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脂質膜 とタンパ ク質 の相互 作用 は、代謝や細胞 内シ グナル伝達 だけでな く、細胞 内小

器 官 の形 成 や 変 形 を介 した様 々 な生 命 現 象 に不 可 欠 で あ る。Bin－Amphiphysin－Rvs

（BAR）ドメイ ンを有す るタ ンパ ク質 は、脂 質膜 の曲率 を形成 あるい は検 出す るタンパ ク

質 と して知 られて きた。ExtendedFes－CIP4homology（EFC） ／FCH－BAR（F－BAR） ドメイ ン

は、BARド メイ ンのサブ ファ ミリー を形成す る。CIP4タ ンパ ク質のF－BARド メイ ン

の研究 な どによ り、BARド メイ ンは、脂質膜 にホモ ニ量体 と して結合 し、 さ らに、多

量体 を形成 す る こ とが明 らかにな ってい る。 また 、CIP4やPACSIN2タ ンパ ク質 の

F－BARド メイ ンは、 クラス リン被覆小孔やカベオ ラな どの高 い曲率 を持つ膜構造 に局

在す る。それ ぞれのBARド メイ ンタンパ ク質 は、多量体 の立体構造 に依存 し、脂質膜

の 曲率 を形成 あ るいは検 出す る と考 え られ てい る。 しか し、 この多量体 形成機 構 は、

ほ と ん ど のBARド メ イ ン に お い て 未 解 明 の ま ま で あ る 。

Growth－Arrest－Specific－Protein－7（GAS7）は、SH3ド メイ ン、WWド メイ ン、F－BARド

メイ ンを持つ タ ンパ ク質で あ り、 ラメ リポデ ィアな どの比較 的平 面的な構造 に局在す

るこ とが知 られ てい た。

本研 究で は、GAS7のF－BARド メイ ンの立体構造 に着 目し、GAS7の 脂質膜

結合様式 、特 に、平面膜 上で の多量体形成機 構 を解析 した。 まず 、脂質 膜共沈 降実験

によ り脂 質膜 との結 合が、塩 基性 ア ミノ酸 と酸性脂 質 のあい だの静 電的 な相 互作用 に

よるこ とを見 出 した。次 に、GFP融 合GAS7を 巨大 単層 リボ ソーム（GUV）と結合 させ 、

GAS7の 局在 を調べ ると、GUVの 表面 に平面状 にGAS7が 集合 している様子 が見 られ

た。次 に、クライオ電子顕微鏡 に よ りGUVを 観 察 した ところ、GAS7タ ンパ ク質 に よ

り、お よそ19nmと6nmの 周期 を持つ特徴的 な縞模様 が見 られ た。この周期 は、GAS7

のF－BARド メイ ンの大 きさ とほぼ一致す る。 したが って、この縞模様 は、GAS7が 脂

質膜上で多量体 を形成 してい るこ とを示唆 した。

GAS7F・BARド メイ ンの結 晶中では、GAS7のF・BARド メイ ンは、特徴 的な

ルー プ構造 を介 して、互いに接 し、F－BARド メイ ン分子 の同 じ表面 が、同 じ方 向 を向

き整 列 していた。結晶 中でのF－BARド メイ ン同士の相 互作用が、脂質膜上 で も保存 さ

れてい る と考 え、結 晶中で見 られ たF－BARド メイ ンど うしのルー プ構造 を含 む接触部

位 に変異 を導入 した。その結果、ルー プ を欠 損 した場合 には、顕 著 な脂 質膜結合 の減

少 が見 られ た。 さ らに、ループ構造 の安 定に寄与す るア ミノ酸残 基 に変異 を導入 した

ところ、脂 質膜結合 の減少がみ られ た。 また、結 晶中でのGAS7多 量体の形成 す る表

面が、脂 質膜結合 面で あるこ とを、タンパ ク質表面の塩基性 ア ミノ酸 に変異 を導入す

るこ とで見 出 した。さ らに化 学架橋剤 を処理す るこ とで、多量体形成 を調 べた ところ、

脂質膜 の存在 は、多量体形成 を促 進す る こ と、また、ルー プ構造 の安定性 は、多量体

形成 に寄与す るこ とを見 出 した。

以上の結果 は、GAS7は 、そのタ ンパ ク質結 晶 中 と類似 の集 合様式 を持 って、

多量体 を形成 し、平面的 な脂質膜 に結合す る ことを見 出 した。
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脂質膜 とタンパ ク質 の相互 作用 は、生命 現象 に とって不 可欠 で ある。特 に、脂 質膜の

形状決定機構 の解 析 は、ほ とん どの生命 現象 が、脂質膜 で形成 された小器官 に よって

い る ことを考 え ると、非常 に重要 である。BARド メイ ンタンパ ク質 は、脂 質膜結合 タ

ンパ ク質 であ る。BARド メイ ンは高次集合す る性 質 を持 ち、高次集合 した タンパ ク質

表面形状 に よって、脂 質膜 の形 状 を制御 あ るいは検 出す る と考 え られてい る。BARド

メイ ンはBAR、F・BAR、1－BARの 三種 のサ ブフ ァ ミリーに分 け られ る。F－BARド メ

イ ンは、 クラスリ ン被覆小 孔な どの高い 曲率 を持つ膜 との結合機 構が調べ られ てい る

が、 ラメ リポデ ィアな どの比較 的低い 曲率 を持つ平面状 の膜 との相互作用 はそれ ほ ど

調べ られ て こなか った。本研究 では、 ラメ リポデ ィアや フ ァゴサイ トー シスカ ップな

どの平面状 の脂質膜 に結合す ることが想 定 され るF－BARド メイ ンを持っGAS7タ ン

パ ク質 の脂質膜 との結合 を調べ た結果 、新規 なF・BARド メイ ンタンパ ク質 の脂質膜 上

での平面状 の集 合機 構 を見 出 した。 ラメ リポデ ィアや フ ァゴサイ トー シスカ ップな ど

の平面状 の膜構 造 は、細胞 の貧食機 能や 、細胞移動機 構 な どの基礎 で ある ことか ら、

本研究 は、 これ らの構造形成 を理解す る上 で重要 であ る。

第一 の発 見は、GAS7が 、脂質膜上 で周期 的 な多量体 を形成 し、10・100μm2

に達す る平面状 の集合体 を形成す る ことであ る。F－BARド メイ ンは、多数知 られ てい

るが、 これ までに平面状 に広 が りを持 って脂 質膜 に結合す る ものは知 られ てい なかっ

た。脂質膜共沈 降実験、巨大単層脂質膜 の蛍光顕微鏡 観察お よび クライオ電子顕微鏡

観察 によ り、脂質膜上 に平面状 で周期 的なGAS7の 多量体 を見 出 した。

第二 の発見 は、GAS7の 脂質膜 での多量体 が、タンパ ク質結 晶中 と同様 の相 互

作用 に よって形成 され ている ことであ る。 具体的 には、多量体形成 は、GAS7の 表面

の特徴的 なルー プ構 造 に依存 し、 また、多量体 として のタンパ ク質表 面が、脂質膜結

合 に寄与す る ことを発 見 した。 こ こでは、 クライオ電子顕微鏡 に よ り得 られた周期構

造 は、GAS7F－BARド メイ ンのタンパ ク質結 晶中で見 られ るFBARド メイ ンの周期

構造 とほぼ一致 していた こ とか ら、結晶 中でのF－BARド メイ ン ど うしの接触部位 に変

異 を導入 し、作成 され た多数 の変異体 の脂質膜結 合 と多量体形成 を、脂 質膜共沈 降実

験、化 学架 橋剤 を用 いた実験でそれぞれ示す こ とで、結晶 中の ドメイ ン どうしの接触

部位 が、脂質膜結合 と、脂質膜 上で の多量体形成 に寄与す る ことを示 した。 ま た、細

胞 において も、変異体 は細胞膜 上で集 合 しなかった こ とか ら、試験管 内 と類似 の機序

で細胞 内で もGAS7は 多量体 を形成 してい る と考 え られた。

以上 の よ うに、本論文 は、細胞移 動や貧食 作用 に関わ る脂質膜構造形成 の基礎

を提供す るもので あ り、また、タ ンパ ク質結 晶 と同様 のタ ンパ ク質 の高 次集合機構 を

脂質膜上 で明瞭 に示 したもので、学術 上、応用上貢献 す るところが少 な くない。 よっ

て審査委員一 同 は、本論文 が博 士 （バ イオサイエ ンス）の学位 論文 として価値 ある も

の と認 めた。


