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研究成果の概要（和文）：細胞膜構造の機能的構築・形成メカニズムの解明と疾患分子病態解明

への応用を目標に、「膜骨格はいかにして作られるのか」を具体的目的に据えた解析を行った。

膜タンパク質AE1と先天性溶血性貧血の原因となるその変異体を利用した小胞体ERにおける
足場タンパク質アンキリンとの相互作用、ER からの小胞輸送を規定する特定のアミノ酸配列
の解明等により、小胞体における膜骨格ユニット形成の可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：The long-range goal of this project is to investigate the mechanism 
for assembly and functional organization of the red cell membrane skeleton. Here, we 
analyzed the synthesis, quality control, interaction with an erythroid scaffolding protein 
ankyrin in the endoplasmic reticulum (ER), and the ER exit signal of anion exchanger 1 
(AE1) and its mutants. The results obtained together indicate that the membrane skeletal 
network is assembled in the ER membrane as a small unit followed by vesicular transport 
to the plasma membrane. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）膜骨格の意義：役割と疾患	 
	 膜骨格 membrane	 skeleton は、細胞膜の内
側を網目状に裏打ちして物理的安定性と柔軟
性を付与し細胞膜を支える構造である。膜骨
格は、スペクトリン、ジストロフィン、ある

いはフォドリンなど、よく似た構造の紐状蛋
白質間の“横”方向のつながりと、これらと
膜内在性蛋白質との“縦”方向のつながりに
よって形成される。膜骨格の機能的構築に関
わる分子の異常は、筋ジストロフィーや溶血
性貧血を初めとする細胞・組織の機能異常や
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崩壊による様々な先天性疾患の原因となる。	 
（２）赤血球膜骨格をモデルとした仮説	 
赤血球膜には膜骨格の典型的な構造を見る

ことができる。スペクトリンが、短い F-アク
チンで、”横”につなげられた網目状構造を作
り、アンカー蛋白質（アンキリンやプロテイ
ン 4.1）を介する”縦“のつながりによって、
膜貫通性蛋白質である AE1	 (anion	 exchanger	 
1,	 band	 3)やグライコフォリン C	 (GPC)と連
結され脂質二重層を裏打ちしている。「膜骨格
はどのような分子機序で形成されるのか？」
という疑問は、膜骨格機能に大きく依存した
赤血球の生理、および貧血に結びつく病態を
把握するための最も重要な課題のひとつとし
て、また普遍的な膜疾患病態研究の大きな解
決目標である。仮説のひとつは従来の定説、
即ち「赤芽球分化前期に作られる、”横”につ
ながる骨格蛋白質を、後期に細胞膜上に出現
する AE1 が”縦”のつながり形成のトリガー
となって連結し、膜脂質二重層を裏打ちする」
であり、もうひとつの考え方が、代表者らが
提唱する“ユニット仮説”、即ち、「何らかの
膜内在性タンパク質あるいは AE1 が関わる”
縦“と”横“のつながりが小規模なユニット
として小胞体(ER,	 endoplasmic	 reticulum)
膜上に形成され、次に遊離した裏打ちユニッ
ト小胞が細胞内トラフィックを経て細胞膜に
融合しリモデリングによって全体が構築され
る」という考え方である。	 
 
２．研究の目的 
	 膜骨格の“縦”のつながりに焦点を置いて、
上記“ユニット仮説”を実証し、加えて“GPC
による AE1 の代償作用”の検証を行い、赤血
球膜骨格機能的構築の分子機構解明を完成段
階に導くことを目的とする。具体的には、既
報の培養細胞発現系等を利用し、ER における
膜骨格の足場タンパク質（アンカータンパク
質）の AE1、あるいは GPC との相互作用、そ
してそれらが小胞輸送により細胞表面に運ば
れることを実証する。また、GPC のノックア
ウトマウス(GPC-/-)、AE1 と GPC のダブルノッ
クアウトマウス(AE1-/-GPC-/-)、ならびに赤芽
球系分化早期から AE1 を過剰発現するトラン
スジェニックマウス(AE1tg)を作出し、それら
の赤血球における膜骨格形成と赤血球病態の
有無等を解析することで、上記実験系の生体
内検証を行う。	 
 
３．研究の方法 
（１）培養細胞への膜骨格遺伝子導入によ
るユニット小胞の動態解析：赤芽球系培養
細胞(MELhipod、K562)、HEK293、HeLa 細胞、
あるいは正常骨髄由来赤芽球前駆細胞
(lin-TER119-CD71-)に緑色蛍光色素(GFP)で
標識した AE1、その“縦”連結パートナーの
アンキリン、グライコフォリン C と同じく

プロテイン 4.1、さらに膜骨格の主体となる
スペクトリンを個々に発現させ、個々の細
胞内動態。ならびにタンパク質間の相互作
用を解析する。免疫組織化学的手法でタン
パク質の発現と細胞内局在を、また、定量
RT-PCR で各 mRNA の発現量を検討する。タン
パク質の局在は、共焦点レーザー顕微鏡／
デコンボリューション蛍光顕微鏡を用い、
小器官（ER、Golgi、リソソーム等）、およ
び細胞骨格（微少管、中間径フィラメント、
F-アクチン）のマーカーと比較して細胞内
局在を明らかにする。	 
（２）ER からの小胞輸送に関わる分子内情報
の解析：AE1 の細胞質内領域における存在を
前提とし、N-、あるいは C-領域の各種変異体
を上記同様の培養細胞に発現させ細胞内分
布／動態を解析する。	 
（３）遺伝子改変マウスの作出：AE1 と GPC
の遺伝子改変マウス(C57BL6/J 系統)の作製
を行う。AE1-/-は、研究協力者 A.	 Chishti	 
(Univ.	 Illinois	 at	 Chicago)から供与を受
けたものを用いる。GPC+/-と AE1+/-との交配に
よりダブルノックアウト系統マウスを作出
し、これらのマウス由来骨髄赤芽球前駆細胞
における細胞骨格タンパク質の解析を行う。	 
	 
４．研究成果	 
（１）ER における膜骨格基本構造の形成	 
①ER における AE1 とアンキリンの相互作用：
HEK293 細胞に正常(WT)	 AE1、ならびに ER 滞
留を示す R664X	 AE1 と EGFP-AnkN90 を発現さ
せ、それぞれの細胞内分布を解析した。
EGFP-AnkN90 は、単独では細胞質に小胞状分
布（部分的に ER に一致）したのに対し、AE1
との共発現下では、WT、R664X 各々との相互
作用を反映して主に細胞膜、あるいは ER に観
察された（図１）。即ち、アンキリンと AE1 の
結合（膜骨格の基本構造形成）が ER で生じ得
ることが示された(Inaba	 et	 al.,	 投稿中)。	 

	 図１．ER における AE1 とアンキリンの共在	 
②AE1 と CFTR の相互作用：R664X	 AE1は ER で
ユビキチン非依存性、糖鎖非依存性、かつ細
胞質への逆行輸送なしにプロテアソームによ
る 分 解 を 受 け た (ERAD,	 ER -associated	 



 

 

degradation)。これは CFTR の認識・分解機構
とは全く異なる特徴である。ところが両者の
共存時には、AE1 のプロテアソーム分解は
CFTR と同様の ERAD の特徴を示した（図２）
(Adachi	 et	 al.,	 2010)。これは、AE1 と CFTR
の特異的結合によるものであり、細胞膜にお
ける相互作用が既に ER において形成されて
いることを示すものでもある。	 

	 図２．ER における AE1 と CFTR の相互作用	 
（２）ER-ERGIC 間小胞輸送を規定する AE1 分
子内モチーフ	 
	 ヒト AE1 の C 末端Δ11 変異体(CtΔ11)は小
胞輸送の異常により尿細管性アシドーシスを
生じる。これに対して牛 AE1 の CtΔ11 は WT
と同様に細胞膜に運ばれた。種々の動物由来
AE1 の CtΔ11 にも小胞輸送の有無がみられた。	 
①C末端構造の影響：C末端細胞質テール各種
変異体の細胞内分布、安定性の解析から種間
保存性の高い EL(K/Q)(L/C)LD(A/G)DD 配列
が細胞膜トラフィックに重要なことを明らか
にした。同時に、この配列と C 末端配列の意
義は異なること、AE1 にはいくつかの異なる
細胞膜トラフィックシグナルが存在する可能
性が示された(Adachi	 et	 al.,	 2009)。	 
②N末端構造内疎水性クラスター配列：N末端
細胞質ドメインの欠失、置換変異体、ならび
に Ly49E をモデルとした検討から、N 末端近
傍のΦXΦXΦ配列が ER と ERGIC の間の COPII
小胞による小胞輸送を規定することを明らか
にした（図３）。この輸送にはアダプタータン
パク質 SarI と微小間構造が関与する(Otsu	 et	 

al.,	 投稿準備中；生化学会等発表)。	 
③AE1 の細胞膜発現と細胞内輸送：K562、
HEK293 細胞に mAE1L4-FLAG を発現させ、細胞
表面に発現したAE1を抗FLAG抗体で標識した
後、細胞内輸送を解析した。mAE1L4-FLAG	 は、
ER から Golgi を経て糖鎖の修飾を受けて細胞
膜に発現、その後、細胞内に小胞化して取り
込まれた後、分解を受けた。AE1 の N 末端細
胞質ドメイン内の特定の YXXΦ配列を破壊す
ると、この細胞内小胞への輸送の遅延がみら
れた。ところが、mAE1L4-FLAG の細胞質ドメ
インをこの特定 YXXΦ配列を欠く牛 AE1 の配
列に置換しても細胞内輸送には影響がなかっ
た。したがって、この細胞質内輸送にもいく
つかの独立したシグナルの存在が示唆された
(Wong	 et	 al.,	 投稿準備中)。	 
（３）マウス生体における解析	 
	 GPC-/-の作出を試みたが、致死性であるらし
くホモ個体は得られていない。胎生時期の解
析を行うべく継続している。したがって
AE1-/-GPC-/-についても作出は実際上困難であ
り、目標は達成できていない。したがって、
上述の培養細胞系における解析を主体として
行った。	 
（４）赤血球膜グライコフォリンの解析	 
①牛赤芽球系細胞 ER における細胞膜構造形
成を解析する基礎データとして、GPCに加え、
牛の GPA、GPB の遺伝子とタンパク質としての
実体を解明した。いずれの分子も遺伝子のポ
リモルフィズムがあり、特に GPB では遺伝子
重複によるいくつかのバリアントが存在した。
これらの分子は実際には赤血球膜で 400	 kDa
以上の高分子複合体として存在すること、そ
こにはCD58と AE1が含まれることを明らかに
した。この複合体が ER で形成されるか否かを
検討中である。	 

	 図３．ER-ERGIC 間小胞輸送を規定する AE1
の細胞質ドメイン内疎水性クラスター配列	 
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