
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 5 月 31 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：私共は、エンドサイトーシスに関与するタンパク質 SGIP1αを以前に

同定した。SGIP1αはリン脂質結合活性を有し、細胞膜をチューブ状に変形させる活性を持つ。

今回、SGIP1αと相同性の高いタンパク質 FCHO1,FCHO2 を新たに見出し、機能解析を行った。

FCHO2は、SGIP1αのリン脂質結合・膜変形活性ドメインであるMPドメインとは異なるEFC/F-BAR

ドメインを有していた。しかし、MP ドメインと同様 EFC/F-BAR ドメインは、リン脂質結合・膜

変形活性を持っていることが知られている。実際、FCHO2 の EFC/F-BAR ドメインもこれら活性

を有していた。機能解析を行ったところ、FCHO2 は Eps15 およびαadaptin と結合し、エンドサ

イトーシスに関与していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：We have previously identified the endocytic protein SGIP1α. This 
molecule through its MP domain binds to phospholipids and deforms the plasma membrane 
and liposomes into narrow tubes. We have found SGIP1α-related proteins FCHO1 and FCHO2, 
which have EFC/F-BAR domains substitute for MP domain. We examined the function of FCHO2, 
including tissue distribution, cellular localization and biochemical properties. Our 
results indicate that FCHO2 is involved in clathrin-dependent endocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 
中心体は、主たる微小管形成中心（MTOC）

として機能し、間期では細胞の形態、運動、
接着を制御し、分裂期では紡錘体を形成して
染色体の分離に関わっている。中心体は一対
の中心小体とそれらを取り巻く中心小体周
辺物質（pericentriolar materials, PCM）
から構成されている。PCM には、微小管形成

に関わるガンマ・チュブリンが濃縮している。
染色体の分離に先立って、S 期から G2 期にか
けて中心体が複製され、M 期になると PCM が
「肥大化」して微小管形成活性を増大させて
中心体成熟を起こす（Curr. Biol. 15: 
R880-882, 2005）。中心体は細胞の両極に移
動し、紡錘体極を形成し、染色体を両極へ均
等に分割する。それと同時に、肥大化した中
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心体は縮小する。PCM 肥大はガンマ・チュブ
リン等の分子が細胞質プールから中心体へ
リクルートされることによって行われ、続い
て集積した分子が離散、ダウンレギュレーシ
ョンして中心体が縮小すると考えられてい
る。しかし、その分子メカニズムには不明な
点が多い。また、間期においてもガンマ・チ
ュブリン等の分子が中心体と細胞質をサイ
クリングしているのかも未解決である。 
 

 
２．研究の目的 
私共は、微小管と関連するタンパク質群を

質量分析により同定・解析し、多数の微小管
結合タンパク質を見出してきた（Genes Cells. 
13: 295-312, 2008; Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 366(4):958-62, 2008）。その中の
一つ SGIP1αはユビキチン結合タンパク質
Eps15 と結合し、細胞膜受容体のエンドサイ
トーシス（ダウンレギュレーション）を制御
していることを明らかにしている（J. Biol. 
Chem. 282: 26481-9, 2007）。SGIP1αを解析
する過程で、SGIP1αと相同性が高く、機能
が不明な FCHO2 タンパク質を見出し、FCHO2
が中心体に局在することを明らかにした。ま
た、SGIP1αと同様、クラスリン被覆ピット
にも局在することを見出した。 
そこで本研究では、FCHO2 の中心体、およ

びエンドサイトーシスにおける役割とその
分子機構を明らかにすることを研究目的と
し、各種実験を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(１) SGIP1α、FCHO1 および FCHO2 の分子構
造を比較した。 
 
(２) FCHO1 および FCHO2 の組織分布を、RNA
レベル、タンパクレベルで調べた。 
 
(３) FCHO2 の生化学的性状（リン脂質結合
能・膜変形活性等）を調べた。 
 
(４) FCHO2 の結合タンパク質を調べた。 
 
(５) FCHO2 の細胞内局在を調べた。 
 
(６) FCHO2のエンドサイトーシスへの関与を
調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(１) SGIP1α、FCHO1 および FCHO2 の分子構
造を比較した（図１）。SGIP1αは、N 末端か
ら順に MP ドメイン、プロリンリッチドメイ
ン、μサブユニットホモロジードメインから

構成されている。MP ドメインは、マイナスの
電荷を持つリン脂質に結合し、細胞膜やリポ
ソームをチューブ状に変形させる活性を持
つ。FCHO1およびFCHO2共に、SGIP1αと同様、
リン脂質に結合し、膜をチューブ状に変形さ
せる活性を持つ EFC/F-BARドメインを有して
いる。EFC/F-BAR ドメイン以降、FCHO1 およ
び FCHO2 は、プロリンリッチドメイン、μサ
ブユニットホモロジードメインを有してい
る。以上のことから、SGIP1α、FCHO1 および
FCHO2 は同じ機能ドメインから構成されるフ
ァミリーを形成していると考えられる。 
 

 
図 1 SGIP1α、FCHO1 および FCHO2 の分子構
造比較 
 
 
 
(２) 私共は、SGIP1αは神経組織特異的に発
現していることを明らかにしている。FCHO1、
FCHO2 の組織分布を明らかにするため、ノザ
ンブロッティングを行った。FCHO1 は脳と脾
臓に特に多く発現しおり、FCHO2 は広範囲の
組織（心臓、脳、脾臓、小腸、肝臓、筋、腎
臓、精巣）に亘って、ユビキタスに発現して
いることが明らかとなった。よって、FCHO フ
ァミリーの一般的機能を調べるべく、FCHO2
について、以降は解析することとした。 
 
 

 
 
図２－１ FCHO1 と FCHO2 の組織分布をノザ
ンブロッティング法により解析 
 
 
FCHO2 のポリクローナル抗体を作製し、タン
パク質レベルでの発現を各種組織でウェス
タンブロッティング法により調べた。ノザン



 

 

ブロッティング同様、ほぼユビキタスに
FCHO2 は発現していることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２-２ FCHO2 の組織分布をウェスタンブ
ロット法により解析 
 
 
 

(１) FCHO2のリン脂質結合能および膜変形活

性を調べるため、リポソーム共沈法を行った。

リポソーム共沈法は、タンパク質-脂質間相

互作用を検出する方法で、両成分の遠心操作

後、相互作用がない場合は上清各分に、ある

場合は沈殿画分に遠心分離される。FCHO2 に

おいては、ホスファチジルセリンには結合し

たが（図３-１）、ホスファチジルエタノール

アミンおよびホスファチジルコリンには結

合しなかった。 

 

 

 

図３-１ FCHO2のF-BARドメインとホスファ

チジルセリンの結合 

 

FCHO2 の膜変形能を、試験管および細胞レベ

ルで調べた。FCHO2 の F-BAR ドメインは Folch

リポソームをチューブ状に変形させる活性

を有していた（図３－２）。また、F-BAR ドメ

インを COS7 細胞に発現させると、リポソー

ムの時と同じく、細胞膜がチューブ状に変形

した構造物が観察された（図３-３）。 

 

 

 

 

 

 

図３-２ FCHO2 の F-BAR ドメインによる

Folch リポソームの変形 

 

 

 

図３-３ F-BAR ドメイン発現 COS7 細胞に見

られる膜変形 

 

 

 

(２) FCHO2 が Eps15 およびαAdaptin（AP-2

コンプレックスのコンポーネントの一つ）と

結合するか否かを調べた。SGIP1αはいずれ

のタンパク質とも結合することが分かって

いる。GST 融合 FCHO2 タンパク質を用い

MBP-Eps15 との結合をプルダウンアッセイに

より検証したところ、FCHO2 のμサブユニッ

トホモロジードメインが Eps15と結合するこ

とが明らかとなった(図４－１)。また、α

Adaptin は FCHO2 抗体で免疫沈降すると、

Eps15 と共に、共沈してきた（図４－２）。よ

って、αAdaptin は FCHO2 と直接あるいは

Eps15 を介して間接的に結合していると考え

られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４－１ FCHO2 と Eps15 の結合（プルダウ
ンアッセイ法） 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４－２ FCHO2、Eps15 およびαAdaptin の
結合（免疫沈降法） 
 
 
 
(３) FCHO2の細胞内局在を調べるため、FCHO2
を HeLa 細胞に発現させ、蛍光免疫染色を行
った。Eps15、αAdaptin とそれぞれ二重染色
を行ったところ、FCHO2 は Eps15 およびα
Adaptin と共局在していた（図５）。また、
GFP-FCHO2およびDsRed-Clathrinを細胞に共
発現させたところ、両融合タンパク質は共局
在していた。以上の結果から考えると、FCHO2
はクラスリン被覆ピットに局在し、Eps15 お
よびαAdaptin と結合して、エンドサイトー
シスに関与していると推測された。 
 
 
 
 

 

図５ FCHO2 の蛍光免疫染色 
αAdaptin との二重染色（上段）。Eps15 との
二 重 染 色 （ 中 段 ）。 GFP-FCHO2 お よ び
DsRed-Clathrin の共発現細胞（下段） 
 
 
 
(４) ノックダウン法を用い、細胞内へのトラ
ンスフェリンの取り込みを指標に、FCHO2 の
エンドサイトーシスへの関与を調べた。
FCHO2 をノックダウンした細胞では、トラン
スフェリンの取り込みがコントロールに比
べ有意に減少していた（図６）。よって、ク
ラスリン依存性エンドサイトーシスに FCHO2
が関与していることが明らかとなった。 
 
 
 

 
図６ クラスリン依存性エンドサイトーシ
スへの FCHO2 の関与 
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