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研究成果の概要（和文）：細胞は生体膜によって構成され、生体膜は脂質膜で形成される。細胞の持つ生体膜の
形態は、生命現象に応じて、様々な形態を形成する。これらの形態形成は、生体膜に結合するタンパク質により
担われる。生体膜の形態を直接制御できるタンパク質は、BARドメインタンパク質と両親媒性ヘリックスを持つ
タンパク質にほぼ限られていた。特にタンパク質の立体構造が、細胞膜の形態構築に重要な役割を果たす例は
BARドメインタンパク質にほぼ限られていた。本研究では、これまでタンパク質間相互作用ドメインとして知ら
れていたアンキリンリピートドメインが、BARドメインのように立体構造に依存して、脂質膜の形態形成を担う
可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The lipid membrane is an essential component of life, which is shaped by the
 association of the membrane binding proteins. The membrane shaping proteins include the BAR domain 
proteins and the proteins with amphipathic helices. However, the repertoires of the membrane shaping
 proteins are limited. Especially, the structural fold of the membrane had been almost limited to 
the BAR domain. In this study, we hypothesized the structural folds of the ankyrin-repeat domains, 
which are previously shown to be involved in the protein-protein interaction, shape the membrane. 
The biochemical and cell biological experiments demonstrated that the ankyrin-repeat domain of 
ANKHD1 and K1 shape the membrane.

研究分野：細胞生物学

キーワード： BARドメイン　アンキリンリピート

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全ての生命現象は、生体膜を介して生じるために、生体膜の構造構築機構の解明は生命の理解に必須である。と
ころが、生体膜の構造構築機構についてはそれほど多くの例が知られているわけではない。本研究では、生体膜
の構造構築機構を担う新たなタンパク質装置群を発見したことで、生体膜の構造構築機構の理解を深めた。この
成果には学術的な意義があり、また、その応用展開の可能性を持つことから社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 古くから、アクチン細胞骨格が、細胞の形態形成を担うと考えられてきた。ところが、動物細

胞における細胞の形態とは、脂質膜の形態であり、アクチン細胞骨格は細胞の形態そのものでは

ない。申請者らは、アクチン細胞骨格を制御するタンパク質として WASP ファミリータンパク

質を同定、機能解析を行ってきた。WASP ファミリータンパク質は、 Arp2/3 複合体というアク

チン細胞骨格の再構成を行うタンパク質の活性を制御する。また、WASP ファミリータンパク

質は、Rho ファミリーの低分子量 G タンパク質 Rac や Cdc42 の下流で機能する。このことによ

って、細胞外からのシグナル伝達が、アクチン細胞骨格を制御する機構が明らかになった。しか

し、細胞膜との相互作用様式は不明であった。申請者らは WASP ファミリータンパク質の結合

タンパク質の中から、 BAR ドメインタンパク質を同定した。BAR ドメインタンパク質は、バ

ナナ状の細長い立体構造を有しており、バナナ状の構造の片面においてのみ脂質膜に結合する。

BAR ドメインタンパク質はヒトにおいてはおよそ７０種のタンパク質に存在し、構造の多様性

を持っている。したがって、多様な細胞膜の形態形成するタンパク質である。この一連の研究は、

広く受け入れられ、様々な教科書にも記載が見られる。 
 細胞の持つ様々な膜構造の多様性を考えると、BAR ドメインのみが、細胞の膜構造を決定す

るとは考えにくい。そこで申請者らは、全タンパク質のスクリーニングを行い、脂質結合タンパ

ク質の同定を試みた。スクリーンング対象として、総タンパク質数の少ないウイルスに注目した。

ワクシニアウイルスは、わずか２７０のタンパク質からなるウイルスである。ウイルスや病原細

菌は、感染時に宿主細胞の細胞膜を通過する。その際には、しばしば宿主細胞の持つタンパク質

を利用して感染を行うことや、または、宿主細胞の持つタンパク質と相同の機能を持つタンパク

質を用いて、宿主細胞の持つシグナル伝達系をあざむくことが知られている。全２７０のタンパ

ク質の GST 融合タンパク質発現系を作成しそれを精製したところ、およそ８０のタンパク質に

おいて、発現が見られた。この８０のタンパク質に対して、牛の脳から抽出した全脂質画分

（Folch Fraction）を用いて、申請者らの開発してきた ELISA 法によって脂質結合を検討した。

その結果、アンキリンリピートドメイン含有タンパク質を脂質膜結合タンパク質として見出し

てきた。 
 アンキリンリピートドメインはヒトのタンパク質にも数多く見られる。その中でも TRPV4 の

アンキリンリピートドメインには、筋肉の病気である筋萎縮症や構音障害や呼吸筋麻痺を特徴

とするシャルコーマリートゥース病(CMT)に罹患しやすい家系の一部では多数の変異が報告さ

れていたが、変異の作用機序は明らかではなかった。TRPV4 は、細胞膜の内外のイオンの濃度

差によってイオンを透過させるイオンチャネルであり、低浸透圧や温度によってチャネル活性

が制御されていることが知られていた。申請者らは、TRPV4のアンキリンリピートドメインが、

細胞膜に含まれるリン脂質と結合することを明らかにした。申請者らは、X線結晶解析や生体高

分子の挙動を推測する分子動力学計算の結果をもとに、リン脂質の結合サイトを同定した。この

結合部位が変異して脂質と結合しない場合には、チャネルを開く形の活性の増大をもたらした。

このことは TRPV4 とリン脂質との結合は、チャネル活性を負（閉じる形）に制御し、筋萎縮症

や CMT疾患においては、この制御が失われていることを示唆すると考えられた。この研究はア

ンキリンリピートドメインの一部を脂質結合ドメインとして再定義していた（Takahashi et al. 
2014）。 
 
２．研究の目的 
 
 申請者らは、細胞の持つ脂質膜の形態を細胞小器官の形態に正確に変換することのできるタ

ンパク質として BAR ドメインタンパク質を見出してきた。細胞小器官の多様な脂質膜の形態を

考えると、BAR ドメインが唯一の脂質膜の形態を決定する分子群であるとは考えにくい。申請

者らは、脂質膜の形態を制御しうる他のタンパク質ドメインを探索し、アンキリンリピートドメ

インを見出した。アンキリンリピートは、33 アミノ酸残基の繰り返し配列であり、細胞膜裏打

ちタンパク質の一種アンキリンに見られることにより名付けられた。１から３３のアンキリン

リピートが連なることでアンキリンリピートドメインを構成する。ヒトにおいては約 500 種の

タンパク質にアンキリンリピートドメインが存在するが、ほとんどのアンキリンリピートドメ

イン含有タンパク質は機能未知である。アンキリンリピートの脂質結合能は未知であったが、申

請者らは、TRPV4 チャネルのアンキリンリピートドメインが脂質結合ドメインになり得ること

を示した。そこで、機能未知であるが、高い mRNA の発現、すなわち、細胞内の多量に存在す

るアンキリンリピートドメインを持つタンパク質に注目し、その脂質膜の形態形成に役割を解

析したところ、幾つかのタンパク質にBARドメインのような脂質膜の形態形成活性を見出した。

そのようなタンパク質には、ANKHD1(Ankyrin repeat and KH domain-containing protein 1)
がある。ANKHD1 は、およそ２５個のアンキリンリピートを持ち、どの組織にも普遍的に発現



し、その mRNA 量はアクチンに匹敵するほど多い。申請者らを含む幾つかのグループは、

ANKHD1 をノックダウンすると細胞増殖に遅れが生じることを示しているがその機序は不明

である。 
 申請者らは、ANKHD1 のアンキリンリピートドメインと脂質膜の結合を検討したところ、
ANKHD1 は、ある特定の脂質組成を持つ脂質膜に結合し、かつ、脂質膜の切断（小胞化）に関
わることを見出していた。脂質膜の切断は、細胞内輸送に関わる小胞形成に不可欠であるが、脂
質膜切断活性を持つタンパク質はわずかしか知られていない。したがって、本研究では、アンキ
リンリピートドメインを持つタンパク質を解析し、その脂質膜形態形成機構と生理機能を、細胞
生物学的手法と生化学的再構成により明らかにする。特に、ANKHD1 の脂質膜結合および切断
機序を解析し、ついで、細胞における整理機能を解析することで、新規な脂質膜の形態制御機構
を解明する。 
 
３．研究の方法 
 

 ANKHD1 はおよそ２５００アミノ酸からなる大きなタンパク質である。申請者らは、1-1587
アミノ酸までの２５リピートのアンキリンリピートドメインを含む部分の脂質膜との結合を調

べた。生体膜を構成するリン脂質としては、主にフォスファチジルコリン(PC)、フォスファチジ

ルエタノールアミン(PE)、フォスファチジルセリン(PS)がある。ゴルジ体の cisゴルジ体は、お

もに PC と PE により構成され、transゴルジ体は PE と PS により構成されている。細胞膜は

通常、PC と PE と PS を全て含む。そこで、PC と PE により再構成したリポソームを用いて、

アンキリンリピートドメインを含む 1-1587 アミノ酸のフラグメント存在下での脂質膜の沈降

度、すなわち、沈殿（ppt）に存在する脂質の量を検討した。このとき、リポソームの沈殿効率

は、リポソームの大きさに依存する。したがって、もしリポソームが切断され、リポソームの大

きさが小さくなると、沈殿効率が低下し、遠心後の上清（sup）に脂質が見られるようになる。

申請者らは、リポソームに蛍光脂質を導入することで、沈殿しなかったリポソームの量を定量的

に解析した。その結果、ANKHD1 の 1-1587 アミノ酸までの２５リピートのアンキリンリピー

トドメインを含む部分と、PC および PE で構成されたリポソームを反応させたところ、沈降度

の低下が見られた。この沈降度の低下は、PC と PS により再構成されたリポソームでは見られ

なかった。さらに、電子顕微鏡観察におけるリポソームの観察は、小さい小胞の増加を示し、こ

れらの二つの結果は、脂質膜の切断を示唆した。 
 立体構造予測によれば、多数のアンキリンリピートはらせん状の立体構造を形成すると予想
された。ANKHD1 の場合は、前半の１５リピートおよび後半の１０リピートに分けられる。タ
ンパク質立体構造予測から、タンパク質表面の脂質膜と相互作用すると考えられるアミノ酸残
基を推定し、これらに変異を導入することで、脂質膜と相互作用するアミノ酸を同定した。脂質
膜と相互作用するアミノ酸残基の分布により脂質膜との相互作用および切断機序を同定した。
脂質膜の形態の変化は、上記の超遠心分析だけでなく、電子顕微鏡でも調べた。また、これらの
オルガネラの制御は、PI(4)P などのフォスフォイノシタイドの制御下にあることが多いので、
その効果も調べた。 
 
４．研究成果 
 

600 種類以上の ARD を持つタンパク質の中から、発現量の多い 18 種類の ARD を含むタン

パク質を選択し、試験管内で再構成された生体膜と反応させることで、生体膜の形態形成を評価

した。その結果、ANKHD1 が生体膜の小胞形成活性を示すことが見出された。小胞形成は、細

胞内物質輸送に関連することから、ANKHD1 が機能する脂質膜で形成されている細胞小器官を

同定するため、ANKHD1 の発現を低下させた条件で様々な細胞小器官を観察したところ、初期

エンドソームが肥大していた。したがって、ANKHD1 は初期エンドソームから小胞を形成する

ことで、初期エンドソームの大きさを制御し、初期エンドソームを経由する細胞内物質輸送を調

節することが予想された。 
そこで、ANKHD1 が生体膜の小胞形成を担う仕組みを詳しく調べた。その結果、脂質膜の変

形タンパクとして、これまで解析を進めてきた、Bin-Amphiphysin-Rvs(BAR)ドメインという領

域と類似した機構で生体膜の小胞形成を担うことを明らかにした。ANKHD1 の ARD ドメイン

もまた BAR ドメインと同様に、(図 1)のようにタンパク質２量体を形成し、カーブしたタンパ

ク質の構造と、生体膜に「くさび」のように打ち込まれる両親媒性ヘリックスと呼ばれるタンパ

ク質のらせん状の部分構造を用いて、生体膜をくびれ切ると考えられた。以上の研究成果から

ANKHD1 は、ハサミで切るのように小胞形成を行い (図 1)、小胞形成は、初期エンドソームの

大きさの制御に重要であることを解明した (図 2)。 



 

図 1  ANKHD1 の小胞形成のモデル図 
ANKHD1 に含まれる２つの ARD が二量体を形成してハサミのよ

うに脂質膜の切断を行い、全体として効率的な脂質膜の小胞形成を

誘導する。 

図 2  ANKHD1 は初期エンドソームの膜から小胞を形成する 
初期エンドソームは、細胞外から細胞膜がくびれ切れてできる小胞によ

り取り込まれた物質が最初に仕分けされるところである。小胞は融合す

ることで物質をエンドソームに運び込む。エンドソームはまたくびれ切

られることで、物質を送り出す。ANKHD1 は、送り出すための小胞形

成に関与していると思われる。 
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