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研究成果の概要（和文）：エンドサイトーシスは真核細胞が細胞外から外部の物質を細胞内に取り込む仕組みの１つで
あり、細胞表面受容体の内在化など、様々な基本生命現象を担うが、近年、細胞のがん化にも深く関与しているという
知見が蓄積してきている。本研究課題では、特にがん化に関与するエンドサイトーシス関連タンパク質に着目して構造
機能解析を行った。その結果、クラスリン依存性エンドサイトーシスの最初のステップであるクラスリン重合過程を担
うSGIP1やFCHo1タンパク質による、がん化に深く関与するEps15タンパク質の認識機構の解明に成功した。今回の研究
により、細胞のがん化とエンドサイトーシスの関係の理解が進展すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Endocytosis is a process for eukaryotic cells to internalize extracellular 
molecules into the cells, which plays an important role in various physiological processes, such as 
receptor internalization. Endocytosis is also recently implicated in oncogenic transformation. In this 
study, we performed the structural and functional analyses of endocytic proteins involved in oncogenic 
transformation. We revealed the mechanism of the recognition of Eps15, which is deeply involved in 
oncogenic transformation, by SGIP1 and FCHo1, which are key players of the clathrin-assembly step of 
clathrin-mediated endocytosis. Thus, this study deepens our understanding of the link between oncogenic 
transformation and endocytosis.

研究分野：構造生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 エンドサイトーシスは、真核細胞が細胞外
から外部の物質を細胞内に取り込む基本的
な仕組みの一つであり、体細胞における栄養
摂取、シナプスにおける神経伝達物質のリサ
イクリング、細胞表面受容体の内在化など、
様々な基本生命現象を担っている。最近、エ
ンドサイトーシス関連タンパク質が、細胞の
がん化に深く関与しているという知見が蓄
積してきているが、そのメカニズムには不明
な点も多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、特に細胞のがん化と関わりの深
いエンドサイトーシス関連タンパク質の構
造機能解析を行い、エンドサイトーシスによ
る細胞のがん化への関与のメカニズムの一
端を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 エンドサイトーシス関連タンパク質のう
ち、細胞のがん化と関わりの深いタンパク質
について、主に X線結晶構造解析などの構造
生物学的手法と、等温滴定熱測定、ゲルろ過、
などの生化学的手法を用いて、これらのタン
パク質の構造機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) SGIP1 のμ homology domain (μHD) の
結晶構造解析 
 クラスリン依存性エンド
サイトーシスの最初のス
テップであるクラスリン
重 合 過 程 に 関 与 す る
SGIP1と FCHo1の 2種類の
タンパク質のμHD の発現
精製と結晶化を行った。その
結果、FCHo1 のμHD について
は良好な結晶が得られな
かったが、SGIP1 のμHD
について良好な結晶を得
て、SAD 法と分子置換法を用
いて 2 つの異なる空間群で
の構造決定に成功した (図
1)。 
 
         図 1 SGIP1 のμHD の結晶構造 
 
 
(2) SGIP1 のμHD に結合する Eps15 の領域の
同定 
 SGIP1 のμHD に結合し，がん化と関連の深
い他のエンドサイトーシス関連タンパク質
である Eps15 の約 260 残基の領域の発現精製
を行い、この領域が SGIP1 のμHD とサブμM
オーダーの解離定数で結合することを等温
滴定熱測定や Biacore を用いて決定した。そ
の後、Eps15 のこの領域に由来する異なるフ
ラグメントを複数調製し、SGIP1 のμHD との
結合の強さを等温滴定熱測定やゲルろ過に

より検討した。その結果、μHD に対する結合
能を保持する最小の領域が、Eps15 に多数含
まれるAsp-Pro-Phe (DPF) 配列を短いリンカ
ー配列を挟んで2つ以上連続で含むような領
域であることが判明した。 
 
(3) SGIP1 のμHD と Eps15 由来の約 10 残基
の領域との複合体の結晶構造解析 
 SGIP1 のμHD と、Eps15 の DPF 配列が 2 つ
連続する領域に対応するペプチドとの複合
体の結晶構造解析を行い、分子置換法により
構造決定に成功した (図 2)。複合体の立体構
造では、ペプチドはこれまでに知られていな
い新規のμHD 上の結合部位に結合している
ことが判明した。また複合体の立体構造に基
づいて Eps15 に結合できないμHD変異体を 4
種類作製し、実際にこれらの変異体が Eps15
に結合しないことを確認した。また Eps15 の
2 つの連続する DPF 配列に含まれる 6 つの残
基の変異体解析も行い、これらの残基は全て
μHD に特異的に認識されていることを確認
した。これらの結果により、SGIP1 による
Eps15 認識機構の一端を解明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
図 2 SGIP1 のμHD (灰色) と Eps15 由来ペプ
チド (水色) の複合体の結晶構造 
 
 
(4) DPF 配列数の増加による SGIP1 のμHD へ
の親和性向上機構 
 本研究課題の研究の過程で、研究代表者は
SGIP1 のμHD が、連続する 6つの DPF 配列を
含む約 30 残基のフラグメントは、2つの DPF
配列だけを含むフラグメントと比較して 100
倍以上強く結合するという興味深い現象を
見いだした。この親和性向上機構の解明のた
め、6 つの連続する DPF 配列を含む Eps15 の
フラグメントとμHD の複合体の結晶化を行
い、構造決定に成功した。複合体の結晶構造
では、既知の認識部位に結合した 2 つの DPF
配列に対応する電子密度は明瞭に得られた
が、他の 4つの DPF 配列に対応する電子密度
は不明瞭であった。したがって親和性の向上
は、μHD 上に DPF 配列に対するさらなる結合
部位があるためであるという可能性は低い
と考えられる。さらに、Eps15 の様々な変異



体を用いた解析により、この親和性の向上が
遠位の静電相互作用によるものでもないこ
とを示唆する結果を得た。これらのことから、
この親和性向上機構は、新規の非直接的なメ
カニズムによる可能性が高いと考えられる。 
 
(5) FCHo1 のμHD と Eps15 の結合の確認 
 SGIP1 のμHD と同様に、FCHo1 のμHD も
Eps15 中の 6 つの DPF 配列が連続する領域に
強く結合し、より少ない数の連続する DPF 配
列を持つフラグメントにはより弱く結合す
ることを等温滴定熱測定により確認した。こ
れらの一連の構造機能解析により、FCHo1 や
その相同タンパク質であるFCHo2のクラスリ
ン依存性エンドサイトーシスにおけるクラ
スリン重合ステップにおける作動モデルを
構築した (図 3)。 
 

 
図 3 FCHo1/2 と Eps15 によるクラスリン重合
機構の模式図  
 
 
(6) 他のがん化に関与するエンドサイトー
シス関連タンパク質の構造機能解析 
 大腸菌の発現系を用いて、がん化に関与す
るエンドサイトーシス関連タンパク質であ
る PTRF の全長タンパク質の発現精製にも成
功したが、結晶化に十分な量を得ることはで
きなかった。 
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