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研究成果の概要（和文）： 

セプチン系は重合性 GTP 結合蛋白質が構成する普遍的な細胞骨格系であるが、アクチン系・
微小管系などに紛れがちなこと、遺伝子重複、適当な阻害剤がないことなどからその全貌は謎
に包まれている。セプチンの重合・脱重合機構に残された問題を解明すべく、FRAP および電
子顕微鏡技術を駆使して時空間的解析を行い、以下の結果を得た。１）セプチンのターンオー
バー率はサブユニットごとに異なる。これはヘテロポリマー内の位置や他の細胞骨格分子との
会合によるものと想定される。２）平均的なセプチンサブユニットのターンオーバー率は平均
的なアクチン膜骨格のそれよりも２～３倍遅い。３）セプチンを RNAi で枯渇させてもアクチ
ンのターンオーバーには影響しないが、作用機序の異なる 2 種のアクチン阻害剤はいずれもセ
プチンのターンオーバーを著明に遅延させた。この unilateral な関係は代表者らが以前報告し
た、アクチンストレスファイバー上での両者の相互依存性とは全く異なる。４）以上のメカニ
ズムを解析するため、急速凍結レプリカ免疫電子顕微鏡法を用いて細胞表層のセプチンを標識
したところ、アクチン膜骨格上で一様に分布してはおらず、特に分岐部、末端部、結節部、束
化部に集積する傾向が見られた。これは代表者らが以前報告したように、アクチンとセプチン
は直接相互作用せず、ミオシンやアニリンなどのアクチン会合分子を介して間接的にリクルー
トされることと符合する。５）細胞表層のセプチンは膜蛋白質 GLAST のカルボキシル末端の
29 アミノ酸残基と相互作用することによってターンオーバー率を低下させた。以上を総合する
と、アクチン膜骨格の中で相対的に安定な構成成分であるセプチンがスカフォールドないし側
方拡散バリアとして機能する際の普遍的な作用メカニズムの概要を解明できた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Despite the cortical localization of septin heteropolymers in vivo and their direct 

interaction with phospholipid membranes in vitro, their behavior and roles remain 

elusive. In this project, we characterized the major cortical septin assembly found in 

mammalian tissue culture cells by fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) 

analysis. GFP-tagged septin subunits exhibited slower turnover compared with other 

cortical proteins analyzed. Perturbation of actin turnover retarded the cortical septin 

turnover, while septin depletion by RNAi did not affect cortical actin turnover. These 

phenomena are interpreted by septins’ selective association with a subset of 

actin-based membrane skeleton, as revealed by quick-freeze deep-etch immunoelectron 

microscopy. We applied the assay system to test septins’ presumptive scaffold function 

on their physiological binding partners. Septin filament destabilization by 

RNAi-mediated subunit depletion facilitated the turnover of GLAST, while a 

septin-stabilizing drug forchlorfenuron restrained more GLAST in the unexchangeable 

fraction. Thus, cortical septin heteropolymers are components of the actin-based 

membrane skeleton, providing scaffolds for their interacting partners by impeding 

their lateral diffusion. We predict that diverse submembranous septin clusters found 

機関番号：13901 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20370077 

研究課題名（和文）細胞表層におけるセプチン重合・脱重合機構の解析 

研究課題名（英文）Mechanism of cortical septin heteropolymerization/dissociation 

研究代表者 

木下 専（KINOSHITA MAKOTO） 

名古屋大学・理学研究科・教授 

研究者番号：30273460 

 

 



in vivo may serve as scaffolds or reserve pools for specific membrane-bound proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

 

ヒトセプチン系の異常が悪性腫瘍、神経変性疾
患（AJP 1998; JBC 2003; Neuron 2007）、精子無
力症(Dev Cell 2005)等の医学的課題と密接に
関連することが明らかとなり、細胞生物学的解析
によって未解決課題を解決する必要性が増して
きた。哺乳類セプチン遺伝子の単離・解析を始
め(Genes Dev 1997)、複合体の再構成・解析
(Dev Cell 2002)、個体レベルでの生理機能解析
(Dev Cell 2005; Neuron 2007)に世界に先駆けて
成功してきた申請者は、残された課題の解決に
取り組むべく、本研究を計画・施行した。 
 

２．研究の目的 

セプチン系は重合性 GTP 結合蛋白質が構成
する普遍的な細胞骨格系である。しかし、ア
クチン系・微小管系・膜骨格系などに紛れが
ちなことや阻害剤がないことなどから、その
全貌は謎に包まれている。アクチン系では 1

種類、微小管系では 2 種類のヌクレオチド結
合性サブユニットが規則正しく集合するの
に対し、セプチン系では 3 種類以上のサブユ
ニットが複雑多様な複合体や高次集合体を
構成する。特に哺乳類ではサブユニット間の
機能重複が遺伝学的機能解析を困難にして
いる。セプチンの重合・脱重合機構に残され
た問題を解明すべく、FRAP および電子顕微
鏡技術を駆使して時空間的解析を行う。 

 

３．研究の方法 

セプチン系の分子動態解析のため、培養神経
細胞の細胞膜直下に集積した GFP-septin な
ど一連の融合蛋白質に対する FRAP（光退色後

蛍光回復）法によるタイムラプス解析を行っ
た。一方、急速凍結レプリカ免疫電子顕微鏡
法を用いて細胞表層のセプチン分子を金粒
子で標識し、その分布を高い空間分解能で詳
細に解析した。 

 
４．研究成果 
 
膜蛋白質分子や細胞膜直下のアクチン分子
に比べてセプチン分子のターンオーバーは
緩慢であり、細胞膜直下のセプチン集合体の
安定性が示唆された。この特性は細胞膜形状
の保持や、膜蛋白質のスカフォールドないし
拡散障壁としての役割に適したものと考え
られた。 

 興味深いことに、作用機序の異なる 2 種の
アクチン阻害剤はいずれもセプチンのター
ンオーバーを著明に遅延させた（上図）。 

逆に、RNAiでセプチンを枯渇させた細胞で
関連分子の動態を調べたところ、表層アクチ



ンのターンオーバーに有意な変化が見られ
ない条件で、GLAST のターンオーバーが有意
に促進した。したがって、細胞膜直下のセプ
チン系がこれらの分子のスカフォールドな
いし拡散障壁として局在や安定化に寄与す
る可能性が支持された。このような分子機構
は、Sept4 欠損マウスのドパミン神経末端に
おいて syntaxin-1 や DAT が減少すること
(Neuron 2007）の理由の１つと考えられる。 
急速凍結レプリカ免疫電子顕微鏡法では

セプチンがアクチン膜骨格上で一様に分布
しておらず、特に分岐部、末端部、結節部、
束化部に集積する傾向が見られた（下図）。
これは上記のダイナミクス解析や従来の生
化学的解析の結果と符合する大変興味深い
所見であり、今後二重染色法・自動パターン
認識法などを組み合わせて詳細なメカニズ
ムを解明していきたい。 

 

以上を総合すると、細胞表層のセプチンは
アクチン膜骨格の中で相対的に安定な構成
成分であり、特定の膜蛋白質と相互作用する
ことによって膜蛋白質ターンオーバー率を
低下させる。これがセプチンがスカフォール
ドないし側方拡散バリアとして機能する際
の普遍的な作用メカニズムであると想定さ
れ る  (Hagiwara et al.,Cytoskeleton in 

press)。 
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