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は じ め に

神経細胞は,情 報の伝達や処理のために脳全体でネ

ッ トワー クを張 り巡 らせている.個 々の神経細胞間に

おける情報伝達は,シ ナプスという細胞どうしの近接

した場所で行われており,神 経細胞がシナプス終末か

ら化学伝達物質を放出することで情報を伝達 している.

まず,神 経細胞が外部か らの刺激により電気的に興奮

すると,そ の刺激は軸索を通ってシナプス終末に伝わ

る.次 いでシナプス終末で細胞膜上の電位依存性カル

シウムチャネルが開口し,終 末部での細胞内カルシウ

ム濃度が上昇する.こ れにより,シ ナプス小胞が前シ

ナプスの細胞膜に融合 し,前 シナプスか ら化学伝達物

質のエキソサイ トーシスがおこる.放 出された化学伝

達物質は,後 シナプス細胞膜上の受容体に作用 し刺激

を伝えている.

化学伝達物質を放出し終えたシナプス小胞膜は,主

にクラスリン依存性エン ドサイ トーシスという機構に

よって細胞内に回収 され,小 胞が再生される.そ して

引 き続き内部に化学伝達物質 を再充填され,シ ナプス

小胞 として再利用されている.従 ってシナプスにおい

ては刺激伝達の都度,活 発にエキソ ・エン ドサイ トー

シスが行 われている.こ の ため,シ ナプス機能 を維持

す るためには,エ キソサ イ トー シスに よる化学伝達物

質の放 出 と同様,エ ン ドサ イ トー シスに よるシナプ ス

小 胞の再生機構が必須 であ る.我 々 はエン ドサ イ トー

シスにおいて主要 な役割 を果たすダイナ ミンに着 目し,

その機能制御機構 について研究 を行 った.

ダイナ ミンの働き

クラス リン依 存性のエン ドサ イ トー シスは,1.ク

ラス リン被覆蛋 白の細胞膜へ の結合,2.被 覆 ピッ ト

の細胞 内への陥入,3.ピ ッ ト頚部の切断,4.被 覆

蛋 白の解離,と い う連 続 した4つ のステップか らな る.

これ らの過程 は それぞれ特徴的 な蛋 白質 ・膜脂質分 子

群が,複 雑 に相互作用す ることに よ り行 われ ている1).

これ らの機 能分 子のなかでダイナ ミンGTPaseは 最 も

主要 な役 割 を果 たす機能蛋 白質の一つであ り,ピ ッ ト

頚部の切断に重要 であ る.例 えば,ダ イナ ミンホモロ

グに対す る温度感受性変異 を導入 した ショウ ジョウバ

エ は,制 限温度 において麻痺状態 とな る.こ れは,前

シナプスでのエン ドサ イ トー シスが阻害 され るこ とで

シナプス小 胞形成不全 を引 き起 こし,そ の結果 として

神 経伝達 が滞 るため である2).同様 の状態は哺乳動物 よ

り調製 した試料 を用 いたin vitroの 実験 で も以下の よ

うに観察 され る.細 胞分 画に よ り調製 したシナプ スの

細胞膜 を脳細胞質,ATP,GTPと インキュベー シ ョ

ンす ると,ク ラス リン依 存性 のエン ドサ イ トー シス小
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胞の形成 を再構成 す ることが で きる.こ の時GTPの

代 わ りにGTPγS(非 加水分解 型GTPア ナ ログ)を

用 いる と,エ ン ドサ イ トー シスの途 中段階 であるクラ

ス リン被 覆 ピッ トが多数観察 され る.ピ ッ トの頚部 は

切断前の状 態で とどまってお り,チ ュー ブ状 に伸展 し

た頚部 にダイナ ミンが螺旋状 に重合 している3).これは

GTPの 加 水 分 解 が 起 こ ら な い こ とで ダ イナ ミン

GTPaseの 働 きが阻害 され たため,エ ン ドサ イ トー シ

スが途 中で止 まって しまってい る状 態 と考 え られ る.

このよ うに,ダ イナ ミンの機 能はエ ン ドサ イ トー シス

において クラス リン被覆 ピッ ト頚部 の切 断に深 く関連

してい る.

ダイナ ミンが どのよ うに して被覆 ピッ ト頚部 を切断

す るのか につ いては未 だ議論が あるが,一 つ には被覆

ピッ ト頚部 に重合 したダイナ ミンが構 造変化 を起 こす

ことで機械 的に切 断 している と考 えられてい る.こ れ

はダイナ ミンの生化学的 な性質 と,電 子顕微鏡下 での

詳細な観察 に よる.ダ イナ ミンのGTPaseと しての機

能が ピッ ト頚部 の切 断に関連 しそ うであることは既 に

述べ た.こ のGTPase活 性 は特徴的 な性質 を持 ってお

り,ダ イナ ミン自身が重合す るこ とによ り活性 が上昇

す る.Invitroで ダイナ ミンの活性 を測定す る際,脂

質二重膜の共 存で活性 が大 き く上昇す るこ とが以前か

ら知 られてい るが5),これ は脂質二重膜上 にダイナ ミン

が重合 す るためであ る.ダ イナ ミンはピ ッ ト頚部切 断

の際 には脂質二重膜上 に重合 しているため,こ の時 も

同様にGTPase活 性が上昇 していることが予想 される.

一方 ,脂 質二重膜上へのダ イナ ミンの重合 は,単 離精

製 したダイナ ミンを人工脂質 二重 膜 とインキュベー シ

ョンす るこ とで観察 できる.大 型単 層の リボソーム を

ダイナ ミン とインキュベー シ ョンす ると,ダ イナ ミン

が リボソー ムをチューブ状 に伸 展 させ る.こ のチュー

ブは周 囲をダイナ ミンで螺旋状に囲われており,GTPγS

やGDPの 共存 でダイナ ミンの構 造変化 に伴 い螺旋 の

ピッチや直径 が変 わる4).こ れ らの観察結果 か ら,ダ イ

ナ ミンがエン ドサ イ トー シスの際,ピ ッ ト頚部 に重合

す ることで活性 が上昇 し,頚 部 を締め付 け るように構

造変化 す ることで ピッ ト頚部 を機械的 に切 断 してい る

メカノエ ンザイム(mechanoenzyme)と して働 くとい

うモデルが提 唱 されてい る.

一方 ダイナ ミンが分 子スイ ッチ として機能 し,下 流

のエ フェクター分 子が ピッ トを切 断す るとい うモデル

も提唱 され ているが,現 在 の ところGTP結 合型の ダ

イナ ミンに よってエ ン ドサ イ トー シス を引 き起 こすエ

フェクター分 子は同定 されていない6).

いずれのモデルにおいて も,ダ イナ ミンはエン ドサ

イ トー シスにおいて クラス リン被覆 ピッ ト頚部 の切 断

に関 わってお り,ダ イナ ミンの機 能は クラス リン依存

性エ ン ドサ イ トー シスに関 わる他 の蛋 白質分 子 との相

互作用 によって制御 されている と予想 され る.そ こで,

生理的 な条件下でダイナ ミンの主要 な結合 蛋 白質 であ

るアンフィファイジンが7),ダ イナ ミンの機能 に どの よ

うに影響 しているか検討 した.

in vitro小 胞形成 に対するア ンフ ィフ ァイジンの役割

アンフィファイジンはダイナ ミン同様,ク ラス リン

依 存性 エン ドサ イ トー シスにおいて被覆 ピッ ト頚部 の

切 断過程 に機能す る とされ る分子 である.ア ンフィフ

ァイジンは また,分 子内にダイナ ミン との結合配列 を

持 ち,ダ イナ ミンの生理的な結合パー トナー である と

されてい る8).ダイナ ミン とアンフィファイジンの結合

の生理 的意義 は実験的 に示 されてお り,細 胞 内におけ

るこれ らの結合 を競合ペプチ ドや抗体 に より阻害す る

こ とで,エ ン ドサ イ トー シスが阻害 され る.我 々 は,

これ までにダイナ ミンによるエ ン ドサイ トー シス小胞

の形成 をin vitroで 再現す る系 を構築 してお り9),こ

の系 を用いてダイナ ミンの小胞形成能 に対す るアンフ

ィファイジンの調節機構 を分 子 レベ ルで解析 した.

エ ン ドサイ トー シスによる小 胞形成の過程 はin vitro

で再現す るこ とがで きる.脳 抽 出脂 質 を用 いて作製 し

た大型単層の リボ ソー ム と,脳 細胞質,ATP,GTPを

37℃ でインキュベー ションす るこ とで リボソー ムか ら

小胞が形成 され る9).小胞化 された リボ ソー ムは電子顕

微鏡下 で観察で きるほか,動 的光散乱法に よって小胞

形成量 を定量的に解析す ることが可能である10).この反

応はダイナ ミン依 存的であ るため9),ま ず脳細胞質 によ

り起 こされる リボソームの小胞化 に対 してア ンフィフ

ァイジンが どのよ うに影響 を及 ぼすか調べ た(図1).

ア ンフ ィファイジンノックアウ トマ ウスか ら調製 し

た脳細胞質 を用 いて8),大型単層 リボソームか らの小胞

形成量 を野生型 のマ ウス と比較 した ところ,37℃,15

分 間の インキュベー シ ョンに よる小 胞の形成量 は,ノ

ックア ウ トマウス より調製 した脳細胞質 において大 き

く低下 していた.野 生型 のマ ウスよ り調 製 した脳細胞

質 ではほ とん どの リボソー ムが小胞化 されていたが,

ノックアウ トマ ウスの脳細胞質 では全体 の一割 ほ どし

194



ダ イナ ミンGTPaseの 機能 制御:吉 田祐 美

か小胞化 が起 こっていなかった.ア ンフィファイ ジン

自体 に よる小 胞化 が起 こるか どうか調べ た ところ,精

製 したア ンフィファイ ジン単独 では小胞は形成 されな

か った.し か し小 胞形成能 を欠 いたア ンフィフ ァイジ

ンノックアウ トマウスの脳細胞質 にア ンフィフ ァイジ

ンを加 えて用 い ることで,脳 細胞質に よる小 胞の形成

が野生型 と同程度 までに回復 した.従 って,ア ンフィ

ファイ ジンは脳細胞質 によるin vitroの 小 胞形成 を再

構成 するために必要 であるこ とが確 認 された(図1A).

引 き続 いて,ア ンフィファイジンの小 胞形成 に対す

る影響 がダイナ ミンに対す る直接的な働 きに よるこ と

を確 認 した.精 製 したダイナ ミンを用 いて小胞形成 を

再構成 し,こ れに対す るアンフィファイジンの影響 を

調べ た ところ,ア ンフィファイジンの存在 によ り小胞

の形成が促進 され た(図1B).こ れ らの結果か ら,ア

ンフィフ ァイジン脳細胞質に よるin vitro小 胞形成に

ダイナ ミンを通 じて機能 してい ることが示 され た.

アンフィファイジ ンによるダイナミンのGTPase活 性

の制御

前述 のよ うに,ダ イナ ミンに よるエン ドサ イ トー シ

ス小胞 の形成 はGTPの 加水分解 と共役 している とい

うモデルが提唱 されてい る.従 って,ア ンフィファイ

ジンが ダイナ ミンの小胞形成 を促進す るとき,同 時に

ダイナ ミンのGTPase活 性 も上昇 しているというこ と

が予想 され る.そ こで,小 胞形成 と同条件 でダイナ ミ

ンのGTPase活 性 を測定 し,ア ンフィファイジンに よ

る影響 を調べ た(図2).

図1　 リボ ソー ムか らのin vitro小 胞 形成

A:ア ンフ ィフ ァ イジ ンの ノ ックア ウ トマ ウス(KO)を 用 い て

脳 細 胞質 蛋 白質 に よる小 胞 の形 成量 を比 較 した.ノ ックア ウ ト

マ ウス では小 胞 の形成 量が著 し く低 下 して い る.B:精 製 蛋 白

質 に よる リポ ソー ムか らの小 胞 形成.(文 献14よ り改変)

ダイナ ミンは脂質二重膜の存在 に よ り,GTPase活

性が上昇 す る.こ れ はダイナ ミンが脂質二重膜上 に自

己会合 した時に,内 在性のGTPase effector domain

(GED)がGTPase domainと 近接す る形 となるため

といわれている.ダ イナ ミンのGTPase活 性の調節は

現在 の ところGEDに よるもの しか報告 されてお らず,

他 の分 子に よる活性制御 も実 際にはこの部分 を介 して

の働 きと考 え られてい る.

ア ンフイファイジンは,脂 質二重膜 の非存在 下では

ダイナ ミンのGTPase活 性 にほ とん ど影響 を及ぼさな

かったが,ダ イナ ミンに よる小胞形成が行 われ る条件,

すなわち脂質二重膜の存在下ではダイナ ミンのGTPase

活性 を上昇 させ た.こ れはダイナ ミンの脂質 二重膜上

へ の 自己会合 促進に よるものである と考 え,脂 質二重

膜上 に結合 したダイナ ミンの量 を調べ た ところ,ダ イ

ナ ミンの脂質二重膜へ の集積 はアンフィファイジンに

よって増加 していた.こ のこ とか ら,ア ンフィフ ァイ

ジンはダイナ ミンを脂質二重膜へ集積 させ ることでダ

イナ ミンの 自己会合 を促進 し,内 在性のGEDの 働 き

を通 じてGTPase活 性 を上昇 して いる と考 え られ る.

活性 について次の ような興味深い現象が見 られた.

大型単層 リボソー ムの代 わ りに予め超 音波処理 に よっ

図2　 ダイナ ミンのGTPase活 性 測定

ア ンフ ィフ ァイ ジンの存在 に よるダ イナ ミンのGTPase活 性 の

変 化.大 型単層 リボ ソー ム(平 均 直径1μm)の 存在 下 では ア ン

フ ィフ ァイ ジンは ダ イナ ミンのGTPase活 性 を上昇 させ るが,

サ イズの小 さい リボ ソー ム(平 均直径100nm以 下)を 用 い る と

逆 の結 果 とな る.(文 献14よ り改変)
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て小胞化 した リボソーム(図2,下 図)を 実験に用い

た場 合,ア ンフィフ ァイジンはダイナ ミンのGTPase

活性 を著 しく阻害 した.超 音波処理後 の リボソームに

よるダイナ ミンのGTPase活 性上昇 は見 られ たため,

阻害効果 はアンフィファイジンと共役 した ものである

と考 え られる.近 年 アンフィファイ ジンの脂質結合領

域 が結 晶構造解析 され,直 径22nmの 弧 を描 いている

とい うこ とが報告 され た.構 造 を解析 したグループ は,

アンフイファイジンが この カーブに よって脂質二重膜

の曲率 を探 り当てているとディスカッションしてお り11),

この機能 に よ りダイナ ミンに対す る影響 を変 えている

のか もしれない.

アンフィファイジンの機能モデル

ア ンフ ィフ ァイジンが どのよ うに してダ イナ ミンを

脂質 二重膜上 に結 合させ るか検討 した.図3に アンフ

ィファイジンの ドメイン構造 を示す.ア ンフィフ ァイ

ジンはダ イナ ミンとの結合領域 であるSH3ド メイン

と,脂 質 二重膜に結合 す る領域 であるBARド メイン

を持つ.従 ってア ンフ ィフ ァイジンの機能の一 つには,

ダイナ ミン と脂質 二重膜 を リン クす る とい うこ とが考

えられ る.そ こで,BARド メイン とSH3ド メインの

中間部分 を全 て欠失 したアンフィファイジンを作製 し,

ダイナ ミンに対す る影響 を調べ た.こ の欠失体 は,全

長のア ンフィファイジンと同 じ くダイナ ミンの脂質 二

重膜への結合 を増加 し,GTPase活 性 を上昇 す るこ と

で小胞の形成 を促進 した.し か も,そ の効果 は全長 の

アンフィファイジンに比べ て大 きか った.こ の ことか

ら,ア ンフィファイ ジンは脂質二 重膜 とダイナ ミンの

リン クに機能 してお り,ま た欠失 した領域 にはアンフ

ィファイジンの機能 自体 を自律的 に制御 す る領域 が存

在す るこ とが示唆 された.

アンフィファイジンのSH3ド メインは,ダ イナ ミ

ンのプ ロ リンに富んだ配列(PRD:proline-arginine

rich domain)に 結合 す ることが知 られてい る.一 方,

ア ンフ ィフ ァイジ ンは分 子 内に類似 の配列(PRS:

proline rich stretch)を 持 ち,SH3ド メイン と分 子内

結合 を作 るこ とが示唆 されてい る12).従って,ア ンフィ

ファイジンのSH3ド メインに対す る結合 について,

ダ イナ ミンのPRDと アンフィファイジンのPRSが

競合 してい るこ とが予想 され る.そ こで,競 合 が起 こ

らない ようにPRSを 欠失 したアンフィファイジンを

作製 し,ダ イナ ミンに対す る影響 を全長 のアンフィフ

ァイジンと比較 した(図4).そ の結果PRSの み を欠

失 させ た欠失体 につ いて も,全 長 のアンフィファイジ

ンよ り効果 的に機能す るこ とが示 された.す なわちア

ンフィファイジンは分 子 内にダイナ ミン との類似配列

を持つ ことで分子 内に結 合をつ くり,自 律的 に機能制

御 をしてい るとい うこ とが示唆 された.ア ンフィファ

イジンはPRSの 直後 にクラス リン,ア ダプター蛋 白

GTPase activity
(% of control)

Liposome-bound dynamin
(% of control)

Vesicle formation
(% in number)

図3　 ア ンフ ィフ ァイ ジ ンの ドメ イン構 造 と機 能 に必須 の ドメイン

ア ン フィ フ ァイ ジンの持 つ ドメイ ンの うち,脂 質結合 ドメイン とダ イナ ミン結合 ドメ イン を残 した欠失体 を作 製 し,ダ イナ ミン に対 す

る影 響 を調べ た.少 な くと もこの二つ の ドメイ ンが あれば ア ンフ ィフ ァイ ジン と同様 の機 能 をす る こ とが わか る.(文 献14よ り改 変)
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GTPase activity
(% of control)

Liposome-bound dynamin
(% of control)

図4　 ア ンフ ィ ファ イジ ンのPRS欠 失体

ア ンフ ィフ ァイ ジンの ドメイ ンの うち ダイナ ミン と類似 の配 列 を持つ領 域 を欠 失 させ,ダ イナ ミンに対 す る影響 を調 べ た.ダ イナ ミン

との類似 配列 の欠失 に よ りア ンフ ィフ ァイ ジンの機 能 は促 進 された.(文 献14よ り改変)

と結合す る領 域 を持 つ ことが知 られてお り13),これらと

の結合がア ンフィファイ ジンの 自律制御 に関連 してい

るこ とが考 えられ る.

結 論

エ ン ドサ イ トー シスの制御機構 の研究 にあた り,ダ

イナ ミンGTPaseの 機 能制御 という観点か ら研究 を行

った.ダ イナ ミンの生理 的結合相手 であるアンフィフ

ァイジンに着 目し,分 子 レベ ルでダイナ ミンに対す る

機能 を検討 した ところ,ア ンフ ィファイジンは ダイナ

ミン を脂質二重膜上 に りクルー トメン トす るこ とでダ

イナ ミン分子の重合 を起 こさせ,ダ イナ ミンを活性化

して小胞の形成 を促 進 してい ることがin vitroの 実,験

系 によ り示唆 され た.ア ンフィフ ァイジンはダイナ ミ

ンの機能 を制御 す るこ とでエン ドサ イ トー シスの制御

に関 わって いるこ とが示 唆 された.
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