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研究成果の概要（和文）： IRBIT/Long-IRBIT と PIP2 合成酵素との相互作用の解析を行った。

IRBIT はマウス脳において PIP2合成酵素 I 型αと特異的に結合し、その結合は直接的なものだ

った。一方、Long-IRBITは PIP2合成酵素 I 型とは結合しなかった。IRBITのリン酸化部位、及

び PIP2合成酵素 I 型αの活性中心のアミノ酸が結合に関与していた。さらに、IRBITは PIP2合

成酵素 I 型αの活性を抑制する可能性が示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）： We analyzed the interaction between IRBIT/Long-IRBIT and PIP 
kinase family. IRBIT specifically bound to PIPKIα in mouse brain and the interaction 
was direct. On the contrary, Long-IRBIT did not interacted with PIPKI. The interaction 
between IRBIT and PIPKIα was dependent on the phosphorylation sites of IRBIT and the 
catalytic amino acid of PIPKIα. Furthermore, in vitro lipid kinase assay suggested the 
possibility that IRBIT suppresses the activity of PIPKIα. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞外刺激により細胞膜の PIP2 が加水分
解されると、セカンドメッセンジャーIP3が産
生される。IP3は、細胞内カルシウムチャネル

IP3受容体を活性化し、カルシウム放出を誘導する。
IP3受容体は、細胞内カルシウム動態の制御に中心
的な役割を果たしており、受精、発生・分化、細
胞死、分泌、シナプス可塑性など多様な生理現象
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を制御している。我々はこれまでに、IP3受容
体に結合する新規タンパク質 IRBITを発見し
ており、IRBITが IP3受容体の IP3結合領域に
IP3と拮抗して結合することにより、IP3受容
体の活性化を抑制することを解明してきた。 
 また、IRBIT の相同タンパク質である
Long-IRBIT は、IRBIT と 90%近い相同性を持
つが、N 末端に他のタンパク質と相同性を持
たないユニークなドメインを持つ。このドメ
インのために、Long-IRBIT は IP3受容体との
結合活性を持たず、その機能は不明である。 
 
 我々は、IRBIT および Long-IRBITからなる
IRBIT ファミリーのさらなる機能を解明する
目的で、IRBIT ファミリーと結合するタンパ
ク質の探索を行った。IRBIT ファミリーを免
疫沈降し、共沈殿する分子を質量分析機で解
析した結果、PIP2合成酵素が候補分子として
同定された。PIP2 は、IP3 や PIP3 の前駆体で
あるだけでなく、それ自身もアクチン細胞骨
格、endocytosis/exocytosis、内膜輸送、チ
ャネル活性などを制御する重要なシグナル
分子である。PIP2合成の制御機構を解析する
ことは、IP3/リン脂質代謝の制御機構を解明
する上で重要な意義があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 IRBIT ファミリーと PIP2合成酵素との相互
作用とその生理的意義について解明するこ
とを目的とする。 
 
(1) IRBIT ファミリーと PIP2合成酵素ファミ
リーとの結合解析 
 PIP2合成酵素には、PI(4)P をリン酸化して
PIP2を産生する I型と、PI(5)Pをリン酸化し
て PIP2を産生する II 型がある。I 型、II 型
ともそれぞれα, β, γの３種類のアイソ
フォームが存在する。IRBIT ファミリーが結
合する PIP2 合成酵素のアイソフォームとそ
の特異性を解析する。 
 また、IRBITはリン酸化されることにより、
IP3 受容体の IP3 結合領域に、IP3 が相互作用
するアミノ酸を認識して結合する。すなわち
IRBITは IP3と類似の結合様式で IP3受容体に
結合する。IP3と PIP2合成酵素の基質 PI(4)P
あるいは PI(5)P とは構造的に共通部分が多
いことから、IRBIT が PIP2合成酵素の基質認
識部位を認識して、PIP2合成酵素に結合する
可能性が示唆される。また、PIP2合成酵素の
酵素活性中心部位や、細胞膜への targeting
に関わる正電荷アミノ酸が結合に関与する
可能性も推測される。これらの可能性を検証
する。 
 さらに、PIP2 合成酵素との結合に、IRBIT
ファミリーのリン酸化が必要であるか解析
する。 
 
(2) IRBIT ファミリーによる PIP2合成酵素の

活性制御機構の解析 
 IRBIT及び Long-IRBITが、PIP2合成酵素の酵素
活性を制御する可能性を、in vitroでのリン脂質
リン酸化アッセイなどで解析する。 
 また、PIP2 はアクチン細胞骨格を制御すること
から、IRBIT ファミリーが PIP2合成酵素の制御を
介してアクチン細胞骨格系を制御する可能性を解
析する。 
 さらに、IRBIT ファミリーによる PIP2合成酵素
制御が、IP3産生に及ぼす影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) 発現ベクター、抗体、組み換えタンパク質 
 IRBIT, Long-IRBITの発現ベクターは、各々の
cDNAをホ乳細胞用発現ベクターにクローニング
して作製した。PIP2合成酵素各アイソフォームの
発現ベクターは、神戸大学医学部竹縄教授の研究
室より譲渡を受けた。IRBIT 及び PIP2合成酵素 I
型αの欠失変異体、部位特異的変異体は、通常の
PCR法により作製した。 
 IRBIT, Long-IRBITに対する特異的抗体は、各々
の N末端領域の組み換え精製タンパク質をウサギ
に免疫することにより作製した。PIP2合成酵素各
アイソフォームに対する特異的抗体、抗 HA抗体, 
抗 myc抗体は、試薬メーカーより購入した。 
 組み換え IRBITタンパク質は、Hisタグを付加
した IRBITを昆虫細胞で発現し、ニッケルカラム
で精製した。組み換え PIP2合成酵素 I型αタンパ
ク質は、FLAGタグを付加した PIP2合成酵素 I 型α
を大腸菌、あるいは COS-7細胞で発現し、抗 FLAG
抗体ビーズで精製した。あるいは、GST と融合し
た PIP2合成酵素 I 型αを大腸菌で発現し、グルタ
チオンセファロースビーズで精製した。 
 
(2) 結合解析 
 培養細胞を用いた免疫沈降法では、HAタグを付
加した IRBIT/Long-IRBIT、および mycタグを付加
した PIP2合成酵素ファミリーの発現ベクターを
COS-7細胞に遺伝子導入し、抗 HA抗体および抗myc
抗体で免疫沈降を行った。IRBITや PIP2合成酵素
I 型αの突然変異体を用いた解析も同様にして行
った。 
 マウスの脳を用いた免疫沈降法では、マウス脳
抽出液に、抗 IRBIT抗体、抗 Long-IRBIT抗体、あ
るいは PIP2合成酵素の各アイソフォームに対する
特異的抗体を加えて免疫沈降を行った。 
 プルダウン法では、IRBIT やその変異体を過剰
発現した COS-7 細胞の抽出液に、PIP2合成酵素 I
型αの GST融合タンパク質を添加して行った。 
 
(3) PIP2合成酵素の活性測定 
 組み換え PIP2合成酵素 I型αタンパク質を、組
み換え IRBITタンパク質の存在／非存在下で氷上
で静置後、基質である PI(4)P と[γ-32P]ATPを添
加し、37度で酵素反応を行った。反応液から脂質
を抽出し、薄層クロマトグラフィーで展開した。
生成された PIP2の放射比活性を液体シンチレーシ
ョンカウンターで測定した。 



 

 

 
４．研究成果 
(1) 結合のアイソフォーム特異性 
 IRBIT/Long-IRBITと PIP2合成酵素の 6種類
のアイソフォームとの結合特異性を解析し
た。C0S-7 細胞に過剰発現して、免疫沈降法
で結合解析した結果、IRBIT は、6 種類すべ
てのアイソフォームと結合した。しかし、マ
ウスの脳を用いた免疫沈降法により内在性
タンパク質同士の結合を解析したところ、
IRBIT は PIP2合成酵素 I 型αとのみ特異的に
結合した。この結果より、in vivo において
は、IRBIT は PIP2合成酵素 I 型αと結合して
いることが明らかになった。ただし、良い抗
体が入手できないアイソフォームがあるこ
とや、脳以外の組織では解析していないこと
などから、IRBIT が PIP2合成酵素の他のアイ
ソフォームとも結合する可能性は否定でき
ない。 
 また、精製した組み換えタンパク質同士の
結合解析により、IRBIT は PIP2合成酵素 I 型
αに直接結合することが示された。 
 一方、Long-IRBITは、過剰発現での免疫沈
降法では、PIP2合成酵素 I 型には結合せず、
PIP2合成酵素 II 型にのみ結合した。ただし、
マウスの脳を用いた免疫沈降法では、現時点
では結合は確認できておらず、さらなる解析
が必要である。 
 以上の結果より、IRBIT と PIP2合成酵素 I
型αとの結合が最も確からしいとの結果を
得たので、以降は主にこの両者に絞って解析
を行った。 
 
(2) IRBITのリン酸化部位の変異解析 
 IRBIT は N 末端近傍にセリンに富む配列が
あり、この配列が複数箇所リン酸化されるこ
とにより、IP3受容体と結合する。このセリン
に富む配列が PIP2合成酵素 I型αとの結合に
関与する可能性を調べるため、N 末端を欠失
する変異体と PIP2合成酵素 I型αとの結合を
免疫沈降法およびプルダウン法で解析した。
その結果、セリンに富む配列が結合に必須で
あることが明らかになった。さらに、セリン
の部位特異的突然変異体の結合を解析した
ところ、IRBIT の Ser68, Ser71, Ser74 が結
合に必須であることが明らかになった。これ
らのセリン残基は既知のリン酸化部位であ
ることから、PIP2合成酵素 I 型αとの結合に
は IRBITのリン酸化が必要である可能性が示
唆された。 
 
(3) PIP2合成酵素 I 型αの部位特異的突然変
異体の結合解析 
 PIP2合成酵素 I 型αの酵素活性中心である
アミノ酸 Lys179, Asp307, Asp389 に部位特
異的突然変異を導入し、IRBIT との結合を解
析したところ、Asp389の変異により結合が顕
著に低下することが明らかになった。この結

果より、PIP2 合成酵素 I 型αの酵素活性中心が
IRBIT との結合に関与する可能性が示唆された。 
 また、PIP2合成酵素 I 型αの基質認識に関与す
るアミノ酸への変異導入では、IRBIT との結合へ
の影響はわずかしか見られなかった。さらに、PIP2

合成酵素 I 型αの細胞膜への targeting に関与す
る正電荷アミノ酸の部位特異的変異解析により、
Arg225が IRBITとの結合に関与することが明らか
になった。 
 
(4) In vitro での IRBIT による PIP2 合成酵素 I
型αの活性制御 

 PIP2合成酵素I型αのPIP2合成活性をIRBITが制

御する可能性を解析した。組み換えPIP2合成酵素I

型αタンパク質を精製し、組み換えIRBITタンパク

質の存在／非存在下で、in vitroでのPIP2合成活

性を測定した。その結果、IRBITの存在下で、PIP2

合成活性が顕著に低下した。この結果より、IRBIT

がPIP2合成酵素I型αの酵素活性を抑制する可能

性が示唆された。 
  
(5) IRBITによる細胞内での PIP2産生制御 

 現在、生細胞内でIRBITがPIP2産生を制御する可

能性を、HeLa細胞などの培養細胞を用いて解析し

ている。また、PIP2の下流に位置するIP3産生に及

ぼす影響を解析している。 

 また、PIP2合成酵素I型αは、PIP2産生を介して

アクチン細胞骨格を制御することにより、

neuroblastoma細胞の突起伸張を制御することが

報告されている。現在、IRBITがPIP2合成酵素I型

α活性制御を介して、これらの現象を制御する可

能性を解析している。 
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