出様式に違いをもたらすと推測しているが、その機構は未
知である。この放出様式、ダイナミクスに差異を与える contextとは何か、その機構はどのよう
なものか？これらの一端を明らかにすべく研究を行うこととした。 
 Notch受容体リガンドには Dll1、Dll4を含む 5種類が知られ、その N末端には C2ドメインと
いう脂質結合ドメインが存在する。この C2ドメインに関するリポソーム結合アッセイから、C2
ドメインは膜に結合することが報告され [Suckling et al.EMBO J. 2017]、また、糖脂質が受容体機
能に関与するという報告 [Hamel et al. JCB, 2010]も存在する。最近の総説 [Henrique et al. 
Development 2019等]ではNotch機能における脂質の重要性が語られるようになったが、そのメ
カニズムは未知である。申請者は、リガンドの C2ドメインが受容体周辺の脂質を認識すること
で結合する受容体を選択していると推測している。つまり、近傍の脂質環境によって Notch 受
容体の構造、会合状態は異なり、リガンドは個々に異なる脂質を認識し、その脂質環境に依存し
て異なった存在様式（会合状態等）にある結合相手を見出すという仮説である。本研究の目的は
脂質との協奏下における Notch受容体の構造、存在様式、さらにはリガンド C2ドメインが特異
的脂質を認識する機構を精査することから、上述 context dependencyのメカニズム、特に膜上で
の事象の分子機構を解明することである。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、分子動力学(MD)計算によって、1)上述の C2ドメインが特異的な脂質を検出
する（特異的脂質と結合するのか）可能性を見出す。膜タンパク質と脂質の協奏を解析する上で
の難関の一つは研究対象とする膜タンパク質の機能を制御する特異的な脂質を見出すところに
ある。この点に関して、上皮増殖因子受容体(EGFR)に関しては、lipid ordered (lo) phaseを形成す
る組成の膜への再構成[Coskun et al. PNAS 2011]が達成され、ガングリオシドの一つである GM3
が受容体活性を制御することが見出されている。この報告を参考にし、今回は GM3 に関して
Notch受容体との相互作用をみていくこととした。実際は予備的な実験において、この 1)に関し
ては良好な結果を得ていた。2)次に、各種脂質組成によって構成される脂質二重層の構造に関す
る知見を獲得し、さらに 3)そこにおける対象膜タンパク質の挙動に関する情報を得ることとし
た。2)における計算により、ラフト様構造が形成、再現される脂質分子組成を見出すことができ、
その各種マイクロドメインの構造に関する物性を理論的に解析していくことができる。さらに
3)の計算では各種マイクロドメインと Notch 受容体の存在様式の相関に関する知見が得られる。 
 今回の報告においては主に MD 計算に関する結果を述べることとなるが、その手法に関して
簡単に述べる。まず、脂質二重層に関しては、webサイト CHARMM GUI[Jo et al. Plos One 2007, 
Lee et al. J. Chem. Theory Comput.2019]において、各種脂質を選択、脂質二重層の形成を行った。
また今回用いた膜タンパク質、EGFR、Notch受容体の初期構造はそれぞれ、Endresら (Endres et 
al. Cell 2013)、Deatherageら(Deatherage et al. Sci.Adv 2017)の報告によるものとした。計算は基本
的には Martini力場における粗視化モデルの計算であり、計算は GROMACS Packageの 2019を用
いた。全原子計算における力場は CHARMM36mを用いている。 
 
 



４．研究成果 
1) C2ドメインの脂質認識 
用いた脂質二重層の組成は以下の３種類、POPC/POPS、POPC/POPS/GM1、POPC/POPS/GM3 で
ある。今回の MD計算によってわかったことは Dll1、Dll4の C2 domainは GMを介して膜に結合
することである。Dll1 に関しては、C2 domain 中 1 番目と 2 番目の β strand の間の loop(B1-B2 
loop)が GM1、GM3それぞれに結合することがわかった。一方、Dll4に関して、GM1に対しては
B1-B2 loopが相互作用することが観察されたが、GM3に対しては C2 domain中 2番目と 3番目
の β strandの間の loop(B2-B3 loop)が相互作用し、膜に埋まることがわかった。この結果は興味
深い。Hozumiらのグループの報告[Hirano et al. ELife 2020]によると、Dll4におけるこの B2-B3 loop 
(正確にはマウスの配列において相当する部位)は、Notch受容体との結合に関与することが示さ
れており 13、この loopが膜に埋まってしまうと、受容体とは相互作用しないとの推測が可能で
ある。 
2)各種脂質によって形成される脂質二重層の構造 
上述の 1)から Notch 受容体のリガンドである Dll1、Dll4 の脂質認識部位は GM と結合し、さら
に Dll4においては、受容体との相互作用部位が、膜中の GM3と相互作用し、膜に埋まってしま
うことも示された。GMは「ラフト」に存在すると考えられていることから、ここでは、ラフト
様の構造を形成し得る脂質組成から成る脂質二重層の構造を見ていくこととした。これから述
べていくが、結果的にはここで行った計算スケール(10-100μs)では、ラフト様の構造体を形成す
ることが知られる脂質であってもその種類によって、ラフト様の構造が異なることがわかった。 
 まず、上述の EGFRの再構成実験で用いられていた膜組成における各種ドメインの解析を行っ
た。主に ld層を形成する脂質としては DOPC、主に lo層を形成する脂質としては sphingomyelin
（SM）、そして、cholesterolから構成される膜(DOPC:SM:CHOL=33:33:33)である。温度 298 Kに
おいて、10μsの計算を行ったところ、一応の phase separationは観察できた。しかし、形成され
るマイクロドメインのうち 70%以上が SMと CHOL合わせて 20分子程度で形成される比較的小
さなものであり、Marrinkらのグループが DPPC/DLiPC/CHOLを用いて示した完全に２層に分か
れる構造は得られなかった[Schafer et al. PNAS 2022]。そこで、DOPCの代わりに DLiPCを用い
て、同様の計算を行ったところ、20分子程度の脂質から構成される ld層を形成するマイクロド
メインは全体の 50%以下となり、60-100の SM、CHOL分子から構成される比較的大きなマイク
ロドメインの割合が増加した。Marrink らのグループが示したような完全に２層に分かれる時間
帯もあり、lo層の中に ld層が存在する「Drop in Drop」とも表現できる構造体も観察された。 
3)各種マイクロドメインと EGFRの膜貫通―膜近傍部位配列の相関 
上述の通り、Notch 受容体がラフトに存在する、そして GM3 と相互作用することに関しては、
生化学的に示されてはいない。したがって、Notch受容体に関する議論に入る前に、それらのこ
とが調べられている EGFRを対象とした前段階の解析を行うこととした。 
 最初に EGFR 膜貫通-膜近傍部位に関して、各種膜組成における二次構造を全原子計算で解析
した。DOPC（「柔らかい膜」を形成する脂質）のみから構成される膜中においては、Endres ら
に よ っ て 報 告 さ れ た 構 造 （ 活 性 型 と 考 え ら れ て い る ） が 維 持 さ れ た が 、
DOPC/SM/CHOL/GM3(=33:33:33:1)から構成される膜中では、膜貫通ヘリックスの C 末端におい
てヘリックスがほどけた。つまり、膜貫通ヘリックスが短くなった。一方、
DLiPC/SM/CHOL/GM3(=33:33:33:1)においては、DOPCと同様、長いヘリックスが維持されていた。
この理由に関しては、次の粗視化モデル結果から考察が可能である。 
 次に粗視化モデルにおいて、EGFR膜貫通―膜近傍配列の二量体形成に対しての脂質組成の影
響を見ていくこととした。DOPCのみから形成される膜中においては、Endresらが報告した「活
性型」二量体構造が維持された。一方、両 DOPC/SM/CHOL、DLiPC/SM/CHOL組成による膜中に
おいては、二つのペプチド鎖同士は相互作用をするものの、「活性型」二量体構造の形成は見ら
れなかった。また、重要な点としては、各ペプチド鎖は比較的 ld層に存在することがわかった。 
 さらに GM3を混入させた系において解析を行った。EGFRの細胞外膜近傍部位には GM3と相
互作用することが知られる Lysが存在する。今回の計算においても計算開始時から GM3 はこの
Lysと結合することが観察された。さらに EGFR は GM3 とともに lo 層の近傍に存在するが、ペ
プチド鎖自身は ld層に存在していた。 
ここで、前述の helix break に関する考察を行う。柔らかい脂質として DOPC を用いる場合と

DLiPCを用いる場合の違いは lo、ld層を形成するマイクロドメインの大きさである。DLiPCを用
いた場合は層分離が十分であるため、lo、ld の各層が十分な大きさを確保でき、EGFR のペプチ
ド鎖は自らが好む ld 層に応じた構造形成を達成すると考えている。一方、層分離が十分でない
DOPCを用いた膜においては、近傍に存在する lo層の影響を受けてしまうために、「硬い」膜中
での構造形成が生じてしまうと考えることができる。これは今回見出された二次構造の変化に
関する考察であるが、層分離が不十分であるという発見は前述の再構成実験の結果にも理論的
解釈を付け加える。すなわち、再構成実験における DOPC/SM/CHOL/GM3中で、EGFRは二量体
を形成しないのは、小さな lo層が多く存在するために、本来 ld層に存在し、二量体を形成すべ
き EGFRが、それを妨げられていると考えることができる。 
 計算による理論的な結果に基づく考察ではあるが、これらの知見をもとに Notch 受容体の膜
貫通部位に関して解析は進行中であり、さらに、ここでの結果をもとに wetな系において物性解
析を進めていく。 
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