
１． は じ め に

エンドサイトーシスは細胞膜受容体，チャネル，トラン

スポーターなどの膜貫通型タンパク質の機能制御と品質管

理，細胞外環境からの栄養物質の取り込み，神経伝達物質

やホルモンの分泌に伴う細胞内膜小胞の補充など，多彩な

生理現象に関与する．また，ウイルスやバクテリアなどの

感染現象は，これらの病原体が宿主細胞に備わるエンドサ

イトーシス機構を巧妙にハイジャックする過程に他ならな

い．

電子顕微鏡による観察から，細胞膜の裏側には高電子密

度の被覆構造が存在することが古くから知られていたが，

その実体であるクラスリンが発見されるとエンドサイトー

シスの分子レベルでの理解が大きく進展し始めた１）．その

一連の研究から，膜貫通型の受容体タンパク質がその細胞

質側領域を介してクラスリン重鎖およびアダプタータンパ

ク質複合体 AP-２と直接結合することが明らかにされる

と，この「サッカーボール」のようなクラスリン被覆構造

がエンドサイトーシス小胞の形成メカニズムの全てを説明

するように思われた．しかしその一方で，理論的考察か

ら，細胞膜が直径２００nm程度の小胞を形成するために必

要なエネルギーは，クラスリン被覆タンパク質と細胞膜リ

ン脂質との表面的な結合エネルギーだけでは説明できない

ことも指摘されていた２）．

近年の生化学，構造生物学，分子生物学，細胞生物学，

遺伝学を包含する諸研究の発展によって，このミッシング

リンクを結ぶ因子として「生体膜変形活性」を有するタン

パク質群が相次いで見出され，エンドサイトーシスにおけ

る重要性が次々と明らかになってきた．通常は細胞質中に

存在するこれらのタンパク質が，細胞膜リン脂質との可逆

的な相互作用を通じてエンドサイトーシスにおける連続的

な細胞膜の形態変化を遂行する．さらに，膜の形態変化を

ある種の「情報」として感知して小胞形成を遂行する分子

メカニズムの存在など，エンドサイトーシス研究は「生体

膜の形状」をめぐる新たな研究領域へと発展しつつある．

本稿では，生体膜を構成するリン脂質と細胞質タンパク

質との可逆的な相互作用が，複雑な生体膜の形状変化を制

御するメカニズムに焦点を当て，一連の研究から見えてき

たエンドサイトーシスの分子機構について考察する．
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２． ENTHドメイン

２．１ ENTHドメインとイノシトールリン脂質の相互作用

EGF受容体のチロシンキナーゼ基質タンパク質として

同定された eps１５は，カルボキシル末端領域の Asp-Pro-

Trp／Phe（DPW／F）モチーフを介して，クラスリン依存性

エンドサイトーシスに関与するアダプタータンパク質

AP-２の構成因子 α-adaptinおよび β-adaptinに結合する３）．

一方で，eps１５のアミノ末端には三つの「EHドメイン」と

呼ばれる相同領域が存在し，Asn-Pro-Phe（NPF）モチーフ

を持ついくつかのタンパク質と相互作用することが知られ

ていた４）．Yale大学の De Camilliらのグループは，eps１５

の EHドメインを用いたラット脳細胞質画分に対する

overlay法により epsin１（eps１５ interacting protein１）を同

定した５）．Epsin１は中央領域に DPW／Fモチーフを複数も

ち，α-adaptinに結合するとともに，カルボキシル末端領

域の NPFモチーフを介して eps１５に結合することから，

クラスリン依存性エンドサイトーシスの鍵分子であると考

えられた．酵母における epsinホモログである Ent１／２の欠

損株はエンドサイトーシスが不全となること６），この機能

不全を回復するためには Ent１／２タンパク質のアミノ末端

側約１４０残基程度の領域が必要であった．この領域は酵母

から哺乳類に至るまで高度に保存されていることから「ep-

sin N-terminal homology（ENTH）ドメイン」と名付けられ７），

エンドサイトーシスの進行に必須な何らかの活性を持つと

考えられたが，その生化学的な機能は不明なままであった．

筆者らのグループは，epsin１ENTHドメインが細胞膜

を構成するイノシトールリン脂質である PtdIns（４，５）P２に

強く結合することを見出した８）（図１A）．この相互作用は

PtdIns（４，５）P２の最もよく知られた結合ドメインであるホ

スホリパーゼ C（PLC）δ１の PHドメインに匹敵するもの

であり，その Kdは約０．３７µMと見積もられた．ENTHド

メインに高度に保存された７６番目の Lys残基が PtdIns

（４，５）P２との結合に必要であり，この残基を Alaに置換し

た epsin変異体を過剰発現すると EGF受容体のエンドサイ

トーシスが顕著に抑制された．これらの結果から，epsin１

は ENTHドメインを介して細胞膜に存在する PtdIns（４，５）

P２を認識し，中央およびカルボキシル末端領域でクラス

リン依存性エンドサイトーシスの中心因子である AP-２，

eps１５，さらにクラスリン重鎖そのものにも結合する９）リン

カータンパク質であると予想された８）．

２．２ ENTHドメインの立体構造と細胞膜の陥入メカニズ

ム

筆者らによって ENTHドメインが脂質結合モジュール

として再発見される前年，ラット epsin１の ENTHドメイ

ンの結晶構造が報告され，８本の αヘリックスから成る球
状の構造であることが示された１０）（図１D左）．しかしなが

ら，この結晶構造においてはアミノ末端の約１５残基に対

する回折像が得られないことから，この領域が特定のコン

フォメーションを取らない，いわゆる「天然変性状態」で

存在すると考えられた．同様の結果は筆者らの NMRを用

いた解析からも裏付けられたが（図１D中央），ENTHド

メインと結合する PtdIns（４，５）P２の極性部位に相当する Ins

（１，４，５）P３の添加によって，このアミノ末端の約１８残基

が大きく構造変化を起こすことが判明した８）（図１B）．さら

に，この領域を欠損すると ENTHドメインの PtdIns（４，５）

P２に対する結合能が失われることから（図１C），この大き

な構造変化が脂質結合に必須であることが強く示唆され

た．翌年，McMahonらのグループは ENTHドメインと

Ins（１，４，５）P３の共結晶構造を報告した１１）．それによれば，

Ins（１，４，５）P３との結合に伴ってアミノ末端側領域は新たな

αヘリックス構造へと変換され，Ins（１，４，５）P３を包み込む

ように深い結合ポケットを形成する（図１D右）．この新

たな αヘリックスの片側には正電荷に富むアミノ酸が並
んでおり，PtdIns（４，５）P２のリン酸基との静電的相互作用

図１ ENTHドメインと PtdIns（４，５）P２の相互作用
（A）PEおよび PCをベースとしたリポソームに０～０．５％の PtdIns（PI）または PtdIns（４，５）P２（PI（４，５）P２）を添加し，ラット由来 ep-

sin１ENTHドメインとの共沈アッセイを行った．PtdIns添加では ENTHドメインがほとんど結合画分（P）に見られないのに対し，
PtdIns（４，５）P２の添加に伴って結合が増加していることがわかる．
（B）Ins（１，４，５）P３の添加による ENTHドメインの化学シフト変化．主に３ヶ所の構造部位（site１～３）に変化が認められるが，特に
アミノ末端に相当する部位（site１）の変化が大きい．
（C）ENTHドメイン変異体に見られる PtdIns（４，５）P２結合への影響．アミノ末端領域のうち，Arg８を Alaに置換したもの（R８A）お
よびアミノ末端領域の１８残基を欠損したもの（ΔN１８）が結合能を失っている．
（D）ENTHドメインの立体構造．（左）ENTHドメイン単独での結晶構造１０），（中央）ENTHドメイン単独での NMR像８，７４），（右）ENTH
ドメイン―Ins（１，４，５）P３複合体の結晶構造１１），を示している．赤～橙色で示したアミノ末端領域が Ins（１，４，５）P３との結合に伴って α
ヘリックスを形成している．それぞれ CueMol２ソフトウェアを用いて立体構造を表示した．（A―C：文献８より転載）

図２ 両親媒性 αヘリックスによる細胞膜の変形モデル
（A）ENTHドメインに見られる両親媒性 αヘリックス形成．図１Dに示す各立体構造解析の結果から，ENTHドメインのアミノ末端
領域は細胞質中において特定の立体構造を取らないが，PtdIns（４，５）P２との結合に伴って両親媒性の αヘリックスを形成する（黄色：
疎水性残基，青色：正電荷残基）．それぞれ CueMol２ソフトウェアを用いて立体構造を表示した．
（B）両親媒性 αヘリックスの形成により，その疎水性残基が細胞膜中のリン脂質分子の脂肪酸部分と疎水的相互作用を行う．その
結果として，細胞膜内層のみ面積が増大して膜の変形に至る．（文献４０より書式変更後転載）
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図５

図３ BARドメインの立体構造
（A）ヒト arfaptin（PDB１I４９），（B）ヒト arfaptinと活性型 Rac１複合体（PDB１I４T），（C）ショウジョウバエ amphiphysin BARドメ
イン（PDB１URU），（D）マウス endophilin A１BARドメイン（PDB１ZWW），（E）ヒト APPL１BAR-PHドメイン（PDB２ELB），（F）
ヒト SNX９PX-BARドメイン，（G）ヒト IRSp５３MIM／I-BARドメイン（PDB１Y２O），（H）出芽酵母 Lsp１BARドメイン（PDB
３PLT）．それぞれ CueMol２ソフトウェアを用いて立体構造を表示した．

図４ F-BARドメインによる膜チューブ化と立体構造
（A）マウス endophilin３BARドメイン（左）およびヒト FBP１７F-BARドメイン（右）をウシ脳由来酸性リン脂質画分（Folch fraction
I）にて作製したリポソームと混和し，ネガティブ染色後，透過型電子顕微鏡にて観察した．BARドメインは細く柔軟な膜チューブ
を形成するのに対し，F-BARドメインは太く真っ直ぐな膜チューブを誘導することがわかる．
（B）これまでに解明された F-BARドメインの立体構造の例．（左上）ヒト FBP１７F-BARドメイン（PDB２EFL），（右上）ヒト CIP４F-
BARドメイン（PDB２EFK），（左下）ヒト Fcho２F-BARドメイン（PDB２V０O），（右下）ヒト Pacsin１F-BARドメイン（PDB３HAH）．
それぞれ CueMol２ソフトウェアを用いて立体構造を表示した．

図５ 膜曲率認識を説明する二つの異なるモデル
（A）BARドメインが被覆として膜曲率を認識するモデル．BARドメインが持つバナナ形の分子構造は，その凹面に正電荷に富むア
ミノ酸を多数持っている．これらとリン脂質との静電的相互作用を介して，生体膜に表面的な相互作用を行う．この時，バナナ形構
造の凹面側の曲率が生体膜の曲率と合致した場合にのみ効率的な相互作用が可能となり，結果として曲率センサーとして機能する．
（B）両親媒性 αヘリックスによって膜曲率を認識するモデル．一部の BARドメインはアミノ末端に両親媒性 αヘリックスを取る領
域を有している．このヘリックスの疎水性面が高度に湾曲した（大きな曲率を持つ）生体膜の脂質分子の隙間に入り込み，脂質分子
の脂肪酸部分との疎水的な相互作用を行うことで，曲率センサーとして機能する．
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に関与している．さらに特徴的なのは，反対側のカラム表

面には疎水性のアミノ酸が並んだ，いわゆる「両親媒性」

を有していることであった（図２A）．興味深いことに，

ENTHドメインは試験管内において球状の人工膜小胞（リ

ポソーム）を細長いチューブ状に変形すること，またこの

「膜変形活性」は，アミノ末端の両親媒性ヘリックスに存

在する疎水性残基（Leu）を Glu残基へ置換することで失

われてしまうことが観察された１１）．さらに，脂質単層膜

（lipid monolayer）を用いた再構成実験から，epsin１はク

ラスリンと協働してクラスリン被覆ピットの膜陥入構造を

形成することが観察された１１）．これらの結果から，epsin１

が ENTHドメインと PtdIns（４，５）P２との相互作用を介して，

エンドサイトーシスにおける最初のステップである「細胞

膜の陥入」を引き起こすモデルが提唱されている（図２B）．

３． BARドメイン

３．１ 生体膜変形モジュールとしての BARドメイン

ニワトリ前脳のシナプス膜画分に対するモノクローナル

抗体を用いた発現スクリーニングによって，分子量約７５

kDaのタンパク質がクローニングされた．このタンパク質

の一次構造は高度に親水性であるにも関わらず，シナプス

小胞マーカーである synaptophyisinと共局在するなど，シ

ナプス小胞膜への強固な結合能を持つことから「am-

phiphysin」と名付けられた１２）．Amphiphysin１のアミノ末

端側約２５０残基は出芽酵母 Rvs１６１／１６７，およびMyc結合

タンパク質として同定された BIN１（amphiphysin２）と相

同性を示すことから，「Bin１／Amphiphysin／Rvs１６７（BAR）

ドメイン」と呼ばれるようになった１３）．この領域は，アミ

ノ酸配列から coiled-coil構造を取ると予想され，am-

phiphysin１および２のホモおよびヘテロ二量体の形成を

媒介することが知られていた１４，１５）．また，amphiphysin１，２

はカルボキシル末端の SH３ドメインを介して dynaminや

synaptojaninなどのエンドサイトーシス関連タンパク質に

結合すること１６，１７），脳シナプスに豊富に存在すること１２，１８）な

どから，エンドサイトーシスに関与すると予想された．実

際に，酵母 Rvs１６１／１６７もアクチンパッチに局在し，哺乳

類と同様にエンドサイトーシスやアクチン細胞骨格制御に

必須の機能を持つ１９，２０）．

エンドサイトーシス小胞の形成に関与する機械化学酵素

（mechanochemical enzyme）で あ る dynamin GTPaseは，in

vitroおよび in vivoで細胞膜を細長いチューブ状に引き伸

ばすこと，さらにその GTPase活性に依存してチューブ状

膜を切断する活性を持つことが知られていた２１，２２）．De

Camilliらのグループは，dynaminと協調して働く am-

phiphysin１の機能解析を行う中で，dynamin非存在下にお

いて amphiphysin１が単独で強力な膜チューブ化活性を持

つことを報告した２３）．また，この膜のチューブ化にはアミ

ノ末端の BARドメインに相当する領域が必要かつ十分で

あった．さらに，同じく dynaminおよび synaptojaninに結

合する SH３ドメインタンパク質 endophilin２４，２５）においても，

同様に膜のチューブ化活性が認められた２６）．Endophilinに

ついてはそれまで BARドメインを持つとは考えられてい

なかったが，この発見によって初めて両者に機能的，構造

的な相同性が見出された．一体，この強力な膜チューブ化

活性が引き起こされる原因は何であろうか？ それまでも

タンパク質と膜脂質の静電的な相互作用がチューブ状の膜

を作り出すことは知られていたが２７），BARドメインに

よって誘導される膜の形状変化は，はるかに高効率で起こ

る現象である．同グループは，amphiphysin，endophilin

BARドメインのアミノ末端側約２０―３０残基が helical mod-

elingによって「両親媒性」を持ちうることを見出した．

実際，endophilinの１０番目の Phe残基を Gluに置換する

と，膜チューブ化活性は失われた２６）．これらの結果は前章

で述べた ENTHドメインによる膜変形モデルに先行する

ものであり，両親媒性 αヘリックスが脂質二重層の形状
を制御する概念を初めて提出する重要な発見となった．

３．２ BARドメインの立体構造

「BARドメインによる膜チューブの形成」という新たな

現象の理解は，本ドメインの立体構造が明らかになること

によって大いに進んだが，同時により多くの謎を生み出す

ことになった．ショウジョウバエ amphiphysin（dAmph）の

BARドメインの結晶構造は主に３本の αヘリックスから
構成される細長い形状を呈すること，各単量体が一定の角

度を保持しながら二量体を形成することが明らかとなっ

た２８）．その形状は三日月形（crescent）あるいはバナナ形

（banana-shaped）と呼ばれる，特徴的な構造を示す（図３）．

リン脂質との結合に関与する正電荷を持つアミノ酸はこの

バナナ形構造の凹面側に集中しており，結果として，湾曲

した生体膜の凸面に結合するのに適しているように思われ

た２８）．計算上，この BARドメインの凹面側の曲率は直径

約２２nmの膜チューブ表面に一致すると予想され， 実際，

（アミノ末端の両親媒性ヘリックスを欠損して）この凹面

構造部分だけを持つラット amphiphysin１の BARドメイ

ンは，小さな直径を持つリポソームに選択的に結合するこ

とが観察された２８）．このモデルは，生体膜表面をコートす

るように結合するタンパク質が，その相互作用表面の形状

に依存して生体膜の曲率を感知するという，新たな概念を

提案している．しかしながら，後述するように本来 BAR

ドメインが持つアミノ末端の両親媒性 αヘリックスの存
在がこの現象の理解を困難にしているのに加え，コートタ

ンパク質のバナナ形の形状が湾曲した生体膜表面を安定化

している可能性もあり，まだ十分な結論が出ているとは言

えない状況である．
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３．３ BARドメインファミリー

このような問題点の一方で，BARドメインの立体構造

の解明によって，このドメインファミリーがより多くのタ

ンパク質に存在することが明らかになった．それまで

BARドメインとは無関係と思われていた Arf１結合タンパ

ク質の一種 arfaptinの立体構造もまた，バナナ形の二量体

であることが報告されていたからである２９）（図３A，B）．

データベース探索によって，BARドメインに低い相同性

を持つタンパク質として，arfaptin以外にも RhoGEFドメ

インを持つ P-Rex１や Tuba，RhoGAPや ArfGAPドメイン

を持つ Oligophrenin，Centaurin βや ASAP１，さらには PX

ドメインを持つ一群の sorting nexinファミリータンパク質

にも BARドメインが存在することが判明した２８，３０）．これ

らのタンパク質は一次構造上の相同性は低いものの，立体

構造が極めて類似しており，in vitroおよび in vivoにおい

て生体膜をチューブ状に変形する，あるいは生体膜の曲率

に依存した結合能を示すことが確認されている２８，３０，３１）．こ

の事実は，生体膜の変形・曲率感知モジュールである

BARドメインが，Rhoサブファミリーの制御を介した細

胞骨格制御や細胞内小胞輸送と機能的な関連性を持つこと

を強く示唆している．一方，BARドメインが PXドメイ

ンや PHドメインなどのイノシトールリン脂質結合ドメイ

ンと隣り合って配置されている例が数多く見られることか

ら（図３E，F），特定のオルガネラ膜への局在化と形状制

御がイノシトールリン脂質代謝酵素によってコントロール

されると考えられる．

その後も新たな BARドメインファミリータンパク質の

「再発見」が続いている．出芽酵母の細胞膜において，深

さ約５０nm，長さ約２００―３００nmに渡る「溝」状の陥入構

造が見出され，eisosomeと名づけられた３２）．その機能の多

くはまだ不明であるものの，おそらくはエンドサイトーシ

スに関与する細胞膜上のマイクロドメインではないかと考

えられている３３）．ごく最近，eisosomeの主要因子である

Pil１および Lsp１の立体構造が報告され，これらは新たな

BARドメインファミリータンパク質であることが明らか

になった３４）（図３H）．さらにアミノ酸配列の高感度相同性

探索から，同じく eisosome形成に関与する Slm１／２および

Rgc１／２が次節で述べる F-BARドメインを持つことが見出

されており３５），このドメインファミリーの機能がさらなる

広がりを見せる展開となっている．

４． F-BARドメイン

４．１ F-BARドメインの発見

BARドメインがこれまで知られている以上に広範なタ

ンパク質に保存されているという事実から，筆者らはさら

なる相同性探索を行い，ある一群のタンパク質に保存され

た領域が BARドメインと近縁であることを見出した３６）．

この一群のタンパク質は，アミノ末端側に Cdc４２結合タ

ンパク質である CIP４や，チロシンキナーゼ Ferおよび Fes

などに保存された「Fes／CIP４homology（FCH）ドメイン」

を共通して持っていた．しかしながら，約９０残基から成

る FCHドメインに対して，BARドメインとの相同性を示

す領域はカルボキシル末端側の約２００残基も含んでいた．

さらに，Jnetアルゴリズムによる二次構造予測の結果か

ら，両者を含んだ約３００残基から成る領域が BARドメイ

ンと同様に３本の長い αヘリックスから構成されること
が示唆された．そこで，“FCHドメインを含む BARドメ

イン様のモジュール”という意味を込めて「FCH and BAR

（F-BAR）ドメイン」と名付けることにした３６）．F-BARド

メイン内における FCHドメイン相当領域は，各タンパク

質間でアミノ酸配列上の相同性がやや高いものの，二次構

造においては１番目のヘリックスから２番目のヘリックス

の途中までしかカバーしておらず，機能的・構造的な意義

はほとんどないものと考えられる．

F-BARドメインが BARドメインに機能的に類似したモ

ジュールである可能性は，Kamiokaらの発見から示唆され

ていた．それによれば，F-BARドメインを持つ代表的な

タンパク質である FBP１７を COS７細胞に過剰発現すると，

BARドメインタンパク質において報告されていたもの３７）

とよく似た，細胞膜がチューブに陥入した構造が多数観察

された３８）．FBP１７もまた amphiphysinや endophilinと同じ

くカルボキシル末端に SH３ドメインを持ち，dynaminに結

合および共局在する．これを裏付けるように，F-BARド

メインをもつ FBP１７，CIP４，syndapin１／pacsin１のリコン

ビナントタンパク質は，in vitroで球状のリポソームを

チューブ状に変形することが明らかとなった３６）（図４B）．

F-BARドメインによって形成される膜チューブは BARド

メインのそれに比べて直径が大きく（～２００nm；BARド

メインは５０nm以下），見かけ上の剛性も高い，まっすぐ

な形状を取る傾向が認められた３６，３９）（図４A，B）．COS７細

胞内で BARおよび F-BARドメインを同時に過剰発現する

と，両者は同一のチューブ状陥入膜に局在するが，それぞ

れのドメインは決して混ざり合わずに別々のコンパートメ

ントを形成することが観察される３９，４０）．これらの事実から，

F-BARドメインは BARドメインとは異なる膜変形活性を

持ち，エンドサイトーシスにおいて両者が特異的かつ協調

的な役割を担う可能性が示唆されている．実際に，trans-

ferrin受容体のエンドサイトーシスにおいて，FBP１７と

CIP４などの F-BARドメインタンパク質は BARドメイン

タンパク質とは異なるタイミングでクラスリン被覆ピッ

ト／小胞にリクルートされることが観察されており４１），こ

の考えを指示している．
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４．２ F-BARドメインの立体構造と膜チューブ形成の分子

機構

F-BARドメインの発見から間もなく，FBP１７および

CIP４４２）および FCHo２の F-BARドメイン４３）の立体構造が相

次いで報告された．予想されたとおり，F-BARドメイン

またも BARドメインと同様に，細長い単量体が特定の角

度を持って会合した「バナナ形」の二量体構造を形成して

いた（図４C）．一次構造の長さの違いに伴って（BARは

約２５０残基，F-BARは約３００残基），F-BARドメインは

BARドメインに比べて各単量体が細長い形状を有してい

る．また，F-BARドメインの方が二量体の相対的な角度

が開いており，バナナ形の凹面の曲率が低くなっている．

理論上，F-BARドメインの凹面は直径～６０nmの膜曲面に

合致するものであり，「F-BARドメインによって in vitro

で形成される膜チューブの直径が BARドメインのものよ

りも大きい」という観察に見事に合致している３６）．さらに

特徴的なことは，F-BARドメイン二量体どうしが，細長

い分子構造の先端部分および側面部分を介して互いに相互

作用していることである．これは電子顕微鏡によるネガ

ティブ染色像においても，繊維状構造や膜表面上の被覆構

造として観察することが出来る３６，３９，４２）．また，FBP１７にお

いて Phe２７６を Aspへ置換することで「バナナ側面」を介

した相互作用が消失すると，同時に膜チューブ化活性も失

うことが示されている３９）．ただし，この F-BARドメイン

の側面部分は膜上の被覆構造の形成だけではなく，細胞膜

の陥入現象そのものに関与する可能性が示唆されている．

それによれば，膜脂質の融点（Lo状態から Ld状態へ遷移

する温度）を下回る低温条件において，F-BARドメイン

はバナナ側面の疎水性残基を介して膜上に並ぶように結合

している．これはいわばエンドサイトーシスの初期状態に

相当すると考えられ，この膜結合が徐々に凹面側の残基に

引き継がれるに従って F-BARドメインどうしの側面を介

した相互作用が回復し，結果的に平面膜をチューブ状に引

き伸ばすと考えられている３９）．実際，SH３ドメインを持た

ない F-BARタンパク質である FCHo２はクラスリン依存性

エンドサイトーシスの初期に作用する eps１５や intersectin，

AP-２と複合体を形成し，この過程における最初の細胞膜

陥入を誘導する，というモデルが提唱されている４４）．

５． 細胞外からの膜変形によるエンドサイトーシス

これまで述べて来た細胞膜の変形メカニズムは，いずれ

も細胞質側に存在するタンパク質が細胞膜の内層と相互作

用し，タンパク質との接触面の方向に対して凸となる曲率

（positive curvature）を誘導するものであった．このような，

いわばタンパク質が細胞膜を「引っ張り込む」活性とは正

反対に，膜を「押しやる」活性によってエンドサイトーシ

ス小胞を形成する過程が報告されている．赤痢菌や腸管出

血性大腸菌（EHEC, enterohaemorrhagic E. coli）が産生す

る志賀毒素（ベロ毒素）は，細胞膜外層に局在する糖脂質

の一種 Gb３に結合して細胞内へ侵入する．毒素を構成す

る Bサブユニットを培養細胞の外部から添加すると，

チューブ状の細胞膜陥入構造が多数誘導された４５）．同様の

現象は巨大リポソーム（giant unilamellar vesicle：GUV）を

用いても観察されたことから，この膜変形は微小管モー

ターなどのエネルギーを必要としない，毒素タンパク質と

の相互作用のみによるものと考えられた．この時，毒素タ

ンパク質がクラスター化して膜上に集積すること，また膜

脂質として不飽和脂肪酸を持つ分子種が必要であることな

どから，�５量体を形成する毒素 Bサブユニットが持つ

本来の分子形状（突出した膜結合表面を持つと考えられる）

と�コーン形を有する脂質分子の集積現象が協同して，タ

ンパク質接触面を凹面とするような「押しやる」作用を可

能にするものと考えられている．この現象は，同じく５量

体の糖脂質（GM１）結合部位を持つコレラ毒素 Bサブユ

ニット（CTxB）や，サルのポリオーマウィルス SV４０の

キャプシドタンパク質においても観察され４６），多様な病原

体の感染に共通するメカニズムの一端である可能性が示唆

されている．

６． 生体膜の曲率認識機構

６．１ 両親媒性 αヘリックスによる生体膜の曲率認識
～ALPSモチーフ～

生体膜を構成する脂質二重層が持つ立体的な構造，すな

わち二次元平面ではなく三次元曲面としての形態は，随時

移り変わる細胞内における状態量の一つとして捉えること

ができる．本稿で述べて来た，エンドサイトーシスに関与

する多くのタンパク質が持つ機能モジュールは生体膜平面

を湾曲させ三次元曲面へと変換するが，この過程が順序正

しく進行するためには「生体膜の立体的な状態に依存した

制御機構」が必要だろう．

このような「生体膜の曲率センサー」の存在が Antonny

らのグループにより初めて報告された４７）．彼らは，

ArfGAP１と呼ばれる低分子量 Gタンパク質 Arf１の不活化

因子がジアシルグリセロール（DG）により活性化される

こと，さらに，飽和脂肪酸よりも不飽和脂肪酸を持つ DG

の方が高い活性化能を持つことを見出していた４８）．この結

果を，ArfGAP１が脂質二重層中に存在する DG分子の脂

肪酸鎖部分との疎水的な相互作用を行うためと考えた同グ

ループは，これを直接的に検証した．即ち，リポソームの

直径を変えることによってさまざまな生体膜の曲率を再現

し，ArfGAP１の活性に与える影響を調べたのである．そ

の結果，ArfGAP１は直径の小さなリポソーム，即ち曲率

の大きな生体膜に選択的に結合すること，この曲率依存的

な生体膜結合によって有意に活性化されることが明らかと
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なった４７）．さらにこの曲率依存的な活性化を担う ArfGAP１

の領域が狭められ，分子中央の約４０アミノ酸から成るフ

レキシブルなリンカー様の配列であることが突き止められ

た４９）．ArfGAP１ Lipid Packing Sensor（ALPS）モチーフと

名付けられたこの領域は，いくつかの保存された疎水性ア

ミノ酸を保持しており，これらの Ala置換変異体ではいず

れも曲率依存的な膜結合能が失われた．ここで Antonnyら

は非常に鋭い洞察を行っている．この ALPSモチーフの配

列を眺めると，膜結合に関与するのに重要と思われる疎水

性アミノ酸が規則的な間隔を置いて出現するのである．重

要なことに，この配列が αヘリックス構造を取るような
モデリングを行うと，ヘリックスの片側にこれらの疎水性

アミノ酸がきれいに配置する「両親媒性」を示す．実際，

円偏光二色性スペクトル測定によって，特定の構造を取ら

なかった ALPSモチーフが，曲率の大きな（直径の小さい）

リポソームとの結合に伴って高度に αヘリックスに富む
構造へと変換されることが観察された４９）．これらの結果か

ら，ALPSモチーフは細胞質中では特定の構造を取らない

ものの，高度に湾曲した生体膜と出会うことによって両親

媒性 αヘリックスへと構造変化を遂げ，その疎水面が脂
質分子の間隙に入り込むようにして脂肪酸鎖と疎水的な相

互作用を行う，と予想される．同グループによって開発さ

れたアルゴリズム「Heliquest」によって，任意のアミノ酸

配列から ALPSモチーフの特徴となるセリン，スレオニン

残基に富む両親媒性 αヘリックスの候補領域を抽出する
ことが可能になっている５０）．このアルゴリズムを用いた探

索によって，ALPSモチーフを介した生体膜の曲率認識機

構は Arf１の活性制御にとどまらず，Golginタンパク質に

よる異なる曲率を持つオルガネラ膜の係留，核膜の再構成

やステロール輸送など，多様な現象への関与が示唆されて

いる５１，５２）．

６．２ BARドメインのバナナ形構造は本当に生体膜の曲率

センサーなのか？

前章３．２で述べたように，生体膜変形モジュールである

BARドメインの立体構造から，そのバナナ形構造の凹面

を介した生体膜の曲率センサーとしての機能が提唱されて

いる２８）．このバナナ形の構造は，上述した ALPSモチーフ

とは根本的に異なる分子機構で生体膜の曲率を認識すると

言える．すなわち，ALPSモチーフが高度に湾曲した生体

膜において脂質分子の隙間から露出する疎水性部分を認識

しながら点状に相互作用するのに対して，バナナ形構造は

脂質分子の極性部分の曲面的な配置に沿って面状に結合す

る．前者はいわば脂質二重層に突き刺さる楔（wedge）で

あり，後者は膜表面を覆うコート（coat）に例えることが

できるだろう（図５）．

Stamouらのグループは，従来のリポソーム共沈法に代

わる膜結合評価法を考案し，BARドメインの曲率認識機

構についてこれまでの報告を覆す結果を導いた．彼らは，

球形を保ったままリポソームをガラス表面上に固定する方

法を確立し，蛍光標識したタンパク質を用いて一つ一つの

リポソームに結合したタンパク質を個別に定量した（Sin-

gle Liposomes of different diameters and therefore Curvature

（SLiC）法と命名）５３）．この方法によっても，amphiphysin

の BARドメインが確かに高い曲率を持つリポソームに選

択的に結合することが確認されたが，この結合にはアミノ

末端の両親媒性 αヘリックスだけで十分であった５４）．さら

に，バナナ形の凹面に保存された正電荷残基の変異体

（３KE）が野生型と同じ曲率依存性を示す一方で，アミノ

末端領域の両親媒性を失う F１０E変異体では逆に曲率認識

が失われた．これらの結果から，BARドメインの立体構

造から想起されたバナナ構造凹面との静電的相互作用は曲

率認識に必要ではなく，アミノ末端の両親媒性ヘリックス

こそが真に重要である，という結論が導かれた５４）．これは

上述の ALPSモチーフと極めて類似した機構であり，膜の

湾曲に伴う脂質分子間の充填に隙間が開くこと（packing

defect）によって露出する，脂肪酸鎖との疎水的な相互作

用が生体膜の曲率認識の共通項であることを示唆してい

る．

７． エンドサイトーシス小胞の完成

～膜切断の分子機構

様々な生体膜変形タンパク質および曲率センサータンパ

ク質によって形作られた細胞膜の陥入構造が，球形のエン

ドサイトーシス小胞として完成するためには，「生体膜の

切断」という活性が不可欠である．これは通常，クラスリ

ン被覆ピットが球状に発達する過程で形成される狭窄構造

（頚部）や，チューブ状に伸びた陥入膜の不特定の箇所に

対して課せられる物理的なストレスに基づくものと考えら

れる．これを担うタンパク質として dynaminが最もよく知

られているが，意外にも，その膜切断の基本原理はまだ十

分明らかになっていない．本章では，エンドサイトーシス

の最も動的な現象である「膜切断」の理解をめぐる一連の

研究を概説する．

７．１ 膜切断酵素としての dynaminの発見

Richard Valleeらのグループは，分子量約１００kDの新た

な微小管結合タンパク質を発見し，dynaminと命名した５５）．

Kinesinや dyneinなどの微小管モータータンパク質と同様

に，ATPの添加によって微小管から外れてくることから，

dynaminもまたモータータンパク質の一種と考えられた．

実際この時 dynaminは微小管を束化しており，位相差顕微

鏡による経時観察からも，ATPの添加によって微小管が

互い違いに動く「スライディング」運動が認められた．特
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徴的なことに，この時の様子を電子顕微鏡下でのネガティ

ブ染色法によって観察すると，微小管束の周囲には特徴的

な横紋構造を示して dynaminが「巻き付く」様子が観察さ

れる５５）．これは dynaminが単量体ではなく，繊維状の多量

体として機能することを端的に示唆していた．Dynaminが

in vitroで示すこれらの活性は，微小管の動的安定性に関

わる一部の報告があるものの５６），現時点においてその生理

的な意義はまだ未解明の部分が多く残されている．

その一方で，dynaminの cDNAがクローニングされる

と，出芽酵母の液胞輸送に関わる Vps１や，抗ウイルスタ

ンパク質Mxに相同性を示すなど，微小管動態よりもむし

ろ膜輸送現象に関わることが予想された５７）．さらに，ショ

ウジョウバエの shibire変異体が示す麻痺性の表現型は，

シナプス前膜からのエンドサイトーシスの不全によってシ

ナプス小胞が枯渇することに起因するが５８，５９），この原因遺

伝子が dynaminホモログであることが明らかになった６０，６１）．

特に後者においては，シナプス前膜が陥入して小胞構造を

形成する最後のステップで停止したことを示す「オメガ形

の膜構造」が多数観察され，dynaminが膜の切断（fission）

に関与することが示唆された．De Camilliらは GTPγS処

理を施したラットシナプトソーム画分の電子顕微鏡観察に

よって，shibire変異体の表現型に酷似した膜陥入構造が形

成されることを発見した２２）．免疫電顕観察から dynaminが

この陥入膜の頚部に高度に集積していることが確認さ

れ２２），また in vitroにおいて dynaminタンパク質はリポ

ソームに巻き付いて細長い膜チューブを形成することか

ら２１），dynaminがエンドサイトーシスにおける膜切断を行

う酵素であることが提唱された．

７．２ Dynaminはどうやって膜を切断するのか？

～論争の歴史～

では dynaminはどのようにして生体膜を切断するのであ

ろうか？ 最初のアプローチは電子顕微鏡レベルでの解析

によって試みられた．まず，Hinshawらは低温電子顕微鏡

を用いて，GTPおよび GDP存在下における膜チューブに

巻きついた dynaminスパイラルの三次元構造を詳細に調べ

た６２～６４）．それによると，GTPとの結合に伴って dynaminス

パイラルは高度に狭窄し，直径約１６nmの膜チューブを

約８nmにまで狭める（注：チューブ膜との接触面から dy-

naminの middlleドメインまでの距離が不変として筆者が

算出）．脂質二重層の厚みを３～５nmとした場合，この膜

チューブの直径は内側の脂質層が融合する「hemi-fission」

状態を誘導するのに十分小さい値である．GTPとの結合

に伴って，dynaminの middleドメインが屈曲した形状へと

変化することが観察され，個々の dynaminの形状変化がス

パイラル全体をひねるように狭窄させる，と考えられた

（Corkscrewモデル）．このような dynaminスパイラルの

「ひねり」運動は，微分干渉顕微鏡を用いたライブ観察に

よっても確認されている６５）．

しかし，これらの観察結果では「GTPに結合した」dy-

naminスパイラルが膜を切断する，と解釈している点に問

題がある．上述したように，GTPγS処理されたシナプト

ソームにおいて，dynaminが膜に巻きついたまま膜切断が

阻害されるという事実は２２），dynaminによる「GTP結合」

という定常状態ではなく，「GTPの加水分解」という遷移

過程が必要であることを明確に示している．事実，dy-

naminの GTPase活性を失う変異体（T６５A）はトランスフェ

リン受容体のエンドサイトーシスを阻害する６６）．すなわ

ち，dynaminは GTPの加水分解エネルギーを利用して，

膜の切断という物理的作用を行う機械酵素であると考えら

れる．McMahonらのグループは少し異なる解釈を行うこ

とで，dynaminの GTPase活性の役割を説明している．彼

らは，糖脂質である GalCerを多く含む人工膜が自然に

チューブ状の形態を取ることを利用して，これを鋳型とし

て dynaminスパイラルが巻きついた様子を電子顕微鏡で観

察した．GTP，GDP存在下でその形状を比較したところ，

GTP存在下での dynaminスパイラルのピッチ（縞模様の

間隔）が約１１nmであるのに対し，GDP存在下では約２０

nmに広がることを見出した６７）．すなわち，GTPの加水分

解過程において，dynaminのスパイラル型重合体はまるで

「バネが伸びるような」構造変化を起こす．その結果，膜

の頚部を一気に引き伸ばしながら切断し，エンドサイトー

シス小胞を細胞質空間へと「弾き出す」というのである．

これは魅力的なモデルではあるが，やはり問題点もはらん

でいる．すなわち，dynaminスパイラルのピッチの大きな

変化は，GalCerを多く含む「固い」膜上で，dynamin重合

体がこれ以上狭窄できない膜表面上を「すべった」結果を

反映している可能性がある．その証拠に，より柔軟な膜組

成を用いた実験では GTP結合状態で９．４nm，GDP結合状

態で１０．６nmというスパイラルピッチの値が報告されて

おり６２），小胞を弾き出すほどの大きな構造変化を起こすと

は考えられていない．

７．３ 膜切断の瞬間を捉える

ここまで述べてきた実験データとその解釈は，全て電子

顕微鏡を用いた高精細観察による dynaminの分子形態に基

づいており，実際に膜を切断する瞬間を捉えた研究はなさ

れて来なかった．De Camilliのグループは微分干渉顕微鏡

を用いて，ガラス基板上に形成した脂質二重層から dy-

naminが単独で長い膜チューブを形成し，GTPの添加に

よって無数の小胞へと切断される様子を初めて報告し

た６５）．一方 Schmidらは，樹脂ビーズ表面上に脂質リザー

バを形成し，GTPが「恒常的に存在する」条件下で dynamin

が次々と膜小胞を形成する様子を可視化することに成功し
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た６８）．この時，De Camilliらが行ったように予め dynamin

単独で膜チューブを形成させておくと，その後 GTPを添

加しても膜小胞は全く形成されなかった．さらに，この条

件下で dynaminを蛍光標識してその挙動を追跡したとこ

ろ，膜チューブ上に巻きついた dynaminが GTPの添加に

よって膜から解離する様子が観察されたのである．一方

GTPが「恒常的に存在する」条件下では，dynaminは膜切

断部位に点滅するように局在と解離を繰り返していた６８）．

このことは，GTP型の dynaminが膜へ結合して重合する

と，迅速な GTPの加水分解が起こると同時に，dynamin

が迅速に膜から解離することを示している．この「重合依

存的な GTPase活性」は，dynaminの分子内に存在する

GTPase Effector Domain（GED）の存在によって説明され

る６９，７０）．すなわち，それまでの研究において「GTP非存在

下」で再構成していた dynaminによる長い膜チューブは，

「GTPが恒常的に存在する」条件下では形成されない．生

理的な条件下ではむしろ，非常に「短い dynaminスパイラ

ル」のみが形成され，同時に膜切断の機能を担っているこ

とになる．エネルギー状態のシミュレーションから，この

ような「短い dynaminスパイラル」の形成が膜チューブ内

腔の近接と，それに続く hemi-fissionに有利であることが

示された７１）．この発見は，dynaminが GTPの加水分解によ

るエネルギーを利用して，膜上での重合と解離を繰り返す

こと，その結果として形成される一過的な「短い」スパイ

ラルの内側での膜結合とその解消が，確率的な膜切断へと

至ることを予想している．ただし，このモデルには上述し

たような dynamin自身の GTP型から GDP型への変換に伴

う構造変化６２，６４）や，amphiphysinや FBP１７などの dynamin

結合タンパク質の寄与は考慮されておらず，この過程の完

全な理解にはさらなる検証が必要である．

７．４ 膜の切断におけるアクチン細胞骨格の役割

細胞膜を密接に裏打ちする細胞骨格，特にアクチン細胞

骨格が dynaminによる膜切断に深く関与する可能性が，い

くつかの報告から示唆されている．筆者らは dynamin-

FBP１７複合体によって誘導されるチューブ状の細胞膜陥

入構造の形成が，アクチン重合阻害剤である Latrunculin B

（Lat B）処理によって顕著に促進されることを見出した３６）．

重要なことに，この時 Lat Bを除去して再びアクチン重合

を開始させると，陥入膜チューブがバラバラに切断される

様子が観察され３６），dynaminによる陥入膜の切断にアクチ

ンの重合が必要であることを裏付けている．また，dy-

naminノックアウトマウスから樹立した胚線維芽細胞

（mouse embryonic fibroblast（MEF））においては，ショウ

ジョウバエの shibire変異体に酷似したクラスリン被覆小

胞が切断されないオメガ型の陥入膜構造が蓄積するが，こ

の構造は Lat B処理によって消失する７２）．すなわち，dy-

naminの結合パートナーである BAR，F-BARドメインタ

ンパク質である amphiphysinや FBP１７が，「dynamin非依

存的に」アクチン重合を介して細胞膜の陥入構造を形成す

るのである．おそらく，実際のエンドサイトーシスにおい

てはまずアクチン重合と細胞膜変形マシナリー（BAR，F-

BARタンパク質）が共同して細胞膜の陥入を誘導し，そ

こへ dynaminが SH３ドメインとの結合を介してリクルー

トされた結果，膜の切断が起こるのであろう．すなわち，

アクチン重合は dynaminによる膜切断が効率的に行わるた

めに，予め dynaminが巻き付くための「鋳型」を提供して

いることになる．

一方で，膜切断におけるアクチン細胞骨格の重要性は

dynamin「非依存的な」エンドサイトーシスにおいても報

告されている７３）．すでに述べたように，志賀毒素の Bサブ

ユニットは細胞膜外層に局在する Gb３に結合することで，

細胞膜を細胞質側へ押し込むように侵入する．この過程は

dynaminのドミナントネガティブ変異体（K４４A）の過剰

発現によっても抑制されないことから，dynaminに依存し

ない何らかの膜切断機構が存在することが示唆されてい

た．Johannesらのグループは，この膜切断がアクチン重合

による「膜ドメイン形成」によるものと主張した７３）．彼ら

は，in vitro及び in vivoにおいてアクチン重合は生体膜に

おける Lo，Ld相の分離を引き起こし，相境界において膜

チューブの狭窄が起こることを示している７３）．アクチン重

合がどのようにして膜脂質の相分離（phase separation）を

引き起こすのかはまだ全く不明であり，また dynamin依存

的な膜切断機構との関連性も十分には理解されていない

が，上述した dynaminの反復的な重合と解離によって確率

的に起こる膜切断のメカニズムとの関連性が示唆され，非

常に興味深い．

８． お わ り に

本稿で述べてきた生体膜の形状変化を誘導する ENTH

ドメインや BAR，F-BARドメインは，生体膜曲率の誘導

活性についてはかなり理解が進んでいるものの，その活性

を制御する機構に関してはほとんど分かっていない．例え

ば，in vitroで見られる BAR，F-BARドメインによる膜

チューブ化の過程では，球状のリポソームから無数の膜

チューブが伸長したまま退縮することはない．すなわち，

特定のタンパク質濃度，温度，脂質組成条件下において

は，個々のタンパク質が生体膜とおそらく可逆的に相互作

用しながらも安定的なチューブ構造を維持していると考え

られる．一方で，これらのドメインを細胞内に発現した際

に観察される細胞膜チューブは頻繁に伸長と退縮を繰り返

す，あるいはドット状の点滅パターンを示す，非常に動的

な構造体であることが見て取れる．これらの膜変形タンパ

ク質の機能を正および負に調節する分子機構を理解するこ
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とは今後の重要な課題と思われる．

このような「膜曲率を制御する」分子機構に加えて，「膜

曲率によって制御される」分子機構の存在もまた興味深い．

BAR，F-BARドメインを有するタンパク質ファミリーの

一次構造から，これらの膜変形タンパク質のうち RhoGAP

や ArfGAP，あるいはチロシンキナーゼ活性を持つものが

数多く存在する．これらのタンパク質が細胞膜に集積し，

その形状変化を誘導するとともに Rhoや Arf，チロシンキ

ナーゼの下流シグナリングを惹起するメカニズムが予想さ

れるが，この魅力的な可能性についてはまだほとんど何も

分かっていない．さらに，ノックアウトマウスを始めとし

た個体レベルでの解析においては，数多くの膜変形タンパ

ク質の機能解析がまだ手つかずのままであり，今後の課題

として残されている．

細胞の形態形成の最も基本的な因子の一つである「生体

膜の形状」をめぐる研究領域は，今後も私たちの予想を裏

切る新たな発見をもたらしてくれるものと期待される．
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