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研究成果の概要（和文）：Na+/H+交換輸送体(NHE1)のホルモンによる活性化は、脂質結合ドメ

インの lipid-switch 機構で起こることが判明した。すなわち、このドメインは ATP、酸性リン

脂質、DAG（あるいは強力なアナログである phorbol ester）などが結合し、結果として起こ

る LID の構造変化によって NHE1 活性が制御されることがわかった。また、NHE1 の活性化

は、NHE1 に直接結合するカルシニュリンおよびその下流の NFAT 経路を促進することも判明

した。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that NHE1 activation by hormones occurs via the 

lipid-interacting domain (LID) which functions as a molecular switch. ATP, acidic 

phospholipids or diacylglycerol (or its potent analogue phorbol ester) directly binds to LID 

and modulate the NHE1 activity via conformational change of LID. In addition, NHE1 

activation was found to promote calcineurin-NFAT signaling pathway via direct interaction 

of calcineurin with NHE1. 
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１．研究開始当初の背景 

イノシトールリン脂質はリセプター刺激に

よって活性化される PLC によって、Ca2+シ

グナルを惹起する IP3 と蛋白質キナーゼ

C(PKC)を活性化するジアシルグリセロール

(DAG)に分解される。他方、PIP2は多くの膜

蛋白質に直接結合することによって機能制

御（多くの場合、活性化）を行うことが報告

されてきた。また最近、DAG が直接作用し

てチャネル活性を制御する例も知られるよ

うになった。すなわち PIP2や DAG は膜蛋白

質の直接的な生理活性脂質であることが明

らかになりつつある。そのような膜蛋白質の

代表的な例として Na+/H+交換輸送体(NHE)

が挙げられる。 
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NHE（特に普遍型１型アイソフォーム

NHE1）は私達が長年その構造・機能研究に

おいて世界をリードしてきたトランスポー

タである。主として phorbol ester（強力な

DAG アナログ）の作用に基づき、NHE1 は

PKC 標的であると信じられてきた。しかし

NHE1 は PKC でリン酸化されないことから、

NHE1 の活性調節には他のメカニズムが関

与することが示唆された。NHE1 制御には膜

直下領域（lipid-interacting domain, LID と

略記する）が必須であり、このドメインと脂

質や ATP などのリガンドとの相互作用につ

いて詳細な検討を行い、活性化の機構を明ら

かにすることをめざした。 

 

２．研究の目的 

(1)Na+/H+交換輸送体(NHE1 アイソフォー
ム)の活性制御にはフォスファチジルイノシ
トール-2 リン酸(PIP2)結合ドメインを含む膜
直下領域(LID)が重要である。その領域が他
のリン脂質や phorbol ester をも結合すると
いう思わぬ発見に基づき、これまでの常識で
ある PKC によるリン酸化ではなく、NHE が
これら脂質との直接結合によって活性化さ
れるのではないかという仮説を検証する。 

(2)予備実験の結果、プロテインキナーゼの
ATP 結 合 ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る
staurosporine が NHE1 の活性調節を強く抑
制するということがわかっている。そこで、
NHE1 が ATP 結合蛋白質であるかどうか、
また ATP と LID との相互作用があるかを検
証し、NHE1 の ATP 要求性のメカニズムを
明らかにする。 

(3）さらに、NHE 構造を安定化させる脂質
因子を探索し、これまで困難であった NHE

の結晶構造解析へと展開する。 

(4)また研究の進展によっては、一般的に他の
イオントランスポータ・チャネルの PIP2 結
合部位近傍がそうした種々の生理活性脂質
をも結合しうる”lipid switching”ドメインと
して機能するかどうかを検証する。 

(5)NHE1 の新規結合蛋白質を同定し、ホルモ
ンによる NHE1 活性調節との機能連関を明
らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)プラスミドコンストラクトは、ヒト NHE1

をコードする cDNA を用いて、主として PCR

を用いて定法に従って行った。NHE1 欠損細
胞の培養、プラスミドトランスフェクション、
細胞内 pH 測定も定法に従った。 

(2)コンフォーカル蛍光顕微鏡観察は、無蛍光

ガラスをコートしたディッシュに培養した
細胞を用いた。 

(3)SF9 からの蛋白質精製は、バキュロバイラ
スを精製したのち、SF9 に感染させ、アフィ
ニティーカラムを用いて行った。光親和性標
識は蛋白質と 8-azido-ATP を接触させて、
UV 照射して行った。 

(4)その他の方法はすべて定法に従った。 

 

４．研究成果 

(1) NHE1 の 60 残基ほどからなる LID(aa 

542-598)には PMA などのホルボールエステ
ル (PEs)あるいはジアシルグリセロール
(DAG)が直接結合することが判明した。これ
らの相互作用の結果として形質膜酸性リン
脂質への結合が増強され、何らかの構造変化
を伴って細胞内 H+親和性の増大が起こると
考えられた。すなわち、ホルモンによる
NHE1 の活性化は PKC によるものではなく、
PIP2 ブレイクダウンによって生成される
DAG の直接結合によると考えられる。LID

は PE/DAG のみならず様々な脂容性因子を
broad specifity で結合することが示唆された
(J.Biol.Chem., 2010)。(目的 1 に対する成果) 

(2) NHE1 の新しい結合蛋白質として Ca2+依
存性脱リン酸化酵素であり、心肥大のシグナ
ル因子として知られるカルシニュリン(CaN)

を発見した。CaN は NHE1 の細胞質ドメイ
ンのPIVITDというモチーフに結合すること
がわかった。NHE1 がホルモンによって活性
化され、局所 pH が増加することで CaN が
活性化され、転写因子 NFAT の核移行と心肥
大関連遺伝子の発現増強が起こるという新
しいシグナル系の存在が明らかになった
(Mol.Cell. Biol., 2012)。(目的5に対する成果) 

(3) NHE1 活性には ATP が必要であり、この
ATP 要求性には LID が必要である。しかし、
そのメカニズムは明らかでない。SF9 から精
製した NHE1 とそのサブユニット CHP1 と
の 複 合 体 標 品 を 用 い た 光 親 和 性 試 薬
8-azido-ATP との反応により、NHE1 が ATP

結合蛋白質でありことが判明した(図)。トロ
ンビンによる限定分解、変異導入、平衡透析
の方法によって、ATP 結合は LID で起こる
ことがわかった(FEBS Journal, 2013)。(目的
2 に対する成果) 

(4) あらゆる手段を駆使して、NHE1 の X 線
構造解析に適した蛋白質の精製を進め、比較
的安定な LID と CHP1 との複合体の精製に
成功した。結晶化に向けた萌芽的結果になる
と思われる。また、脂質との相互作用が報告
されているイオンチャネルを多数クローニ
ングし、目的達成に向けて始動している。(目
的 3 および目的 4、に対する萌芽的成果) 
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