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研究成果の概要（和文）：　新規イノシトールリン脂質結合モジュールSYLFドメインを有する蛋白質ヒトSH3YL1が、EG
F受容体のエンドサイトーシスの進行過程に関与することを見出した。試験管内においてSH3YL1は人工小胞膜（リポソ
ーム）に結合するだけでなく、相互に結合、凝集させる活性を持つことが示唆された。膜リン脂質結合に関与するSYLF
ドメインの新たな正電荷アミノ酸を同定したことから、今後の機能解析への基盤を得ることが出来た。

研究成果の概要（英文）：It was found that human SH3YL1, which contains a novel phosphoinositide-binding 
domain named the SYLF domain, is involved in endocytosis of epidermal growth factor receptor. In vitro, 
SH3YL1 not only bound to liposomes, but also mediated interactions between liposomes that it resides, 
promoting aggregation of membrane vesicles. This study also succeeded in obtaining a knowledge about the 
positively-charged residues in the SYLF domain that participate in lipid-binding, therefore will provide 
a novel molecular basis of endocytosis.
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１．研究開始当初の背景 
 
エンドサイトーシスは細胞膜受容体、チャ

ネル、トランスポーターなどの膜貫通型蛋白
質の機能制御と品質管理、細胞外環境からの
栄養物質の取り込み、神経伝達物質やホルモ
ンの分泌に伴う細胞内膜小胞の補充など、多
彩な生理現象に関与する。また、ウイルスや
バクテリアなどの感染現象は、これらの病原
体が宿主細胞に備わるエンドサイトーシス
機構を巧妙にハイジャックする過程に他な
らない。この過程において最も重要かつ未解
明の課題は、細胞膜を細胞質側に引き込み、
湾曲させ、引き伸ばし、縊り取る、という非
常にダイナミックな生体膜の変形機構の実
体である。近年、このミッシングリンクを結
ぶ因子として「生体膜の変形活性」を有する
蛋白質群が見出され、エンドサイトーシスに
おける重要性が多くの注目を集めている。
我々は「ENTH ドメイン」、「F-BAR ドメイン」
などの生体膜変形ドメインを相次いで発見
し、エンドサイトーシスにおける細胞膜の陥
入、伸長を引き起こすことを明らかにした
（Itoh et al. Science 2001, Itoh et al. Dev. Cell 
2005）。また、Fer チロシンキナーゼに保存さ
れた生体膜結合モジュール「FX ドメイン」
を見出すなど（Itoh et al. Science Signaling 
2009）、生体膜と相互作用しその形状を制御
する蛋白質の発見と機能解析に一貫して取
り組んできた。 

 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、細胞増殖、免疫機構、細

胞極性の形成など多様な生命現象において
重要な役割を担うエンドサイトーシスの制
御機構を分子レベルで明らかにすることで
ある。本研究では、我々が近年見出した新規
生体膜結合モジュール「SYLF ドメイン」を
有するタンパク質 SH3YL1 に着目して、エン
ドサイトーシスにおける細胞膜の形態変化
を誘導するメカニズムを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 
【組換え蛋白質】大腸菌発現系により、ヒト
SH3YL1 の全長および各種欠損変異体、点変
異体のリコンビナント蛋白質を発現・精製し
た。各コンストラクトは GST 融合蛋白質およ
び His タグ付加蛋白質として発現し、
GSH-sepharose および Ni-agarose（ナカライテ
スク）または TALON® Metal Affinity Resin
（Clontech）を用いて精製を行った。GST タ
グは PreScission protease（GE）にて切断した。 
【リポソーム結合実験】ウシ脳由来酸性リン
脂質画分（Folch fraction I）あるいはブタ脳由
来 polar lipids（Avanti polar lipids）とホスファ
チジルセリン、イノシトールリン脂質混合画
分を乾固した後、静置水和法によってリポソ
ームを形成し、ボルテックスにて懸濁、ある

いはソニケーション処理したものを用いた。
リポソームを各種蛋白質と室温下で混和し、
100,000×g、20 分間の超遠心処理によって結
合画分を回収後、SDS-PAGE とクマシー染色
にて結合量を評価した。 
【In vitro リポソーム観察】上記の方法による
リポソーム作成において 0.5% rhodamine-PE
（ローダミン標識ホスファチジルエタノー
ルアミン）を添加し、リポソーム膜を可視化
した。同時に、リポソームに 1% biotin-PE を
添加しておくことで、ガラス上にコートした
ビオチン化 BSA（bovine serum albumin）と
streptavidin とのサンドイッチ法により、リポ
ソームをカバーガラス上に固定した。各種リ
コンビナント蛋白質を添加前後で蛍光顕微
鏡下にて画像を取得し、リポソームの動態を
観察した。 
【RNA 干渉実験】COS1 細胞を培養皿に播種、
培養後、Lipofectamine RNAiMAX（Invitrogen）
を用いてヒト SH3YL1に対する特異的 siRNA
をトランスフェクトした。約 48 時間後に常
法に従って①ウエスタンブロット法による
ノックダウンの確認、及び②免疫細胞染色を
行った。 
 
４．研究成果 
 
まず、蛍光顕微鏡下におけるリポソームの

動態観察系を用いて、ヒト SH3YL1 の SYLF
ドメインの生体膜形状制御活性を詳細に解
析した。その結果、SYLF ドメインのアミノ
末端に存在する両親媒性 α ヘリックス構造が
生体膜への結合だけでなく、形状制御活性に
も必須であることが明らかとなった。その一
方で、SH3YL1 の全長蛋白質の添加により、
リポソーム小胞同士が互いにくっつき合っ
て凝集することが観察された。この現象は
SYLF ドメインのみでは観察されないことか
ら、SYLF ドメインのカルボキシル末端側に
分子間相互作用を介して小胞同士をつなぎ
とめる活性が存在することが示唆された。細
胞レベルでのノックダウン実験においても、
初期エンドソームの局在が分散することが
観察された。SH3YL1 の結合因子であるイノ
シトールリン脂質脱リン酸化酵素SHIP2のノ
ックダウンによっても、同様の現象が観察さ
れたことから、SH3YL1 を含む蛋白質複合体
がエンドソームの輸送と分解経路への進行
において、小胞どうしの凝集に関与する可能
性が考えられた。実際に、ノックダウン細胞
においては EGF 受容体の後期エンドソーム
への輸送と、蛋白質分解が遅延することが観
察された。 
 次に、SH3YL1 の内在性タンパク質の生理
的機能を明らかにするため、特異的抗体を用
いた各種培養細胞株およびマウス臓器に対
するウェスタンブロッティングを行った。そ
の結果、いくつかの高発現細胞株を見出すこ
とに成功した。これらの細胞株は特徴的なエ
ンドサイトーシス経路を有することが考え



られたため、機能的に関連する因子を同定す
ることとした。タンデムアフィニティータグ
を持つ発現ベクターを用いた免疫沈降アッ
セイ系を確立し、SH3YL1 に対する相互作用
因子を探索した。幾つかの上皮細胞株を用い
て、安定的発現細胞を取得することに成功し
たが、免疫沈降アッセイにより現時点では新
規の相互作用因子の同定には至っていない。
引き続き検討課題として推進していく必要
がある。 
最後に、SH3YL1 とイノシトールリン脂質

との結合に関与する SYLF ドメインの構造機
能相関に関する新たなデータを取得するこ
とが出来た。すなわち、SYLF ドメイン内に
保存された正電荷アミノ酸をアラニン残基
に置換すると、人工膜リポソームへの結合が
著しく減弱することが観察された。今後はこ
の成果を踏まえて、上記ノックダウン実験に
おける機能回復（レスキュー）を指標に、エ
ンドサイトーシス過程における SH3YL1の役
割を分子レベルで理解することが期待され
る。 
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