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研究成果の概要（和文）：形質膜イオン輸送体は多くのシグナルによって巧妙に制御されるが、その破綻は様々な病気
を悪化させる。本研究では、動物細胞Na+/H+交換輸送体NHE1制御機構を詳しく解析した。NHE1はATP結合蛋白質であり
、NHE1活性はATPの直接結合によって維持されることが判明した。さらに、NHE1のホルモンによる活性化は、NHE1の脂
質結合ドメインにDAGなどの生理活性脂質が結合し、ATPに代わって形質膜との親和性が増加することによって起こるこ
とを明らかにした。また、NHE1の活性化はNHE1に直接結合するカルシニュリンを介して、その下流の転写因子NFATへの
シグナルを増幅できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Although plasma membrane ion transports are delicately controlled by many signals,
 its breakdown contributes to exacerbation of various diseases. In this research, we studied in details ab
out the regulatory mechanism of mammalian Na+/H+ exchanger NHE1, which was unknown until now. We found tha
t NHE1 is an ATP binding protein, and that NHE1 activity is maintained by direct binding of ATP. Furthermo
re, hormonal activation of NHE1 was found to occur by the switching mechanism between ATP and bioactive li
pids (diacylglycerol, etc.) via lipid-interacting domain of NHE1. Moreover, activation of NHE1 was found t
o amplify the NFAT signaling via calcineurin which directly interacts with NHE1.
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜を構成する脂質の一つ、フォスファ

チジルイノシトール(4,5)二リン酸(PIP2)は、
リセプターシグナリングに伴って生成され
るジアシルグリセロール（DAG）、イノシトー
ル 3-リン酸の原料脂質であるだけではなく、
トランスポータやチャネルの直接的な制御
因子にもなることが 20 年ほど前に初めて明
らかにされた。それ以降、PIP2と相互作用す
る膜蛋白質が相次いで報告され、現在では 30
を超える数の蛋白質がリストアップされて
いる。多くの場合、脂質結合部位は膜貫通ヘ
リックスを含むイオン輸送を担うドメイン
と親水性の細胞質ドメインをつなぐインタ
ーフェース領域に位置し、構造基盤を含めた
解析が遅れており、脂質結合による活性制御
の分子機序はほとんど理解されていない。
PIP2で活性化される代表的なトランスポータ
としては、動物細胞に広く発現する Na+/H+交
換（NHE）および Na+/Ca2+（NCX）交換輸送体
が挙げられるが、その制御機構の全容は不明
である。NHE（特に普遍型 1 型アイソフォー
ム NHE1）は申請者らが長年その構造・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。NHE1は生理的には細胞内pH、
Na+濃度、細胞容積を調節するが、その制御破
綻は心臓病や癌の増悪に寄与する。私達は最
近 NHE1 の過剰な活性化が心肥大・心不全を
起こす Ca2+シグナルを惹起するのに充分であ
ることを示した。生理的・病態的に重要なこ
とは、NHE1 があらゆる種類の液性因子、機械
刺激などに反応して活性化されることであ
るが、分子機構は不明である。しかし、ホル
モンによる活性化についてはprotein kinase 
C（PKC）の強力なアクチベータ phorbol ester
（強力な DAG アナログ）によって NHE1 が強
く活性化されることから、厳密な証明もない
まま「NHE1 は PKC を介して活性化される」と
いう説が受け入れられてきた。私達は最近、
NHE1 の活性化は PIP2結合部位を含む約 60 残
基ほどの膜直下領域（lipid-interacting 
domain, LID と呼ぶことにする）に phorbol 
ester/DAG が直接結合し、その結果形質膜と
の相互作用が増強することによって起こる
という説を発表した。特に興味深いのは、
phorbol ester（PMA など）、膜透過性 DAG ア
ナログ OAG、リセプターアゴニストを添加す
ると、GFP 蛍光ラベルした LID が細胞膜に集
積するという現象である。同様の現象は PKC
の phorbol ester 結合ドメイン（C1ドメイン）
においてもよく知られている。すなわちこれ
らの結果は、phorbol ester/DAG 結合によっ
てLIDの何らかのダイナミックな構造変化が
起こり、PIP2や PS などの酸性リン脂質への親
和性増加が起こることを示している。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、NHE1 の最重要ドメインであ
るLIDの機能と構造を明らかにすることであ
る。具体的には、(1)形質膜に発現する NHE

アイソフォーム(NHE1-NHE5)のホルモン、
phorbol ester、浸透圧変化などによる活性
調節の多様性がLIDと脂質あるいは脂溶性因
子との相互作用の違いに立脚するという仮
説を検証する。(2)NHE1 が「ATP 結合蛋白質」
であることを確定し、なぜ NHE1 活性に ATP
が 必 要 な の か を 明 ら か に す る 。 (3) 
staurosporine や phorbol ester の化学構造
に基づき、インシリコとバイオアッセイを用
いて、NHE1 の“活性化だけ“を阻害する薬物
をスクリーニングする。得られた化合物によ
る心疾患病態改善効果を調べる。(4)浸透圧
変化に反応して生成する脂質を同定し、その
LIDとの相互作用がNHE1活性化に関与するの
かどうかを明らかにする。(5) LID の結晶構
造を解明し、脂質因子との相互作用を含めて
活性調節の構造基盤を明らかにする。(6)SF9
細胞より精製したNHE1/CHP1複合体の結晶構
造(全体構造)を明らかにする。(7)NHE1 の活
性化が下流の酵素へのシグナリングをどの
ように増強するかを解析する。特に、最近見
出した NHE1 に直接結合するカルシニュリン
(CaN)について解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子工学的方法。ヒト NHE1 およびそ
の変異体、あるいは他の関連遺伝子への変異
導入は、基本的には PCR プロダクトの発現ベ
クターへの挿入、DNA シークエンスによる変
異の確認など、基本的な遺伝子工学操作によ
り行った。 
(2) NHE1 遺伝子発現。リポフェクタミンに
よる NHE1 活性を持たない線維芽細胞へのト
ランスフェクションクション、活性による選
択により行った。 
(3)NHE1 活性と細胞内 pH 測定。NHE1 活性は
阻害剤で阻害される細胞への 22Na+取り込み
活性によって測定した。細胞内 pH は pH 感受
性蛍光色素 BCECF の変化か、あるいは
14C-benzoic acid の取り込み活性によってモ
ニターした。 
(3)免疫染色、GFP 蛍光蛋白質の顕微鏡観察は、
細胞を無蛍光グラスへ培養し、従来の方法に
よりコンフォーカル顕微鏡（オリンパス、
FV1000）で行った。 
(4)SF9 からの NHE1/CHP1 複合体の精製。CHP1
は NHE1 の細胞質側の必須サブユニットであ
る。これらの遺伝子に精製用タグを付加し、
pFASTBac ベクターに挿入し、バキュロバイラ
スに移行し、SF9 昆虫細胞へ感染させて、
NHE1/CHP1 複合体を発現させた。形質膜調整、
界面活性剤による可溶化を経て、NHE1/CHP1
複合体を精製した。 
(5)光親和性標識。精製した NHE1/CHP1 複合
体を ATP アナログ、8-Azido-ATP-biotin と混
合し、紫外線ランプともとで光標識を行った。 
(6)薬物のスクリーニング。Staurosporine と
phorbol ester の二つのリード化合物の構造
をもとに、類似性に立脚したインシリコスク
リーニングを行って、上位にランクされた化



合物を入手した。また、インドロカルバコー
ル骨格を有する化合物も別途入手した。 
 
 
４．研究成果 
 3 年間の研究において、目的欄の(2)(3)(7)
については研究が進展し、論文発表に至った。
それ以外（1, 4, 5, 6）についても相当な程
度まで研究が進んだものもあるが、まだ先は
長いと言わざるをえない。そこでここでは、
目的欄の(2)(3)(7)について記載する。 
（1）（目的欄 2）NHE1 は ATP 結合蛋白質で
ある。細胞内 pH や Na+濃度の制御を担う形質
膜 Na+/H+交換輸送体 NHE1 は二次性能動輸送
体ファミリーに属し、その活性には ATP 加水
分解のエネルギーを必要としない。しかし奇
妙なことに、細胞を代謝阻害剤で処理して
ATP を枯渇させると、生理的な中性 pH 付近で
の活性は完全に消失する。ところが、NHE1 に
は P-loop モチーフなどの典型的な ATP 結合
モチーフは存在せず、NHE1 活性になぜ ATP が
必要なのかは未だに解明されていない。そこ
で、NHE1 が ATP 結合蛋白質であるかどうかを
検討した。 
NHE1 および細胞内の必須サブユニット CHP1
にそれぞれ Strep および Hisの精製用タグを
付加し、SF9 昆虫細胞から NHE1/CHP1 複合体
を精製した。ATP 結合は、光親和性架橋試薬
8-azido-ATP-biotin による光架橋で検出し
た(図 1A)。この試薬を使えば、biotin への
ExtraAvidin 結合によって架橋された蛋白質
を検出できる。紫外線(UV)照射により
8-azido-ATP-biotin と NHE1 との光親和性架
橋が起こった（図１B）。この架橋は NHE1 サ
ブユニット CHP1 では起こらないので、ATP は
NHE1 に親和性があると考えられる。この光架
橋は competitor である種々の非標識ヌクレ
オチド（10 mM）で抑制された（図 1C）。特
に ATP は最も強く光架橋を阻害し、NHE1 は
ATP 結合蛋白質であることが強く示唆された。
ATP の親和性は約 1−2 mM であり、それは ATP
による NHE1 活性化の濃度域に一致した。ま
た、ADP の親和性は低いので、NHE1 に結合し
た ATPは代謝阻害剤によって細胞内の ATPプ
ールのほとんどすべてがADPへ変換するのに
伴って NHE1 から解離すると考えられる。 
ATPはNHE1制御にとって最重要ドメインであ
る脂質結合ドメイン（LID）に結合する。LID
には典型的なATP結合モチーフはないが、ATP

結 合 蛋 白 質 で 頻 繁 に 見 ら れ る
(R/K)(X2-3)(R/K)という配列が存在する。おそ
らく ATP は NHE1 の重要な制御因子であり、
NHE1活性はLIDへのATP結合によって維持さ
れていることが示唆された。 
(2)（目的欄 3）薬理学的検討による NHE1 の
活性制御の機構。NHE1 は蛋白質キナーゼ C
（PKC）の強力なアクチベータであるホルボ
ールエステルによって活性化されることか
ら、PKC がホルモンによる NHE1 活性制御の重
要な因子であると考えられていたが、私達の
説はPKCではなく、ホルボールエステルはLID
を介して NHE1 を活性化するというものであ
る。この説をさらに強固にするために、30 種
類の PKC阻害剤として知られる化合物を入手
し検討したところ、そのほとんどが PKC を阻
害する濃度で NHE1 の活性化を阻害せず、PKC
は関与しないことが判明した。しかし、
staurosporineと数種の類似体はNHE1活性化
を阻害した。TNP-ATP を用いた解析により、
staurosporine と数種の類似体が競合的に
LIDに直接結合することによってNHE1活性化
を阻害することが結論された。 
以上の結果から、NHE1 活性化の機構は次のよ
うに説明される。NHE1には常時ATPが結合し、
静止状態で高いNHE1活性を維持している（図
2）。ホルモンによって GPCR が活性化される
と、DAG が LID に結合し、形質膜内層の酸性
リン脂質への LID の親和性が増加する。この
際、ATP から酸性リン脂質への“switch”が
起こると考えられる。LID のこの動きが NHE1
全体の構造変化をもたらし、細胞内 H+の親和
性増加を伴う活性化に導くと考えられる。 

 
(3)（目的欄 7）NHE1 によるカルシニュリン
活性化。Na+/H+交換輸送体 NHE1 の新規結合蛋
白質として、Ca2+/カルモジュリン依存性の脱
リン酸化酵素カルシニューリン（CaN）を発
見した。CaN は、NHE1 の C末端側細胞質領域
に存在する既知のCaN結合モチーフ（PxIxIT）
と似た配列に直接結合することがわかった。
そこで、NHE1発現がCaN活性に影響するのか、
CaNの脱リン酸化標的である転写因子NFATの
プロモーター活性および GFP 標識 NFAT の核
移行を調べた。驚くことに、内在性 CaN の活
性は、NHE1 を欠失した細胞と比べて、野生型



NHE1 を過剰発現すると 3 倍程度上昇し、GFP
標識 NFAT の核移行も促進した。いくつかの
NHE1 変異体を使って調べた結果、NHE1 によ
る CaN 活性増幅作用には、NHE1 の CaN 結合能
と活性の両方が必要であることが分かった。
これらのことから NHE1 は、その近傍の pH 環
境を調節することで結合したCaN活性を制御
する役割を持つことが予想された。実際に、
in vitro の CaN 活性は pH 依存的であり、ア
ルカリ pH で活性が上昇した。これらのこと
から、NHE1 は自身の活性化を介して直接結合
した CaN を活性化し、下流の NFAT シグナル
を増幅するという新たな機構が存在するこ
とが考えられた（図 3）。NHE1 と CaN はとも
に心筋細胞肥大に関わる重要な分子である
ことから、本研究で見つかったこの相互作用
が、心肥大過程において何らかの役割を持つ
ことが考えられる。 
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