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研究成果の概要（和文）：我々は神経細胞において細胞内小胞輸送を制御するプロトルーディン

について、その構造機能連関を解明した。プロトルーディンは RBD11 ドメインにおいて Rab11
と結合し、FFAT モチーフ付近で VAP と KIF5 と結合し、さらに非典型的 FYVE ドメインに

おいてスルファチドや PI(5)P と結合していることが明らかとなった。またプロトルーディンの

欠損マウスを作製し、その解剖学的、生理学的異常を解析することによって、プロトルーディ

ンが神経細胞内の小胞輸送に重要な貢献をしていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the structure-function relationship of protrudin 
that regulates intracellular vesicle transport in neurons. Protrudin interacts with Rab11 
through the RBD11 domain, with VAP and KIF5 through the FFAT motif, and sulfatide and 
PI(5)P through the atypical FYVE domain. We also created mice deficient in protrudin and 
found that anatomical and physiological alterations in the mutant mice, suggesting that 
protrudin contributes to vesicular trafficking in neuronal cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経細胞は他の細胞には見られない形態
的・機能的特徴を有するが、その特異性は細
胞内小胞輸送機構にあると考えられている。
例えば神経細胞は長い突起を有するが、これ
は膜リサイクリングによって形質膜を特定
の部位に輸送するために生じる。このような
細胞内小胞輸送は Rab ファミリーで制御さ
れており、特に Rab11 は細胞内小胞リサイク

リングに重要であると考えられてきた。 
 我々は Rab11 に結合し、細胞内小胞輸送を
制御するプロトルーディンというタンパク
質を発見し、これが神経細胞内の膜リサイク
リングに重要な役割を果たしていることを
示してきた [Shirane & Nakayama, Science 
314: 818-21 (2006)]。プロトルーディンは、
NGF などのシグナルに応答してリン酸化さ
れると Rab11 と結合し、その結果膜リサイク
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リングを促進する。これまでの解析から、プ
ロトルーディンは小胞輸送制御を介して神
経突起形成やシナプス成熟に関与している
ことが明らかになっている。 
 プロトルーディンは N 末端側に Rab11 結
合ドメイン、C 末端側に FYVE ドメインを有
する。これは代表的な FYVE ドメインタンパ
ク質である EEA1 と類似した構造である。
EEA1 の FYVE ドメインは PI(3)P に結合し
エンドソーム融合に関わるが、プロトルーデ
ィンの FYVE ドメインは非典型的で、PI(3)P
への結合に重要なアミノ酸が保存されてお
らず、また局在も初期エンドソームとは全く
異なるため、全く新しい機能を有することが
推定された。 
 近年、プロトルーディンの点突然変異がヒ
ト の 常 染 色 体 優 性 遺 伝 性 痙 性 対 麻 痺
（autosomal dominant hereditary spastic 
paraplegia: AD-HSP ） で 見 つ か っ た 。
AD-HSP を引き起こす原因遺伝子は Spastin
や KIF-5 など数多く報告されているが、その
多くは細胞内小胞輸送に関わる分子群であ
り、プロトルーディンとの機能的な関連が予
想されている。 
 
２．研究の目的 
 我々が発見したプロトルーディンは、
Rab11 依存性の細胞内小胞輸送を制御する
膜タンパク質である  [Science 314: 818 
(2006)]。予備的な研究によって、プロトルー
ディンの FYVE ドメインが短鎖スルファチ
ドに結合すること、プロトルーディンのノッ
クアウトマウスはスルファチド合成酵素ノ
ックアウトマウスと酷似した神経機能障害
を示すことが明らかになっている。本研究で
は、プロトルーディンが個体内において神経
細胞の機能維持に果たす役割の解明、プロト
ルーディンと膜脂質との結合が小胞輸送へ
果たす役割の解明、プロトルーディン変異に
よるヒト疾患（遺伝性痙性対麻痺）における
発症機序の解明、を目的とした。 
 これらの項目に対応する具体的な戦略目
標は以下の３つである。 
（1）プロトルーディンの FYVE ドメイン（ア
ミノ酸配列が非典型的であることが既に判
明している）の結合分子は何か？その結合が
プロトルーディンの小胞輸送制御に果たす
役割は？ 
（2）プロトルーディンが欠損すると神経機
能にどのような異常が現れるのか？それは
FYVEドメインと結合する標的と何か関連が
あるのか？ 
（3）ヒトで発見されているプロトルーディ
ン遺伝子の変異は、プロトルーディン機能に
どのような影響を与えるのだろうか？それ
が疾患につながるメカニズムは何か？ 
 これらの項目について、分子細胞レベルと

個体レベルで総合的な研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
（1）プロトルーディンの FYVE ドメインに
結合する分子の同定。まずプロトルーディン
の非典型的 FYVE ドメイン（*FYVE）に結
合する分子「X」を同定するため、リコンビ
ナント*FYVE を作製し、PI(3)P に類似する
各種脂質をブロットした膜に反応させてXの
候補分子をスクリーニングする。次に実際の
脳抽出液においてプロトルーディンとその
候補分子の結合を確認する。 
（2）X の分布や動態の可視化。プロトルー
ディン FYVE ドメインを蛍光分子に融合さ
せて分子プローブとし、神経細胞内における
短鎖スルファチドの分布や動態を可視化し、
時空間的な観察を行う。 
（3）プロトルーディンノックアウトマウス
の作製と解析。既に前段階研究においてノッ
クアウトマウスの作製には成功した。まだ十
分な解析は行っていないが、ヒト遺伝性痙性
対麻痺と類似した下肢の麻痺を主徴とする
運動機能障害を呈することは判明している。
このマウスにおける詳細な形態学的・機能的
異常について解析を行う。 
（4）ヒト遺伝性痙性対麻痺に関わる分子群
との関係性の解明。報告されている遺伝性痙
性対麻痺の原因遺伝子産物に対し、プロトル
ーディンとの生化学的・遺伝学的な相互作用、
局在の一致性等を検討し、プロトルーディン
の病気への発症メカニズムを探索する。 
 
４．研究成果 
 プロトルーディンは（Rab 結合ドメイン
+FYVE ドメイン）という構造を有し、これ
は初期エンドソームの融合に関わる分子
EEA1 と類似した構造を取る。プロトルーデ
ィンの FYVE ドメインは構造的に非典型的
であり、PI(3)P にはほとんど結合しないこと
が判明した。その代わりに FYVE ドメインは
高い特異性を持って硫酸化糖脂質であるス
ルファチドに結合することが明らかとなっ
た。スルファチドは長鎖型と短鎖型があり、
我々はプロトルーディンの生理的な結合分
子として短鎖スルファチドを同定した。次に
この結果を確認するため、脳抽出液から各種
膜脂質を調製し、薄層クロマトグラフィーに
よって展開、ブロットした後、その転写膜に
FLAG-FYVE を反応させ、FLAG 抗体にて可
視化を行った。同時にコントロールとして精
製したスルファチド、ラクトシルセラミド
（スルファチドから硫酸基を除いたもの）等
を置き、FLAG-FYVE の特異性を確認すると
共に、脳抽出物中の反応物の薄層クロマトグ
ラフィーにおける移動度が精製スルファチ
ド同じであることを確認した。 
 さらにその後の解析からプロトルーディ



 

 

ンの非典型的 FYVE ドメインはスルファチ
ドだけでなく、PI(5)P とも結合することを明
らかにした。さらにプロトルーディンを発現
させた神経細胞株やトランスジェニックマ
ウスを用いたプロテオミクス解析によって、
プロトルーディンの非典型的 FYVE ドメイ
ンの結合タンパク質を同定した。その中に
PI(4,5)P2 を脱リン酸化して PI(5)P を産生す
る酵素が含まれていることが判明した。この
結合はバリデーションスタディにおいても
検出され、高い特異性を有していることが示
された。さらに Long-term potentiation 
(LTP)シグナル依存的に働くタンパク質キナ
ーゼにより、プロトルーディンによる PI(5)P
制御作用が増強されることがわかった。その
際、FYVE ドメインの樹状突起スパインへの
局在が強くなることを見いだした。これらの
ことからプロトルーディンは PI(5)P との関
わりがあることが推定された。一方、上記プ
ロテオミクス解析によってプロトルーディ
ンはキネシン様モーター分子 KIF5 とも結合
することがわかった。プロトルーディンは
KIF5 とも Rab11 とも結合し、その両者を仲
立ちするアダプター分子であることが推測
された。つまりプロトルーディンは KIF5 の
カーゴを連結するアダプターとして機能す
ることが明らかとなった。 
 さらにプロトルーディン遺伝子の一部を
破壊したマウスを作製した。このプロトルー
ディン欠損マウスの海馬神経細胞では、軸索
形成異常の他に、樹状突起スパインの成熟異
常が認められた。これらの結果より、プロト
ルーディン複合体による神経細胞内極性輸
送の制御機構の詳細が明らかになったと共
に、神経機能制御への関与が明らかになった。
現在このマウスについて、詳細な行動学的検
査を行い、上記の解剖学的異常や生理学的異
常が、行動とどのような関連があるのかを解
析中である。 
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