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〔緒言] Dynaminは分子量約 100kDの大型GTPa8eで微小管タンパク質として発見されたが､現在はクラス

リン依存性エンドサイ トーシスに機能する蛋白と知られている｡Dynaminは噂乳類で3つのアイソフォーム

を持つ｡Dynaminlは神潅特異的に発現し､Dynamin2は全ての体細胞において発現が静められ､Dynami n

3は神経および精巣での特異的な発現が報告されている｡Dyn血 の ドメイン構造は全てのアイソフォーム

で保存されており､N末端側からGTPaSeドメイン､Middleドメイン､Pleck8trin･homolo訂(PH)ドメイ

ン､GTPaSeeffectorドメイン(仁ED)､およびC末端のproline/arginine･rich伊R)ドメインの5つの ドメイ

ンから構成されている｡近年Dynamh は細胞の中心体に局在することや微小管と結合して細胞分裂 ･細胞周

期に関与するといった研究が報告されているが､詳しいメカニズムは解っていない｡そこで本研究において

DytLam血 の細胞分裂期中における機能と動態について､主に微小管/チューブリンとの結合が報告されてい

るMiddleドメインとPRドメインに注目し､細胞分裂期のHeLa細胞を用いて免疫蛍光染色､免疫電子顕微

鏡による観秦､Dynaminの欠損型変異体を使用した機能解析などを行った｡

[材料と方酷]本研究では細胞分裂期の細胞を集めるため､S期同調培養法にてHeLa細胞を培養した｡同調

培射 こはチミジン･ヒドロキシウレアのW ブロックによるS期同嗣法を行った.分裂期におけるDynaminの

特異的な局在を明らかにするために､蛍光免疫染色法による形態観察を行った｡また､特異的な微小管-の結

合を観察するため､ThtonX･100による界面活性剤処理による細胞内の可溶性賀白質を除去後､蛍光免疫染色

/免疫電子顕微鏡解析を行った｡さらに微小管が重合､脱重合した状態におけるDynamin-の影響を調べる

ために､微小管脱重合阻害剤と微小管重合阻害剤を使用し､I)ynaminの局在､動態変化を観察した.Dynam血

と微小管の結合が細胞周期の進行に必要かどうかを調べるために､Dynazninのdeletionmutant(欠規型変異

体)発現ベクターを作製した.作製したプラスミドベクターを等入し､I)yna血 のドメインを欠鎖させること

がどのように細胞分裂と関わるか､その影響を網べた｡



【篇果】 細胞分裂期におけるDynaminの局在を間期から細胞質分裂期の各ステージで観察した｡間期では細

胞質全体に､前期においては中心体にも帯織され､中期 ･後期では分裂紡錘(微小管)に特異的に静められた.ま

た細胞質分裂期には midbodyにも確報された｡TtitonX･100処理を行った形態親測では可溶性蛋白の除去によ

り中期 ･後期ではさらに明確に分裂紡錘に局在を確認でき､細胞質分裂期でもmidbo4yにシグナルを確艶する

ことが出来た｡電子顕微鏡観蕪においても微小管周垣削こDynaminが確落された｡一方､微小管重合阻害剤処理

を施行した場合､分裂紡錘は形成されずDynaminのシグナルも特定出来なかった｡I)ynam血 の機能解析として

作製した欠損型変異体では､PR ドメインを欠損したAPR ドメインでは分裂紡錘にDynamh のシグナルは特定

出来ず､Middleドメインを欠損したAMiddleドメインでは中心体-の局在が認められなかった｡これらの変異

体が細胞周期にいかに影響するかを観察するためMitoticlndexを調べたOその結果AMiddleドメインでは分裂

期前期～終期の細胞は減少し､APR ドメインとDynam血 のドミナントネガティブ変異体であるⅩ44Aでは細胞

質分裂期の細胞数が増加していた.一方､APRドメインがE44Aと同様にエンドサイ トーシスを阻害するかをト

ランスフェリンの取り込みで観察したが､エンドサイ トーシスには影響していなかった｡

拷 察】 本研究からDynaminが細胞分裂期において分裂紡錘およびmidbodyに局在し､PRドメインを介し

て微小管に結合していることがわかった｡Dynaminが分裂紡錘または中心体に結合してどのように細胞周期に

機能しているかを考奏した｡AMiddleドメインでは中心体を罷織できずMitoticlndexの結果より分裂前期～終

期の細胞数が低下したことから､Dynaninの中心体-の局在が細胞分裂期-の進入に必要であると考えられた.

APR ドメインでは分裂紡錘-の局在が静められなかったが､Mitoticlndexの結果から細胞分裂は途中で停止し

ておらず､細胞質分裂期で細胞周期を停止していると考えられたOこのため､DynaminはPRドメインを介して

微小管に結合することで細胞質分裂に寄与していると考えられる｡エンドサイ トーシスを阻害するDyzlamb 変

異体であるⅩ44AでもAPR ドメインと同様に細胞質分裂期での細胞数が増加していたが､APR ドメインでは ト

ランスフェリンの取り込みを停止していなかったQこのことから､Dynaminは細胞質分裂期においてエンドサ

イトーシスと微小管という二つの側面から細胞質分裂を制御していると考えられた｡




