
脂質膜の細胞質表面は、主に様々なりン脂質とコレステロールで構成されてい

る。りン脂質の分類はりン脂質の親水性頭部基に依存しており、また、各りン脂質は2

本の炭素鎖の長さおよび炭素間の不飽和結合の数が異なる脂肪酸を有することで、脂

質膜の複雑さを生んでいる。膜変形タンパク質である Bin・A皿Phiphysin・RVS 田AR)

ドメインタンパク質は、ホスファチジルセリン(PS)などの負電荷を帯びた脂質を含

む膜上で規則正しいオリゴマーに集合し、そのバナナ様形状によって膜をチューブ状

に変形させる。 N-BAR ドメインと呼ぱれるいくつかのBAR ドメインは、 N末端に存

在する両親媒性へりツクスが脂質膜に挿入され、さらに膜のチューブ形成を促進する。

両親媒性へりツクスの挿入は、膜脂質中のくさびとして機能し、おそらく膜の流動性

または柔軟性を制限することによって膜の切断を促進すると考えられている。 N-BAR

ドメインを有するEndophiⅡnA2は、二量体構造の末端と中心に両親媒性へりツクス

を有し、ネ瑚包内では、クラスリン媒介エンドサイトーシスにおいて機能する。さらに、

Endophi1血 A2 は豊富なPS などの負電荷脂質を含む膜を効果的に変形させることが

知られている。興味深いことに、りン脂質が1つの飽手朗引方酸と1つの多価不飽和脂

肪酸を有するとき、 Endophilin A2 と膜切断タンパク質であるダイナミンの両方によ

つて媒介される膜変形は非常に増強されることが、これまでに報告されている。

本研究では、まず、複数の異なる組織からいくつかの総脂質を抽出した。次に、

それらから調製した様々な脂質摸を用いて、膜変形および膜切断におけるEnd叩hⅡin

A2の膜変形作用様式について調べた。その結果、 PS が多く含まれる牛脳の総脂質か

ら作製した脂質膜にEndophiⅡnA2は結合し、かつ、チューブ状の変形が観察された。

ところが、ヒト胎児腎細胞(HEK293)の細胞膜から作製した脂質膜を含む、少量の

PSを含有する脂質から作製した脂質膜はEndophilinA2により小胞化した。したがっ

て、脂質膜に含まれる負に荷電したPSの量が変化することによって、 End叩h道nA2

による膜変形作用である、チューブ形成と小胞形成が切り替わることを示唆した。

少量のPSを含む脂質膜は、不飽和脂肪酸によってもたらされた膜の隙間に応

じて小胞化した。対照的に、不飽和脂肪酸による膜の隙間を有し、かつ、 PSを多く含

む脂質膜は、有意な小胞形成なしにチューブ化された。したがって、不飽和脂肪酸に

より生じた膜の隙間は、 End叩Mlin A2 による膜の変形と相関してその変形の程度に

影響を与えることを見出した。また、非膜結合表面の正に荷電したアミノ酸残基が、

両親媒性へりツクスの膜への挿入の深さに寄与していることを見出したが、その挿入

の深さは、ほとんど膜の隙間とは無関係であった。

以上の結果より、負に荷電したPSの量および模の鴎丁司の量が、 EndophⅡinに

よる膜のチューブ形成または小胞形成とい列莫変形の誘起を決定すると結論した。
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膜変形タンパク質は、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。特に、膜変形タンパク質の機能解析は、ほとんどの生体内現象に関与し

ている細胞小器官が脂質膜で形成されていることから、非常に重要である。脂質膜結

合ドメインであるBAR ドメインの脂質膜への結合やチューブ形成には、ホスファチジ

ルセリン(PS)などの負電荷脂質が重要だと知られており、これまでの BAR ドメイ

ンを用いた血 Vm口実験では、負電荷脂質を含む脂質膜が多く用いられてきた。しか

し、これらの実験で使用されてきたりン脂質組成には、必ずしもBAR ドメインが機能

する細胞小器官の膜組成は反映されず、りン脂質の脂肪酸の役割も注目されてこなか

つた。また、小胞化についての詳細は不明なままである。そのために、 BAR ドメイン

による膜変化様式と、用いるりン脂質の種類などを包括した実験は今までになかった。

本研究では、 BAR ドメインを含むEnd叩hi1加A2と、 PS量や膜の隙間を変化させた

脂質膜を用いた実験により、膜変形様式を調節する機構を見出した。膜変形タンパク

質による膜変形は、脂質膜で形成されている細胞小器官が関与している生命現象など

の基礎であることから、本研究は、生体内での膜変形機構を理解する上で重要である。

第一の発見は、脂質膜のPS量によって、 End叩hi1血A2による膜変形作用が

チューブ形成と小胞形成との間で釖り替わることを見出したことである。具体的には、

PS量が多い脂質膜はチューブを形成し、少ない脂質膜は小胞を形成した。回nd叩hilin

A2が、負電荷脂質を含む膜をチューブ化または小胞化することは知られていたが、こ

れまでにEndophilinA2を含む膜変形タンパク質が脂質膜の変形様式を変化させる要

因は知られていなかった。脂質膜共沈実験、電子顕微鏡観察、薄層クロマトグラフィ

一実験により、 PS量がEndophilinA2の膜変形様式を切り替えることを見出した。

第二の発見は、膜の隙間の程度が、 End叩hi1血A2による膜の変形と相関する

ことで、膜変形の程度を増減させることである。具体的には、PSを少量含む脂質膜は、

不飽手明副方酸による膜の隙間に応じて小胞化し、膜の隙間、かつ、PSを多量に含む脂

質膜は、チューブ化されることを発見した。また、両親媒性へりツクスの膜挿入深度

は正電荷アミノ酸残基によって調節され、脂質組成とは無関係だった。ここでは、脂

質膜共沈実験や電子顕微鏡観察を行うことで、不飽和脂肪酸によって広がった膜の隙

間の程度が、 End叩MlinA2による膜の変形の増減を調節することを示した。

以上のように、本論文は、膜変形タンパク質の機能が脂質組成に大きく依存し

ていることを明瞭に示したものである。脂質膜結合タンパク質の機能解析においては、

実際に機能する細胞内小器官の膜組成に依存することを明瞭に示し、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。
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