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研究成果の概要（和文）： 

本研究によりFBP17による生体膜のチューブ構造依存的なアクチン重合活性化機構をin vitro再

構成実験により明らかにすることができた。in vivoにおいてはFBP17がファゴサイトーシスの際

F-BARドメインを介してアクチンカップ形成部位に集積し、その形成に重要であることが明らか

となった。さらにRNAi法とそのレスキュー実験によりFBP17はF-BARドメイン依存的に細胞膜直下

で重合し、その重合がアクチンカップ形成に重要であることが分かった。これらの結果からFBP17

が誘導する細胞膜の陥入構造がアクチン重合の足場として機能していることを示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

By performing in vitro analysis, we directly showed the mechanism by which FBP17 regulates 

actin polymerization on the membrane tubules. Physiologically, it was found that FBP17 

is recruited to phagocytic cup via its F-BAR domain and that this accumulation is critical 

for phagocytic cup formation. Furthermore, RNAi and its rescue experiments revealed that 

the assembly of FBP17 at the plasma membrane is dependent on its F-BAR domain, promoting 

actin polymerization at phagocytic cup membrane. These data suggest that invaginated 

membrane caused by FBP17 may function as a scaffold for actin polymerization.  
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１．研究開始当初の背景 

ファゴサイトーシス（食作用）は、細菌やア

ポトーシスした死細胞等巨大な構造体を飲

み込む機能であり、免疫や発生等に必須であ

る。例えば、ファゴサイトーシスの異常は自

己免疫性疾患や重度の細菌感染の原因とな

ることが分かっており、この制御機構を解明

することは極めて重要である。ファゴサイト



ー シ ス の 際 、 ア ク チ ン カ ッ プ (Actin 

cup/Phagocytic cup)が形成するためには、

細胞膜直下において局所的でかつロウバス

トなアクチン重合が起こることが必須であ

るが、その分子機構の多くは不明である。 

ここで、これらの構造を形成するマシナリー

は細胞膜とアクチン細胞骨格を繋ぐインタ

ーフェイスタンパク質であると考えられる。 

２．研究の目的 

 

申請者が同定した細胞膜とアクチン細胞骨

格のインターフェイスである EFC/F-BARタン

パク質の中でも FBP17 に着目し、アクチンカ

ップ形成時における細胞膜動態とアクチン

重合の協調的な制御機構を明らかにし、細胞

膜の曲率、つまりチューブ膜構造によるシグ

ナルの場という三次元的な要素を導入して

アクチン重合の制御機構を統合的に理解す

ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

 

（１）アクチンカップ形成時における FBP17

と WASP の挙動をタイムラプス顕微鏡で観察 

FBP17 がアクチンカップ形成時に WASP を細

胞膜にリクルートするか調べた。まず

GFP-FBP17 と tagRFP-WASP をマクロファージ

に共発現し、ファゴサイトーシスを誘導させ、

それらがアクチンカップ形成部位にリクル

ートされてくる時間をタイムラプス顕微鏡

で観察した。また FBP17 の WASP に結合でき

ない変異体を作製し細胞に発現させ、アクチ

ンカップ形成におけるドミナントネガティ

ブ効果があるか検討した。さらに WASP の局

在が FBP17依存的であることを直接的に示す

ために、内在性の FBP17 を RNAi 法でノック

ダウンし、WASP の細胞膜への局在を観察した。 

 

（２）FBP17 によるチューブ膜構造依存的な

アクチン重合の試験管内再構成実験 

試験管内でアクチン重合の再構成を可視化

する際、バックグラウンドシグナルを低く抑

えるために全反射顕微鏡を用いて観察した。

ここで、人工リポソームの影響を解析するた

めにリポソームをガラス面に直接コートす

る必要がある。その方法としてガラスをスト

レプトアビジンで予めコートし、ビオチン標

識した巨大リポソームを調製し、その結合を

利用してコートさせる方法を用いた。同時に

リポソームを Alexa488 で標識し、可視化さ

せておく。次にこの系にローダミン標識した

G-アクチン、Arp2/3 複合体、WASP、FBP17 を

加えアクチン重合活性を経時的に観察した。

次に、脂質に結合できるがフィラメント形成

ができない変異体（この変異体はチューブ膜

構造を引き起こさない）や WASP に結合でき

ない変異体を作製し、同様の実験を行い、野

生型と比較検討した。 

 

（３）アクチンカップ形成時における FBP17

の細胞膜変形活性(チューブ形成活性)とア

クチン重合活性の協調性の意義を in vivo で

解析 

細胞膜変形とアクチン重合の協調的な重要

性を in vivo で示すために、内在性の FBP17

を RNAi 法でノックダウンし、その野生型及

び各種変異体を発現させる機能回復(レスキ

ュー)実験を行った。まず、細胞膜には局在

できるが細胞膜を変形することができない

変異体を用いて、レスキュー実験を行い、こ

のアクチンカップ形成に必須な局所的なア

クチン重合には FBP17 が単に WASP と結合し

て細胞膜へリクルートするだけではなく、膜

変形活性が重要であるか調べた。また WASP

に結合できない変異体を、FBP17 をノックダ

ウンした細胞に発現させて、アクチンカップ

形成能を野生型と比較し検討した。 

 



４．研究成果 

 

本研究により FBP17による生体膜のチューブ

構造依存的なアクチン重合活性化機構を in 

vitro 再構成実験により明らかにすることが

でき、初めて細胞膜の曲率、つまりチュー

ブ膜構造によるシグナルの場という三次元

的なアクチン重合制御機構を明らかにする

ことができたと考えられる。これはリポソ

ームとアクチンを可視化し FBP17が誘導する

チューブ膜に限局してアクチン重合が活性

化する様子をタイムラプス顕微鏡で観察す

るという非常に画期的なものである。in vivo

においては FBP17がファゴサイトーシスの際

F-BAR ドメインを介してアクチンカップ形成

部位に集積し、その形成に重要であることが

明らかとなった。さらに RNAi 法とそのレス

キュー実験により FBP17 は F-BAR ドメイン依

存的に細胞膜直下で重合し、その重合がアク

チンカップ形成に重要であることが分かっ

た。これらの結果は FBP17 が誘導する細胞膜

の陥入構造がアクチン重合の足場として機

能していることを示唆し、ファゴサイトーシ

スのメカニズムの一端のみならず、新しいア

クチン重合制御機構を明らかにすることが

でき、非常に重要であると考えられる。また

ファゴサイトーシスは病原体や死細胞の除

去に必須であり、本研究結果は医学的にも貢

献すると考えられる。 
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