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研究成果の概要（和文）：ダイナミンは微小管結合タンパク質として発見されたが，微小管に結合したダイナミ
ンの機能は不明である。本研究はダイナミンによる微小管制御機構の解明を目的とした。ダイナミン発現抑制は
微小管を安定化すること，ダイナミンによる微小管制御にPR領域は必要でないが，GTPase，middle，PH，GEの４
つの領域は必要であることを明らかにした。また，微小管安定化ダイナミン変異体の過剰発現は微小管伸長端結
合タンパク質CLIP170やCLASP2を変化させず，EB1の染色強度を増加させることを明らかにした。本研究により，
ダイナミンは自身のGTPase活性やEB1を介して微小管を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dynamin has been firstly identified as a microtubule-associated protein. 
However, the function of dynamin bound to microtubules is still unknown. This study aimed to 
elucidate the molecular mechanism of microtubule regulation by dynamin. It was revealed that 
depletion of dynamin stabilizes microtubules and the stabilized microtubules in dynamin-depleted 
cells are decreased by overexpression of GFP-dynamin-wild type or proline rich-deleted dynamin. On 
the other hand, overexpression of each GFP-dynamin mutant without GTPase, middle, plekstrin homology
 or GTPase effector did not decrease the stabilized microtubules. In addition, it was showed that 
overexpression of dynamin mutant capable of stabilizing microtubules increases the staining of EB1, 
one of microtubule plus-end tracking proteins, without changing the CLIP-170 or CLASP2. This study 
suggests that dynamin could regulate microtubules through its own GTPase activity and EB1.

研究分野：細胞生物学，生化学
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１．研究開始当初の背景 

 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 and Vallee, 
1989, Cell, 59(3):421-32)，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
で明らかにされていた（Herskovits et al., 1993, 
Proc Natl Acad Sci U S A, 90(24): 11468-72）。し
かし，微小管と結合したダイナミンの機能に
ついては，不明のままであった。ダイナミン
と微小管の相互作用について明らかにされ
ていた事項を次の(1)〜(6)で示す。 

(1) ダイナミンは分裂期微小管と共局在する。 
 間期のダイナミンは微小管との共局在が
観察されない (Damke et al., 1994, J Cell Biol, 
127(4):915-34) が，分裂期のダイナミンが中
央微小管と共局在する (Hamao et al., 2009, 
Exp Cell Res, 315(7): 1336-45)。 

(2) ダイナミンPRDのN末領域が微小管結合
必須部位でありC末領域が微小管結合阻害部
位である。 
 我々は，ダイナミン PRD の C 末側の欠失
変異体(1-786)が間期の微小管と共局在する
こと，野生型ダイナミンやダイナミンの PRD
全領域の欠失変異体(1-745)では，間期の微小
管と共局在しないことを明らかにした（図 1）。
このことから，「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 
(Hamao et al., 2009, Exp Cell Res, 315(7): 
1336-45)。 

(3) 分裂期中期のダイナミンは微小管結合能
が低い。 
 申請者らは，間期と分裂期でダイナミンへ
のリン酸化能を比較し，分裂期でダイナミン
のリン酸化活性が高いことを明らかにした。
また，分裂期のリン酸化活性の大部分は cdc2
キナーゼによるものであり，cdc2によりリン
酸化されたダイナミンは微小管結合能が低
くなることを明らかにした。(Morita et al., 
2010, J Biochem, 148(5):533-8)。 

(4) ダイナミンは CMT 病の原因遺伝子であ
る。 
 CMT病（シャルコー・マリー・トゥース病）
は末梢神経障害を示す遺伝性の難病である。
その原因遺伝子の一つとしてダイナミンが
同定された。CMT病のダイナミン変異体は，
培養細胞内で微小管を安定化した (Züchner 
et al., 2005, Nat Genet, 37(3): 289-94)。 

(5) ダイナミンの発現抑制は間期微小管を安
定化する. 
 ダイナミンを siRNA により発現抑制する
と，間期微小管から微小管伸長端マーカーで
ある EBsの局在が減少した。また，間期微小

管の伸長速度，伸長頻度が減少した (Tanabe, 
2009, J Cell Biol, 185(6): 939-48)。 

(6) ダイナミンは微小管伸長端結合タンパク
質である。 
 申請者らは，微小管結合型変異体であるダ
イナミン-(1-786)を用いて，ライブセルイメー
ジングを行った。その結果，ダイナミンが微
小管伸長端マーカーである EBsと同様の動き
をすること，ダイナミン GTPase活性阻害剤に
より微小管の伸長が阻害されることを明らか
にした（申請者ら，投稿準備中）。この結果は，
「ダイナミンが微小管の伸長端に結合する」
という申請者の新しい発見である。 
 
２．研究の目的 

背景１〜６から，「ダイナミンが微小管伸
長端結合タンパク質として微小管伸長を制
御する」可能性を考え，本研究では，ダイナ
ミンによる微小管ダイナミクスの制御機構
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞内でのダイナミンによる微小管ダイ
ナミクスの実態解析 
A. ダイナミン発現抑制による微小管ダイナ
ミクスへの影響 

HeLa 細胞でダイナミンを発現抑制させ，
微小管安定化マーカーであるアセチル化チ
ューブリンと脱チロシン化チューブリンの
量を測定した。また，新しく重合された微小
管のマーカーであるチロシン化チューブリ
ンの量も測定した。さらに，オフターゲット
効果を否定するために，ダイナミン発現抑制
細胞に GFP-ダイナミン-野生型を発現させ，
アセチル化チューブリンの量の測定を行っ
た。 

B. ダイナミン変異体を用いた微小管ダイナミ
クスの解析 

 ダイナミンの微小管制御における機能ド
メインを明らかにするために，ダイナミン発
現抑制細胞にダイナミンの各機能ドメイン
を欠失させた GFP-ダイナミン変異体を発現
させ，アセチル化チューブリンの量を測定し
た。本研究で使用した GFP-ダイナミン変異体
は図１の通りである。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 本研究で使用した GFP-ダイナミンコンストラクト 



 (2) ダイナミンによる微小管ダイナミクス
制御の分子メカニズムの解明 
ダイナミンによる局在が制御される微小
管伸長端結合タンパク質を同定するために，
微小管安定化ダイナミン変異体(GFP-ダイナ
ミン-555Δ3)を過剰発現させた細胞を，微小
管伸長端結合タンパク質 EB1, CLIP-170, 
CLASP2 の抗体を用いて間接免疫蛍光抗体染
色を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞内でのダイナミンによる微小管ダイ
ナミクスの実態解析 
A. ダイナミン発現抑制による微小管ダイナ
ミクスへの影響 
 ダイナミンによる微小管制御を明らかに
するために，ダイナミンを発現抑制させた
HeLa 細胞の安定化微小管の量を解析した。
安定化微小管マーカーとしてアセチル化チ
ューブリン，脱チロシン化チューブリンを，
新たに重合した微小管のマーカーとしてチ
ロシン化チューブリンを解析した。その結果，
ダイナミン発現抑制はチロシン化チューブ
リンを変化させないが，アセチル化チューブ
リンと脱チロシン化チューブリンを増加さ
せた。また，ダイナミン発現抑制により増加
したアセチル化チューブリンは，GFP-ダイナ
ミン野生型の発現により減少した。この結果
から，ダイナミンの発現抑制は微小管を安定
化させること，つまりダイナミンは通常微小
管を不安定化（ダイナミックに）することが
明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ ダイナミン発現抑制による安定化微小管への影響 

 ダイナミン siRNA (siDyn)またはルシフェラーゼ

siRNA (siLuc)と同時に GFPまたは GFP-ダイナミン野生

型 (Dyn-WT)を導入した細胞でのアセチル化チューブリ

ン(Ace-tublin)を染色した。アセチル化チューブリンの蛍

光強度を測定した。グラフは平均値±標準偏差で示

す。**P<0.01 (Student’s t-test) 
 

B. ダイナミン変異体を用いた微小管ダイナミ
クスの解析 
 ダイナミンによる微小管制御に必要なダ
イナミンの機能ドメインを同定するために，

ダイナミン発現抑制細胞に各ドメインを欠
失させた GFP-ダイナミン変異体を発現させ，
アセチル化チューブリンを解析した。その結
果，ダイナミンの GTPase，middle，plekstrin 
homology (PH)，GTPase effector (GE)の４つの
ドメインをそれぞれ欠失させた変異体は，ダ
イナミン発現抑制により増加したアセチル
化チューブリンを減少させなかった。一方，
プロリンリッチ(PR)ドメインを欠失させた
GFP-ダイナミン-PR は，ダイナミン発現抑
制により増加したアセチル化チューブリン
を約 50％減少させた。以上の結果から，ダイ
ナミンによる微小管制御に PR ドメインは重
要でないこと，GTPase, middle PH, GEの４つ
のドメインは必要であることが明らかにな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ ダイナミン変異体によるレスキュー実験 
 ダイナミン siRNA (siDyn)またはルシフェラーゼ
siRNA (siLuc)と同時に GFPまたは GFP-ダイナミン変異
体を導入した細胞を用いてアセチル化チューブリン

(Ace-tublin)を染色し，アセチル化チューブリンの蛍光強
度を測定した。グラフは平均値±標準偏差で示す。

**P<0.01 (Student’s t-test) 

 
 middleドメインと GEドメインはダイナミ
ンが立体構造を構築するために必要である
こと，ダイナミンのオリゴマー形成がダイナ
ミンの GTPase 活性を上昇させることから，
ダイナミンは微小管制御にダイナミンの
GTPase 活性が必要である可能性が示唆され
た。この仮説を明らかにするために，ダイナ
ミンの GTPase 活性阻害剤により安定化微小
管が増加するかを調査した。その結果，ダイ
ナミン阻害剤を 72時間作用させたHeLa細胞
では，DMSO処理 72時間の HeLa細胞と比較
してアセチル化チューブリンが増加した。こ
のことから，ダイナミンの GTPase 活性が微
小管制御に必要であることが明らかになっ
た。 

(2) ダイナミンによる微小管ダイナミクス制
御の分子メカニズムの解明 
 ダイナミンによる微小管制御に関与する
微小管伸長端結合タンパク質を同定するた
めに，微小管を安定化するダイナミン変異体
(5553)を HeLa細胞で過剰発現させ，微小管



伸長端結合タンパク質 (EB1, CLIP170, 
CLASP2)への影響を解析した。CLIP170 や
CLASP2 の局在や染色強度は野生型ダイナミ
ン発現細胞とダイナミン-5553 発現細胞で
変化しなかったが，EB1の染色強度はダイナ
ミン-5553 発現細胞において野生型ダイナ
ミン発現細胞より増加した。以上の結果から，
ダイナミンは EB1 を介して微小管を制御し
ている可能性が示唆された。 

 以上のように，本研究はダイナミンが自身
の GTPase活性や EB1を介して微小管を制御
する可能性を見出した。 
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