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研究成果の概要（和文）：分裂期微小管のダイナミクスの制御機構の解明を目的として，分裂期
微小管とダイナミンの結合を制御する新規機構の解明を試みた。その結果，ダイナミンは，(1)
分裂期に Cyclin B-cdc2 キナーゼによるリン酸化で微小管との結合が抑制されること，(2)間期
細胞内で SNX9 と結合すること，(3)微小管結合部位はプロリンリッチッドメインであること，
(4)ダイナミックな微小管と結合することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To analyze the regulatory mechanisms for the dynamics of mitotic 
microtubules, I tried to elucidate the novel mechanisms for the binding of dynamin to 
mitotic microtubules.  I revealed that (1) phosphorylation of dynamin by Cyclin B-cdc2 
kinase reduces the binding ability of dynamin to micorotubules, (2) dynamin binds to SNX9 
in interphasic cells, (3) the microtubule binding domain of dynamin is the proline-rich 
domain, (4) dynamin binds to dynamic microtubules. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) ダイナミンは PRD で微小管と結合する 

 ダイナミンは微小管結合蛋白質としてウ
シ脳から初めて精製され（Shpetner, 1989），
プロリンリッチドメイン（PRD）で微小管と
結合することが in vitro の実験から明らか
にされている（Herskovits, 1993）。 

(2) ダイナミンのリン酸化は微小管結合能

を減少させる 

 cdc2キナーゼやERKによるダイナミンのリ
ン酸化は微小管との結合を抑制する（Hosoya, 
1994，Earnest, 1996）。 

(3) ダイナミンは間期微小管とは共局在せ
ず，分裂期微小管と共局在する 

 間期のダイナミンは，エンドソームに局在
し，微小管との共局在は観察されない（Damke, 
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1994）。これは，上述の in vitro でダイナミ
ンと微小管が結合するという結果と一致し
なかった。申請者は，ダイナミンが分裂期の
中央微小管と共局在することを明らかにし
た。以上の結果から，ダイナミンは間期微小
管とは結合できないが，分裂期微小管と結合
できることが示唆された。 

(4) ダイナミン PRD の N末領域が微小管結合
部位であり C末領域が微小管結合阻害部位で
ある 

 申請者は，ダイナミン PRD の C 末領域の欠
失変異体（1-786）が間期の微小管と共局在
することを明らかにした。また，野生型ダイ
ナミン（WT）やダイナミン PRD の全領域の欠
失変異体（1-743）では，間期の微小管と共
局在しなかった。申請者は以上の事実から，
「ダイナミン PRD全領域が微小管結合部位で
ある」過去の報告（Herskovits, 1993）と異
なり，「ダイナミン PRD の N 末領域が微小管
結合部位であり，C 末領域は微小管阻害部位
である」ことを初めて見出した。 

(5) 微小管結合型ダイナミンの発現は間期
微小管を安定化する 

 微小管結合型ダイナミン変異体（1-786）
を発現させた細胞の間期微小管は，野生型ダ
イナミン発現細胞の微小管よりも低温耐性
があることを見出した（申請者,投稿中）。こ
れは，「ダイナミンが間期微小管を安定化す
る」ことを示唆している。 
 
２．研究の目的 

 本研究では，分裂期微小管のダイナミクス
の制御機構を解明するために，分裂期微小管
とダイナミンの結合を制御する新規メカニ
ズムを明らかにすることを試みた。申請者は，
研究開始当初の背景に記述した(2)〜(4)の
結果から，ダイナミンが間期では微小管と結
合できないように，分裂期では微小管と結合
できるように制御されていると考えた。本研
究は，間期と分裂期でのダイナミンの微小管
結合能の変化についてリン酸化や結合蛋白
質による制御機構の可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 

(1) ダイナミンのリン酸化によるダイナミ
ンと微小管の結合制御 

A. 間期，分裂期特異的なダイナミンのリン
酸化の探索 

 大腸菌で発現させた GST-ダイナミン全長
および GST-ダイナミン-PRD を間期と分裂期
の細胞抽出液を用いてリン酸化させた。細胞
抽出液による GST-ダイナミンのリン酸化実
験で，キナーゼ阻害剤を処理することにより，

ダイナミンをリン酸化するキナーゼを同定
した。 

B.ダイナミンのリン酸化サイトの同定  

 リン酸化されたダイナミン-PRD のバンド
を切り出し，質量分析によりダイナミンのリ
ン酸化サイトを決定した。また，同定された
サイトをリン酸化されないアミノ酸に置換
した変異体を用いてリン酸化実験を行うこ
とで，リン酸化サイトを確認した。 

C. リン酸化によるダイナミンと微小管の結
合制御 

 大腸菌で発現させた GST-ダイナミンを
(1)-A で同定したキナーゼでリン酸化させた。
リン酸化されたダイナミンと微小管の結合
能を非リン酸化ダイナミンの結合能と比較
した。 

(2) ダイナミン結合蛋白質によるダイナミ
ンと微小管の結合制御 

A. ダイナミン結合蛋白質の探索 

 大腸菌で発現させた GST-ダイナミン-PRD
を用いて，HeLa 細胞抽出液から pull down ア
ッセイを行った。ダイナミ-PRD 結合蛋白質を
質量分析により同定した。 

B. ダイナミン結合タンパク質とダイナミン
の結合 

 細胞内でダイナミンとダイナミン結合タ
ンパク質が結合していることを確認するた
めに，免疫沈降法によりダイナミンとダイナ
ミン結合タンパク質の共沈を調べた。 

(3) ダイナミンの微小管結合部位の決定 

 ダイナミン欠失変異体を大腸菌で発現さ
せ，微小管との結合実験を行った。 

(4) 微小管結合型ダイナミン変異体と微小
管の結合メカニズムの解析 

 微 小 管 結 合 型 変 異 体 ダ イ ナ ミ ン の
GFP-dynamin-2-(1-786)を HeLa細胞に発現さ
せて，ライブイメージングを行った。 
 
４．研究成果 

(1) ダイナミンのリン酸化によるダイナミ
ンと微小管の結合制御 

A. 間期，分裂期特異的なダイナミンのリン
酸化の探索 

 大腸菌で発現させた GST-ダイナミン全長
および GST-ダイナミン-PRD を，間期と分裂
期の細胞抽出液を用いてリン酸化を行った。
その結果，分裂期抽出液によるダイナミンの
リン酸化活性が間期抽出液よりも非常に高
いことを明らかにした。分裂期抽出液による
GST-ダイナミン-PRD のリン酸化は，Cyclin 
B-cdc2 キナーゼ阻害剤により抑制されるこ
とを明らかにした。このことから，分裂期に



ダイナミンをリン酸化するキナーゼは，主に
Cyclin B-cdc2 キナーゼであることが示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１ 分裂期および間期抽出液によるダイナミン
のリン酸化 

 分裂期抽出液に高いダイナミン-PRDをリン酸化
する活性が存在する。バンドはリン酸化ダイナミ
ン-PRD を示す。また，分裂期のダイナミンのリン
酸化は，Cyclin B-cdc2 キナーゼ阻害剤である
Roscovitine により抑制される。 

B. ダイナミンのリン酸化サイトの同定   

 Cyclin B-cdc2 キナーゼによりリン酸化さ
れたダイナミン-PRD の質量分析から，リン酸
化サイトは，746-786 の中に含まれることを
明らかにした。ダイナミンの 746-786 に存在
する Cyclin B-cdc2 キナーゼのリン酸化のコ
ンセンサス配列のうち Ser764 と Thr766 をリ
ン酸化できないアミノ酸（Ala）に置換した
変異体を作製した。この変異体は，分裂期の
細胞抽出液や精製された Cyclin B-cdc2 キナ
ーゼによりリン酸化されないことから，分裂
期での Cyclin B-cdc2 キナーゼによる ダイ
ナミンのリン酸化サイトは Ser764 と Thr766
であることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

図２ ダイナミンのリン酸化サイトの同定 

 ダイナミン-PRDの Ser764と Thr766を Ala に置
換した変異体は，Cyclin-cdc2 キナーゼでリン酸
化されない。 

C. リン酸化によるダイナミンと微小管の結
合制御 

 大腸菌で発現させたダイナミン-PRD を精
製 Cyclin B-cdc2 キナーゼでリン酸化させ，
ダイナミン-PRD と微小管の結合をリン酸化
の有無で比較した。その結果，Cyclin B-cdc2
キナーゼでリン酸化されたダイナミン-PRD
は，非リン酸化状態のダイナミン-PRD と比べ
て，微小管への結合が抑制されることが明ら
かとなった。 
 Cyclin B-cdc2キナーゼは，細胞分裂の制
御において重要な役割を担っているキナー

ゼである。本研究成果は，分裂期における
Cyclin B-cdc2キナーゼによるダイナミン
のリン酸化が分裂期微小管とダイナミンの
結合を抑制している可能性を示唆する結果
であり，細胞分裂の制御機構を明らかにす
る上で重要であると考える。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ ダイナミンの微小管結合能 

(A) 非リン酸化ダイナミンの微小管結合能。約20%
の ダ イ ナ ミ ン が 微 小 管 と 結 合 す る 。 (B) 
Cyclin-cdc2 キナーゼによりリン酸化されたダイ
ナミンは，非リン酸化ダイナミンと比較して，微
小管結合が抑制される。 

(2) ダイナミン結合蛋白質によるダイナミ
ンと微小管の結合制御 

A. ダイナミン結合蛋白質の探索 

 間期の HeLa 細胞抽出液と GST-ダイナミン
-PRD を用いて pull down アッセイを行った。
その結果，GST-ダイナミン-PRD に結合する特
異的な３本のバンド（150, 75, 70 kDa）を
得た。質量分析により，150 kDa は
intersectin-1，75 kDa と 70 kDa は sorting 
nexin 9 (SNX9)であると同定した。  

B. ダイナミン結合タンパク質 SNX9とダイナ
ミンの結合 

 細胞内でダイナミンとSNX9が結合している
ことを確認するために，抗SNX9抗体を用いて
免疫沈降を行った。その結果，SNX9と共にダ
イナミンが沈降することを明らかにした。こ
れは，HeLa細胞内でダイナミンとSNX9が複合
体を形成していることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ ダイナミンと SNX9 の結合 

 HeLa 細胞抽出液から抗 SNX9 抗体を用いて免疫
沈降を行った。その結果，SNX9 と共にダイナミン
が沈降した。EXT は免疫沈降に使用した細胞抽出
液，UB は結合しなかった蛋白質，B は免疫沈降物
を示す。 



(3) ダイナミンの微小管結合部位の決定 

 様々なダイナミン欠失変異体を大腸菌で発
現させ，微小管との結合実験を行った。まず
，ダイナミン-PRD(714-870)，-N-PRD(714-786) 
および –C-PRD(787-870)の３種類のダイナミ
ンについて微小管とのco-sedimentation 
assayを行った。ダイナミン-PRDは30％結合す
ることが確認できた。一方，ダイナミン-N-PRD 
及び –C-PRDは微小管と結合しない（5％以下
の結合）ことが明らかとなった。このことか
ら，ダイナミンPRDは微小管と結合するが，ダ
イナミンPRD領域のみでは細胞内でのダイナ
ミンと微小管の結合制御【背景(4)】を再現で
きないことが明らかとなった。次に，全長ダ
イナミン，ダイナミン-(1-786)，ダイナミン
-(1-745) 及びそれぞれのGTPase不活性型の
計６種類のダイナミンについて微小管との
co-sedimentation assayを行った。どのダイ
ナミンも微小管非存在下で沈殿するため，微
小管との結合を判断できなかった。さらに，
GTPase領域とPRDを融合させたダイナミン変
異体を用いて微小管とのco-sedimentation 
assayを行ったが，この変異体も全長ダイナミ
ンと同様にダイナミンのみで沈殿するため，
微小管との結合を判断することができなかっ
た。これらのことから，co-sedimentation以
外の方法で微小管とダイナミンの結合を調べ
る必要があることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 様々なダイナミン変異体の微小管結合 

(4) 微小管結合型ダイナミン変異体と微小
管の結合メカニズムの解析 

 微小管結合型変異体ダイナミンの GFP-ダ
イナミン-(1-786)を HeLa細胞に発現させて，
ライブイメージングを行った。GFP-ダイナミ
ン-(1-786)が微小管の伸長端に局在してい
ること，その局在は EB１や EB3 と隣接してい
ることを明らかにした。また，この局在は微
小管の安定化剤であるタキソール（パクリタ
クセル）により抑制されることから，ダイナ
ミンはダイナミックな微小管にのみ結合す
ることが示唆された。さらに，ダイナミン阻
害剤の dyngo-4a により EB3 のコメット数や
EB3 の移動速度が減少することから，伸長し
ている微小管が減少すること，微小管の伸長

速度が抑制されることを明らかにした。この
ことは，ダイナミンが微小管のダイナミクス
を制御している可能性を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ ダイナミンと微小管の結合 

(A) ダイナミンと微小管結合タンパク質 EB3 の移
動速度が一致する。(B) 微小管安定化剤タキソー
ルにより，ダイナミンの移動速度が抑制される。
(C) ダイナミン阻害剤により EB3 の移動速度が抑
制される。 
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