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研究成果の概要（和文）：ダイナミン／コルタクチン複合体による新規アクチン制御機構を明らかにした。この複合体
はリング状で、ダイナミンGTP加水分解に伴うリング開閉によりアクチン線維束を形成、安定化した。このアクチン制
御機構は神経細胞成長円錐や遊走細胞の仮足の形成や安定化に働く。さらに、アクチン制御を阻害する新規ダイナミン
阻害剤としてN'-[4-(dipropylamino)benzylidene]-2-hydroxybenzohydrazide（DBHA）を同定した。DBHAはがん細胞株
の仮足先端部へのダイナミン２の動員やラッフル膜形成を抑制した。さらに、DBHAは細胞遊走、浸潤、細胞増殖に対す
る抑制効果も認められた。

研究成果の概要（英文）：We have clarified a novel regulatory mechanism of actin dynamics by dynamin/cortac
tin complex. The complex is ring-shaped and it changed the conformation upon dynamin GTP hydrolysis, from 
open ring to close ring. By the open-cloze motion, the complex bundled F-actins and stabilized the actin b
undles. Furthermore, we identified N'-[4-(dipropylamino)benzylidene]-2-hydroxybenzohydrazide(DBHA)as a dyn
amin inhibitor that suppress dynamin-dependent actin regulation. DBHA inhibited recruitment of dynamin to 
the leading edge of migrating cancer cell line and ruffle formation. It also showed inhibitory effect in c
ell migration, invasion, and proliferation.
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１．研究開始当初の背景 
われわれはエンドサイトーシス機能タンパク
であるダイナミンが、微小管ダイナミクスの制
御に関わることを見いだし (Tanabe and Takei 
J. Cell Biol.2009)、さらにコルタクチンと協
調してアクチン線維を束化することを発見し
た。しかし、ダイナミンによる細胞骨格制御機
構の詳細は不明であったので、本研究によりそ
の機構を分子レベルで明らかにすることを目
指して本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
ダイナミンによる細胞骨格制御の分子機構を
解明するとともに、ダイナミンによる制御機構
が細胞機能に果たす役割を明らかにする。 
（１）ダイナミン／コルタクチン複合体による
アクチンダイナミクス制御機構解明 
①ダイナミン／コルタクチン複合体のリング
状構造とリング開閉機構の解明 
②ダイナミン／コルタクチン複合体リングに
よるアクチン線維束形成機構の解明 
（２）細胞におけるダイナミン依存性アクチン
制御の解明 
①神経細胞の突起伸長、成長円錐におけるダイ
ナミン依存性アクチン制御の解明 
②細胞走化、仮足形成におけるダイナミン依存
性アクチン制御の解明 
（３）ダイナミン依存性アクチン制御を阻害す
るダイナミン阻害剤の探索 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro 解析 
精製タンパクを用いて、ダイナミン／コルタク
チン複合体を作り、さらにアクチン線維束を構
成させる in vitro 再構成系を用いて、生化学
的解析、アクチン重合解析と、蛍光顕微鏡、電
子顕微鏡による形態的解析を行なった。 
（２）in vivo 解析 
神経細胞の成長円錐、細胞走化における仮足形
成を実験系として、細胞骨格と機能タンパクの
局在と動態を、全反射顕微鏡、共焦点顕微鏡に
よる形態的観察と生化学的解析を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）ダイナミン／コルタクチン複合体による
新規アクチン制御機構（in vitro 解析） 
①ダイナミン／コルタクチン複合体がリング
状であり、グアニンヌクレオチドの状態により
複合体リングの開閉することを明らかにした。
ダイナミンGTP加水分解に伴って複合体リング
が開閉することにより、メカニカルにアクチン
線維束を形成、安定化することが示された。 
②ダイナミン／コルタクチン複合体のGTP加水分
解に伴うコンフォメーション変化を明らかにす
るために、原子間力顕微鏡を用いたリアルタイム
観察を試験的に開始し、金沢大学安藤敏夫教授と
の共同研究に発展させた。 
③PKC によるコルタクチンのリン酸化が、ダイ
ナミン／コルタクチン依存性アクチンダイナ
ミクス制御に関与することを見いだした。 

リン酸化による調節機構を変異解析により調
べるため、質量分析法により同定されたリン
酸化部位に対して、アラニン変異およびリン
酸化模倣変異を導入した変異体を作成した。 
（２）ダイナミン／コルタクチン複合体によ
る新規アクチン制御機構（in vivo 解析） 
①ダイナミン／コルタクチン複合体は、アク
チン線維束形成により、神経細胞成長円錐フ
ィロポディア形成、安定化に機能することを
SH-SY5Y細胞（培養神経芽細胞腫株）を用いて
明らかにした。 
②仮足形成におけるアクチン線維束形成の
動態を観察するために、U2OS 細胞（骨肉腫細
胞株）、H1299 細胞（ヒト非小細胞肺癌細胞
株）ライフアクトを発現させ、全反射顕微鏡
によりリアルタイム観察した。 
（３）ダイナミン依存性アクチン線維束安定
化を阻害する新規ダイナミン阻害剤の探索 
in vitroアクチン重合を指標にした小分子ス
クリーニングにより、
N'-[4-(dipropylamino)benzylidene]-2-hydr
oxybenzohydrazide（DBHA）による阻害効果を
見いだした。細胞におけるDBHAの影響を調べ
た結果、U2OS細胞（骨肉腫細胞株）における
仮足先端部へのダイナミン２の動員、H1299
細胞（ヒト非小細胞肺癌細胞株）におけるラ
ッフル膜形成に対する抑制効果が認められた。
さらに、H1299細胞の細胞遊走と浸潤を約70％
抑制し、in vivoにおけるPC3細胞（前立腺癌
細胞株）の増殖抑制効果が認められた。 
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