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研究成果の概要（和文）：Cdk5 の新規基質 CIN85 と AATYK1 について、それらのエンドサイ

トーシスやエンドソームの輸送における役割について検討した。AATYK1 はリサイクリングエ

ンドソームに局在し、その形成を制御していた。神経細胞の形成時には軸索伸長の抑制因子と

して機能し、その機能はCdk5によって制御されていた。CIN85については特異抗体を作成し、

神経細胞内の局在からエンドサイトーシス直後の小胞で機能することが示唆された。 
  
研究成果の概要（英文）：CIN85 is an adapter protein involved in endocytosis and AATYK1 is 
a Ser/Thr kinase expressed highly in neurons. We found recently that both were 
phosphorylated by Cdk5. We studied roles of their Cdk5 phosphorylation in neurons. 
AATYK1 was shown to regulate recycling endosomal trafficking and the activity was 
suppressed by phosphorylation with Cdk5. AATYK1 activity is involved in axonal 
elongation. The function of CIN85 is not known. We generated a specific antibody to 
investigate endogenous CIN85 localization in neurons. CIN85 was present as small 
particles in neuronal soma and process, which were thought to be very early endocytic 
structures.  
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１．研究開始当初の背景 
Cdk5（Cyclin-dependent kinase 5）は制御
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キナーゼである。Cdk5/p35 は脳形成期の神

経細胞移動、シナプス可塑性、神経変性疾患

における神経細胞死などに関与しているこ

とが示されている。世界中の Cdk5 に関する

研究もこの三つの機能を中心に進められて

おり、また、申請者らもそれらに関連して

Cdk5 の活性調節機構についての研究を続け

ていた。研究開始当初、申請者らは Cdk5/p35
の下流因子を新たに二つ同定した。それらは

CIN85 (Cbl-interacting protein 85)という

ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 と AATYK 
(apoptosis-associated tyrosine kinase)であ

る。CIN85 は EGF 受容体のエンドサイトー

シスなどに関わることが報告されていたが、

神経細胞での解析は殆ど行なわれていなか

った。面白いことに、CIN85 を高発現させる

と細胞内に非常に大きなエンドソーム様小

胞（巨大エンドソーム）が形成される。

AATYK はキナーゼ配列を有する機能不明の

タンパク質である。ミエローマ細胞のアポト

ーシス誘導時に発現することから、上記のよ

うな名前をつけられた。申請者らは Cdk5 制

御サブユニットp35に結合するタンパク質と

してヒト脳 cDNA から分離した（BBRC, 
2003）が、本研究開始当初はリサイクルエン

ドソームを細胞内に分散させることを新た

に見つけたばかりであった。これらの結果は、

Cdk5がCIN85やAATYK という因子を介し

てエンドソームの形成、リサイクリング等を

制御している可能性を示していた。Cdk5 と

エンドソームについての研究はなく、Cdk5
の新しい役割となる。神経細胞におけるエン

ドソームの形成とリサイクリングの制御は、

生存や極性の維持等において重要と考えら

れたが、殆どの研究は株化培養細胞で研究さ

れているのが現状であった。 
 
 
２．研究の目的 
エンドソームの形成とリサイクリング機構
についての神経細胞での研究はあまり進ん
でいない。その理由は神経細胞の機能および
形態的特殊性に由来するエンドソーム系の
複雑さによるものと考えられる。神経細胞で
はシナプス前部における神経伝達物質の再
取り込み、シナプス後部の神経伝達物質受容
体のリクルート、細胞体・樹状突起間での古
典的なリサイクリングに関わるエンドソー

ムなどが共存する。本研究では申請者らが分
離した CIN85、AATYK という因子がどのよ
うなエンドソームの、どのような過程に関わ
るか、それらが Cdk５によってどのように調
節を受けているかをまずは株化細胞を用い
て検討し、その後神経細胞内における生理的
意義を明らかにする。特に、AATYK1 につい
てはリサイクリングエンドソームの関わる
軸索伸長との関連、CIN85 については、神経
細胞の移動と脳内での位置決定にどのよう
に関わっているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
AATYK1 が結合するエンドソームを、各種エ

ンドソームマーカーである Rab5、Rab7、
Rab11 などと共発現させて、蛍光抗体法を用

いて調べた。AATYK1 のエンドソームへの結

合領域については、N 末、または C 末からの

欠損変異体を作成し、エンドソームへの集合

に変化の見られる変異体から決定した。

AATYK によるエンドソーム形成に対する影

響は、AATYK を発現させた細胞に蛍光ラベ

ルしたトランスフェリンを取り込ませ、その

動態を観察し、どのステージのエンドソーム

に AATYK が集積するかを調べた。AATYK
が結合するタンパク質については、AATYK1
の免疫沈降法により回収し、質量分析法で解

析した。エンドソームの輸送に対する

AATYK1 の Tyr キナーゼによるリン酸化、

Cdk5 によるリン酸化などは、リン酸化部位

を同定した後、リン酸化されない、または、

リン酸化を模倣する変異体を作成し、その効

果を調べることにより解析した。エンドソー

ム輸送を制御する仕組みをとの関連、即ち、

Rab の上流と下流どちらの因子であり、Rab
に対してどのような活性を示すかを、Rab の

活性型、不活性型を用いて調べた。最後に、

培養神経細胞の AATYK をノックダウンまた

は過剰発現させて、軸索突起の伸長に対する

影響を調べた。 
 CIN85 についても、タンパク質分子の解析

は株化細胞で行い、機能を神経細胞で探った．

巨大エンドソームの実体や形成機構につい

ては、まずは形成の時間経過を詳しく観察し、

各種エンドソームマーカーや膜タンパク質

が取り込まれるかどうかを検討した。また、

FM1-43 などの蛍光色素の取り込みについて

も調べた。巨大エンドソーム形成に関わる



 

 

CIN85 のアミノ酸領域については、N 末、C
末の各領域からなる断片を作成し、それらの

巨大エンドソーム形成能を調べる。CIN85 と

結合する Dab1 は ApoER2 と結合し、Reelin
のシグナルを細胞内に伝える。CIN85 が

Dab1 を介して ApoER2 と結合するかを検討

した。神経細胞内における内在性 CIN85 の

正確な局在さえ判っていない。特異的抗体を

作成し、内在性 CIN85 の細胞内局在を調べ

た。 
 

４．研究成果 
 AATYK1 を初期，後期，リサイクルの各エン

ドソームのマーカーである Rab5, Rab7, 

Rab11とともに COS-7細胞に発現したところ，

大部分の AATYK1 は Rab11 と共局在を示し，

リサイクリングエンドソームに存在してい

ることが判明した．AATYKはアミノ酸 1317か

らなる巨大なタンパク質である。N末側の Cys

を Alaにすると Rab11との共局在が見られな

くなることから，Cys のパルミトイル化を介

してリサイクリングエンドソームに結合し

ていることが示された．CHO-K1細胞では中心

体近傍のリサイクリングエンドソーム（ERC）

が形成される。AATYK1野生型を発現させたと

ころ、ERCの形成が促進された。AATYK1にお

ける Cdk5 によるリン酸化部位は Ser34,Src

によるリン酸化部位は Tyr25と tyr46であっ

た。Tyr25, 47 のリン酸化はリサイクリング

エンドソームへ結合できなくなる（パルミト

イル化部位の変異体）と消失した。Ser34 の

リン酸化はリサイクリングエンドソーム形

成過程に対して，抑制的に働いていることが

示された。AATYK1は Rab11とは直接結合しな

かった。Rab11の GTPase活性に対しても影響

を与えなかった。しかし、Rab11 のグアニン

ヌクレオチドの代謝には影響を与えている

ようであった。恐らく、Rab11 の GDI を介し

た調節に関わっているのではないかと考え

られる。AATYK1は神経細胞での細胞体の核近

傍と神経突起にドット状に存在していた。そ

れらの局在は Rab11と一致していた。神経細

胞の AATYK1 をノックダウンすると軸索の伸

長が増加し、Cdk5によってリン酸化されない

S34A 変異体を過剰発現させると抑制された。

以上のことから、 AATYK1 はリサイクリング

エンドソームの輸送を介して軸索の形成を

制御していること、AATYK1のこの活性は Cdk5

による Ser34のリン酸化で制御されているこ

とが判明した。 

 COS-7 細胞等に CIN85 を強制発現させる

と、巨大なエンドソーム様構造が形成される。

形成の時間経過を観察すると、基底側で小さ

なエンドソームとして形成されて、細胞上部

に移行しながら巨大化しているようである。

各種エンドソームマーカーとの共局在を観

察したが、初期、後期、リサイクリングエン

ドソームには局在しないようであった。また、

EGFR などの膜タンパクとの共局在を調べ

たが、それらとも局在は一致しなかった。但

し、ApoER2 については、Dab1 を共発現さ

せておけば、CIN85 と一致した局在も観察さ

れた。さらに FM1-64 などエンドサイトーシ

スされる蛍光物質を用いて取り込みをみた

が、形成される構造の内部には観察されなか

った。巨大エンドソーム様構造の実体につい

ては未だ不明である。CIN85 の N 末断片，C

末断片を作成し、COS-7 細胞に発現させたが、

それら単独では巨大エンドソーム様構造は形

成されなかった。現在は C 末の coiled-coil
領域がその構造の形成に必要ではないかと

考えて変異体を作成している。神経細胞内に

おける内在性CIN85を検出するために抗体を作

成した。N末抗体はミトコンドリアのタンパクとも反

応していまったが、C 末に対しては特異的な抗

体が作成された。神経細胞でも内在性CIN85は

顆粒状の構造として、細胞体や突起ないで観察

された。エンドソームマーカーとの染色から、エ

ンドサイトーシスされたばかりの小胞に存在して

いるのではないかと考えている。 
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