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研究成果の概要（和文）：曲面生体膜の曲率を識別し、膜構造を制御する曲率認識タンパク質が注目されてい
る。本研究では、曲率認識タンパク質を同定するための基盤技術の創出を目的とした研究開発を実施した。具体
的には、サイズの異なる球形SiO2粒子を合成し、これを脂質膜で被覆することで、異なる曲率を有する生体膜を
合成した。これに対して曲率認識モデルタンパク質との結合試験から、本手法により曲率認識タンパク質の評価
と探索が可能であることが実証された。次に正常細胞とがん細胞それぞれから曲率認識タンパク質を探索し、が
ん細胞で亢進する候補タンパク質が特定された。 今後は当該技術をもとに新たな疾病マーカーが同定されるこ
とが期待される。

研究成果の概要（英文）：Membrane curvature-sensing (MCS) proteins recognize and regulate the 
morphologies of biological membranes in various cells. In this study, for selective and 
comprehensive identification of MCS proteins, comparative shotgun proteomic analysis was performed 
using different sizes of spherical supported lipid bilayer (SSLB), which consists of spherical SiO2 
particles covered with a lipid bilayer. Peripheral membrane proteins obtained from normal human 
dermal fibroblast (NHDF) and human breast cancer (MDA-MB-231) cells were investigated. Statistical 
quantitative analyses of proteins detected from each SSLB with a different size revealed 53 MCS 
candidate proteins unique to MDA-MB-231 cells including some previously reported curvature sensors. 
Further exploration and investigation will lead to the identification of new MCS proteins as well as
 cancer biomarkers.

研究分野： 生体分子機能工学

キーワード： 曲率認識タンパク質　プロテオーム解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内では様々な形に曲がった細胞膜の存在が観察できる。これらの曲がった膜構造を制御することは細胞の機
能や病気に関与することが知られている。本研究では、この細胞膜の構造をきめるタンパク質を探索する手法を
開発した。本研究により、がん細胞に多く発現する膜構造を決めるタンパク質が複数見つかった。今後はこれら
の詳細な機能を明らかにすることで、がんマーカーやがんの悪性度の指標となるようなタンパク質が同定できる
ことが期待される。このような技術が報告された例はなく、今後、様々な生物から膜構造をきめるタンパク質が
みつかり、病気の原因となるタンパク質などを特定できると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞は、細胞内外に生体膜小胞を生成し、タンパク質や核酸などを目的の部位に輸送する。こ
の小胞輸送プロセスは、細胞機能の発現や維持、そしてがんなどの疾病に深く関与する。このよ
うな生体膜のダイナミックな形態変化プロセスにおいて、特定の曲率をもった曲面生体膜を認
識し高い結合能を示す「曲率認識タンパク質」が注目されている。例えば、バナナ型の立体構造
をもつ Amphiphysinタンパク質は、このタンパク質構造に相補的な曲率の生体膜と高い親和性
を示す。そして、タンパク質内にあるα-helix領域をくさびとして生体膜に打ち込むことで、小
胞のような高い曲率をもつ生体膜を安定化する。このように、曲率認識タンパク質の解析などか
ら、小胞形成機構の解析が進められている。しかしながら、既知のタンパク質(またはドメイン)
の種類のみでは、生体内で見られる多様な小胞形成を説明できないため、小胞形成に関与する未
知の曲率認識タンパク質が存在することが示唆されている。そのため、タンパク質の曲率認識能
を直接評価し、曲率認識タンパク質を探索できる技術の開発が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
高精度なナノ・マイクロ粒子合成技術を利用し、生体膜の曲率認識能をもつ新規タンパク質を
同定するための基盤技術の創出を目的とした。また、ここで新たに同定されるタンパク質の解析
から、小胞形成機構の理解を深めるとともに、疾病バイオマーカーの同定を目指した。 
具体的には、以下の項目について明らかにすることを目的とした。 

1) 細胞内小胞などで観察される外径 50 nm から、1 µm 程度の球形材料を作製し、これを生
体膜で被覆することで、安定で扱いやすい異なる曲率をもつ生体膜（Spherical Supported 
Lipid Bilayer:SSLB）の調製法を確立する。 

2) 既知の曲率認識タンパク質を用いることで、SSLB を用いた生体膜の曲率認識タンパク質
の探索技術を確立する。 

3) 正常細胞及びモデルがん細胞から得られるサンプルとの比較相互作用解析から、がん細胞
に特徴的に発現する曲率認識タンパク質を同定する。 

 
 
３．研究の方法 

a．異なる曲率の生体膜をもつ材料（SSLB）の調製 
アンモニア触媒による Tetraethyl orthosilicate (TEOS)の加水分解反応を利用し、粒径 30, 50, 

100, 1000 nmの SiO2粒子を合成した。これを小型単層リポソーム（SUV）と混合することで、
曲率の異なる生体膜をもつSSLBを調製した。より具体的には、モデル脂質としてDOPC, DOPE, 
cholesterol, PI[4,5]P2 (4:4:1:1 w/w)を混合し、ガラス表面で混和しながら乾燥させることで脂質
フィルムを作成した。その後、PBS バッファーを加えてボルテックスで混合し、さらに Tip 
sonicator を用いて SUV を調製した。得られた各サイズの SiO2粒子の表面積に対して、3 倍程
度の脂質成分を含んだ SUV と 45℃、1 時間混和した。遠心分離により洗浄した後に、得られ
た SSLBを蛍光顕微鏡並びに走査型電子顕微鏡観察により評価した。 
 

b．モデルタンパク質を利用した SSLBによる曲率認識タンパク質同定技術の開発 
すでに曲率認識能をもつことが知られる Amphiphysinの BARドメインや Epsinの ENTHド
メインをモデルタンパク質として調製し、表面積を揃えたサイズの異なる SSLBとの共沈試験

により曲率認識能の評価条件を最適化した。具体的には、それぞれの遺伝子をプラスミドベク

ターpGEX6P-1にクローニングし、大腸菌 BL21(DE3)を形質転換した。IPTGにより発現誘導し

た大腸菌を破砕し、グルタチオン Sepharoseカラムを用いて目的タンパク質を精製した。 
精製したタンパク質50 µgと表面積を揃えたサイズの異なる SSLBと4℃で一晩混和した。こ

れを遠心分離し、沈殿を SSLB結合画分、そして上清を非結合画分とした。それぞれのサンプ

ルについて Laemmli sample bufferで溶出し、電気泳動による解析を阻害する脂質成分を除去す

るためにアセトン沈殿して得られたサンプルを再度 Laemmli sample buffer で懸濁して SDS-
PAGEにより評価した。Coomassie Brilliant Blue R-250により染色後に、得られるタンパク質バ

ンドの輝度から、モデルタンパク質の異なる曲率の生体膜に対する結合性を評価した。 
 

c．乳がん細胞に特徴的に発現する曲率認識タンパク質の探索 
ヒト皮膚線維芽(NHDF)細胞及びヒト乳腺がん(MDA-MB-231)細胞を培養、破砕し、遠心分離

により未破砕画分などを除去した後、さらに超遠心分離により細胞膜画分を取得した。これを

2.5M 臭化ナトリウム溶液中で混和することで表在性膜タンパク質画分を取得した。 
 透析した表在性膜タンパク質画分とサイズの異なる SSLBとの共沈試験を実施し、結合した

タンパク質について、LC-MS/MSにより同定した。曲率認識能の評価には、各 SSLB 上から検



出されたタンパク質のスペクトルカウントをもとに、フィッシャーの正確確率検定による有意

差判定 (p<0.01) に基づき選抜した。得られた候補タンパク質の機能について、KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) や STRING (https://string-db.org/)を用いて機能分類した。 

 
 
４．研究成果 
本研究では、様々な曲率をもつ生体膜材料（SSLB: 

Spherical supported lipid bilayer）を調製し、細胞から
抽出される多種多様なタンパク質の曲率認識能を直
接評価することで、曲率認識タンパク質を簡便に同
定できる手法を開発した。 
 

a．異なる曲率の生体膜をもつ材料（SSLB）の調製 
まず、様々な曲率をもつ安定な曲面生体膜を調
製するために、足場となる粒径 30〜1,000 nm程度
の球形 SiO2粒子を合成した。得られた粒子につい
て蛍光標識脂質を含む混合脂質で被覆し、これに
よって得られた SSLB を蛍光顕微鏡と走査型電子
顕微鏡で観察した。その結果、明視野顕微鏡観察に
よって観察される球形 SiO2粒子と同じ部位から、
蛍光脂質に由来する赤色蛍光が観察された。また、
脂質による被覆前後の粒子表面の走査型電子顕微
鏡画像では、脂質修飾による粒子表面の有機被膜の
存在が確認された。以上より、本手法により曲率が
異なる（粒径の異なる）安定な曲面生体膜構造をも
つ球形材料（SSLB）を調製できたことが確認され
た（図 1）。 

 
b．モデルタンパク質を利用した SSLBによる曲率認識タンパク質同定技術の開発 
合成された SSLBを用いた生体膜曲率認識能の評価について、その有効性を評価するために、
すでに曲率認識能をもつことが知られているタンパク質を用いた評価を実施した。具体的には
生体膜の曲率認識能をもつモデルタンパク質である Amphiphysin の BAR ドメインと Epsin の
ENTHドメインを大腸菌により発現精製し、これと粒径の異なる各 SSLB（30、50、100、1,000 
nm）との結合試験を行った。その結果、従来の報告のとおり、曲率認識タンパク質は曲率の高
い（粒径の小さい）生体膜に対して高い結合能をもつことがわかった。これにより SSLBを用
いることでタンパク質の曲率認識能を評価できることが確認された（図 2）。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
c．乳がん細胞に特徴的に発現する曲率認識タンパク質の探索 
細胞の膜構造は、がんの転移にも強く関与することが知られている。そのため本研究では、

正常細胞とがん細胞に含まれる曲率認識タンパク質の比較解析を実施した。具体的には、正常

細胞（ヒト皮膚線維芽細胞：NHDF）およびがん細胞（ヒト乳腺がん細胞：MDA-MB-231）そ
れぞれの生体膜表面に存在する表在性膜タンパク質の混合溶液を調製し、様々な粒径の SSLB
との共沈試験を行った。SSLB に結合したタンパク質全体を質量分析装置で解析したところ、

NHDFからのタンパク質が 949 個、MDA-MB-231からのタンパク質が 786 個同定された。 

図 1 球形 SiO2粒子を生体膜で被覆
することによる SSLB の調製 

a）左：合成した SSLB 粒子の位相差
顕微鏡像、右：SSLB 粒子の蛍光
顕微鏡画像（表面の脂質膜に赤
色蛍光脂質を添加） 

b）左：合成した球形 SiO2粒子の走
査型電子顕微鏡像、右：SSLB 粒
子の走査型電子顕微鏡像 

図 2 精製したモデルタンパク質（Amphiphysin の BAR ドメイン、Epsin の ENTH ドメイン）
と表面積を揃えた、様々な粒径の SSLB との共沈試験による曲率認識能の評価 

左：SSLB に結合および非結合タンパク質を電気泳動（SDS-PAGE）により評価 
右：電気泳動で確認されるタンパク質量の評価 

（1 µm の SSLBs への結合量を 1としている。） 



さらにこれらのタンパク質を定量的に解析

したところ、既知の曲率認識タンパク質

（AP2 複合体やクラスリンなど）を含む 118
個の曲率認識候補タンパク質が同定され

た。中でも 53(23＋30)個はがん細胞に優位

に高発現していることが確認されており、

新たながんマーカーとなり得ることが示唆

された（図 3）。これらの曲率認識候補タン

パク質の中には、細胞の形状を制御するス

ペクトリン、小胞形成に関与するミオシン

重鎖、ミトコンドリアの膜構造を制御する

TIM44や OPA1など、曲率認識能をもつこ
とが期待されるタンパク質が数多く含まれ

ていた。 

 本研究で同定されたタンパ

ク質の機能分類を行ったとこ

ろ、膜輸送やミトコンドリア

形成に関わると思われるタン

パク質は、曲率の大きい（粒径

の小さい）SSLB に強く結合

し、平面様の膜構造も含まれ

る小胞体制御などに関与する

タンパク質は曲率の小さい

（粒径の大きい）SSLBに強く

結合することが示された（図

4）。これより、同定されたタン

パク質が高い親和性をもって

結合する曲面生体膜は、その

タンパク質がもつ機能と密接

に関わっていることが示唆さ

れた。 

 

 以上のように本研究では、人工的に調製された曲面生体膜材料を利用することで、細胞機能の

発現や疾病に重要な役割を果たす曲率認識タンパク質を選択的かつ網羅的に同定できることが

示された。本手法には、次のような利点があげられる。 

１）混合タンパク質溶液から曲率認識タンパク質を選択的・網羅的に探索できる 

２）複合体を形成するタンパク質をまとめて同定できる 

３）タンパク質が最も強く相互作用する生体膜の曲面構造（曲率）を推算できる 

これらの特徴は、これまで対象とされてこなかった細胞や生物での曲率認識タンパク質の探索

や機能解析を行う上で非常に有用である。今後は、本研究で同定された曲率認識タンパク質の詳

細な機能解析や、本手法をもとにした異なる対象での曲率認識タンパク質の探索によって、細胞

機能の発現や疾病に深く関与する曲面生体膜構造の制御機構の理解が飛躍的に進むことが期待

される。 

図 3 それぞれの細胞から同定された曲率認識
タンパク質の個数分布 

図 4  SSLB を用いて同定された曲率認識タンパク質の
機能分類 
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