〈タイトル〉in vitroにおける収縮環の収縮はミオシンIIに依存するがアクチンのダイナミクスには依存しない

〈著 者〉柏﨑 隼・高木智子・馬渕一誠
〈著者所属〉学習院大学理学部 生命科学科分子細胞生物学
〈著者email〉issei.mabuchi@gakushuin.ac.jp（馬渕一誠）

〈対象論文〉

In vitro contraction of cytokinetic ring depends on myosin II but not on actin dynamics.
Mithilesh Mishra, Jun Kashiwazaki, Tomoko Takagi, Ramanujam Srinivasan, Yinyi Huang, Mohan K. Balasubramanian, Issei Mabuchi
Nature Cell Biology, 15, 853-859 (2013)
〈要 約〉

　動物や酵母の細胞は収縮環とよばれる構造の収縮により細胞質分裂を行うと考えられている．収縮環のおもな成分はアクチンフィラメントであり，収縮環はアクチンとミオシンとの相互作用により収縮すると考えられる．しかし，収縮環の収縮の機構はよくわかっておらず，in vitroにおける収縮系の開発が待たれていた．この研究では，分裂酵母を用いて収縮環を含む細胞ゴーストの単離に成功し，ATPの添加により収縮環がin vivoにおける速度の30倍もの速さで収縮することを示した．これにより，分裂酵母の収縮環が自立的に収縮できる構造であることがはじめて示された．さらに，収縮環の収縮にはアクチンのダイナミクスあるいは脱重合が必須であると思われてきたが，収縮にともないアクチンは脱重合するものの，脱重合は収縮そのものには必須でないことが示された．また，ミオシンのATPase活性が収縮環の収縮に必須であること，アクチンフィラメント架橋タンパク質が過剰に存在すると収縮環の収縮が阻害されることなどが示された．収縮環のin vitroにおける収縮系の開発は，今後，細胞質分裂の分子機構の解明に大きく貢献するものと思われる．

はじめに

　細胞分裂は染色体の分離とそれにつづく細胞質の分裂の連続した過程である．動物の細胞では，1968年，電子顕微鏡による観察により収縮環が発見され1)，そのおもな成分はアクチンフィラメントであることがわかった2)．1977年，細胞質分裂はアクチンとミオシンとの相互作用により起こることが判明した3)．これらのことから，細胞質分裂はアクチンとミオシンとの相互作用により収縮環が収縮することで進行すると考えられてきた．これまで，その詳細を調べるため収縮環の単離が試みられてきた．筆者らは，イモリの卵からATPの添加により収縮の可能な分裂溝の単離に成功し，電子顕微鏡により構造的な情報を得ることはできたが4)，収縮の機構について十分な情報を得ることはできなかった．また，ウニの卵から分裂溝の単離に成功したが，in vitroにおいてその収縮を再現するにはいたらなかった5)．そののち，細胞分裂の突然変異株が多く分離された分裂酵母において収縮環の形成に関する研究が進み，分裂酵母において収縮環の形成に必要なタンパク質は動物の細胞の場合に類似していること，動物の細胞の収縮環と同じように収縮のときにはアクチンフィラメントの方向性が反対のものも混在していることなどが判明し6)，分裂酵母も動物の細胞と同様の細胞質分裂を行っている可能性が考えられるようになった．

　そこで，筆者らは，分裂酵母の収縮環を単離しin vitroにおいてその収縮の機構を研究できるような系の開発に挑戦した．この系ができれば，動物の細胞も含めて，細胞質分裂の分子機構の解明につながると考えられた．

1．収縮環を保持した細胞ゴーストの単離

　用いた分裂酵母はcdc25温度感受性変異株であり，この変異を利用して細胞分裂の周期をそろえることができる．さらに，ミオシン軽鎖の遺伝子であるrlc遺伝子をrlc遺伝子-3×GFP遺伝子で置き換えて，収縮環をミオシンの蛍光により観察できるようにした．

　分裂酵母は細胞壁をもつ点が動物の細胞と異なる．細胞壁は細胞の変形をおさえ細胞を円筒形に保つはたらきがあり，そのため，ある程度の強度をもつと考えられている．まず，細胞壁を消化酵素で処理することにより除去した．その結果，細胞は球形となり，これをスフェロプラストとよぶ．このスフェロプラストの培養温度を36度として細胞周期を同調させ，収縮環を形成する時期に界面活性剤の処理により細胞膜を破壊しようとした．その結果，得られたものは細胞膜に穴の開いた“細胞ゴースト”であった（図1）．ミオシンの蛍光の観察と電子顕微鏡によるアクチンフィラメントの観察により，細胞ゴーストには収縮環がきちんと残っていることがわかった．しかし，細胞質はほとんど流出して内部は空洞であった．実際に，ミオシンおよびアクチンをはじめ主要な収縮環の構成タンパク質は収縮環に保持されていたが，チューブリンをはじめ収縮環と関連のないタンパク質は検出されなかった．

2．in vitroにおける収縮環の収縮

　この細胞ゴーストにATPを0.01～2 mMの範囲でくわえたところ，その濃度に依存してすみやかな収縮環の収縮が起こった．細胞内のATPの濃度はだいたい1 mMと報告されているので基本的に0.5 mMのATPをくわえたが，30秒から1分のあいだで収縮環の収縮は完了し，その速度は0.2μm/sec以上であった．この速度は動物の細胞における収縮環の収縮速度に近かった．非加水分解性のATPアナログであるAMP-PNPの添加では収縮環の収縮は起こらなかったので，この収縮はATPの加水分解によるエネルギーを利用して起こることがわかった．分裂酵母の収縮環が自力で収縮できることを明らかにしたのはこれがはじめてであった．ヌクレオチドに対する特異性について調べたところ，ATP > ITP > CTP > GTPの順に収縮速度は速くKm値が小さかった．また，細胞ゴーストの単離の際に細胞質分裂の時期は細胞により微妙にずれているため，細胞ゴーストごとに収縮環の大きさは少しずつ異なっていたが，その収縮速度は収縮環の大きさに依存せず同じだった．

　この速度は非常に速かったため，生細胞における収縮環の収縮速度と比較した．その結果，in vitroの系における収縮速度はin vivoにおける収縮速度の30倍も速かった．細胞膜をFM4-64により蛍光染色し，ミオシンの蛍光との二重染色により観察したところ，収縮環は細胞膜をひっぱることなく，それのみで収縮した．収縮環と細胞膜との接点が細胞ゴーストの単離の際に分離した可能性が考えられた．生細胞ではさらに細胞膜の外側に細胞壁（細胞分裂のときには，隔壁）が存在するため，収縮環と細胞壁-細胞膜との接着のために収縮速度が遅くなっていることが考えられた．
　細胞ゴーストのなかには円形でなく弧状の構造をもつものがあった．これは，収縮環の形成の途中の構造であった．このような細胞ゴーストにATPをくわえたところ，収縮環の収縮はまったく起こらなかった．これは，筆者らが以前に予想した，形成の途中にある収縮環はアクチンフィラメントの方向性がまだ混ざりあっていないため収縮できない6)，ということと符合した．

3．収縮環の収縮におけるミオシンのはたらき

　動物の細胞では収縮環の収縮においてアクチンとミオシンとの相互作用が必要であることはすでに報告されているが，分裂酵母における収縮環の収縮について調べた．まず，ミオシンIIのもつATPase活性の阻害剤であるblebbistatinをくわえたところ，収縮環の収縮は阻害された．さらに，ミオシンだけでなくダイニンのATPase活性も阻害するdehydroxestoquinoneによっても収縮環の収縮は阻害された．細胞ゴーストには微小管（チューブリン）は含まれないので，これはミオシンのもつATPase活性の阻害によるものと考えられた．つぎに，Myo2の温度感受性変異株であるmyo2E1株およびmyp2 (myo3) 欠損株から細胞ゴーストを作製して収縮環の収縮速度を調べたところ，いずれも野生株より遅かった．myo2E1とmyp2 (myo3) 欠損の二重変異株から作製した細胞ゴーストでは収縮環は収縮しなかった．これらの結果から，収縮環の収縮におけるミオシンIIの必要性が確認された．

4．収縮環の収縮にアクチンのダイナミクスは必要ない

　つぎの問題は，収縮環の収縮にアクチンの脱重合やアクチンのダイナミクスが必要かどうかであった．以前に，ウニ（タコノマクラ）の受精卵にアクチンの安定化物質ファロイジンを顕微注入したところ，細胞質分裂の停止が観察された．この結果から，アクチンの脱重合あるいはアクチンのダイナミクスが収縮環の収縮に必須である可能性を考えた7)．実際に，収縮環のアクチンフィラメントは収縮により短くなっており6)，一般的に，収縮環の収縮ののちアクチンフィラメントは消失している．では，in vitroの系ではどうか調べた．細胞ゴーストにATPをくわえ，収縮環の収縮ののちアクチンの検出を試みたが，ミオシンはかたまりを形成して細胞ゴーストのなかに残っていたのに対し，アクチンフィラメントはもはやみられなかった．したがって，アクチンは収縮環の収縮とともに脱重合することが確かめられた．また，アクチンフィラメントの安定化物質であるjasplakinolide，phalloidin，あるいは，phallacidinをくわえたところ，収縮環の収縮は正常に起こり，アクチンはミオシンとともに残存していた．

　生化学的な実験により収縮により脱重合するアクチンについて調べたところ，jasplakinolideの存在下ではアクチンの脱重合は起こらず，jasplakinolideの非存在化ではアクチン単量体が脱重合していることが判明した．これらの実験から，収縮環の収縮においてアクチンの脱重合が起こるが，それは収縮そのものには必須でないことがわかった（図2）．これは予想外の結果であった．

　収縮環にはアクチンフィラメント切断-脱重合タンパク質であるAdf1が存在する．これは正常な収縮環の構造を形成するため必須なタンパク質である．このタンパク質が収縮環の収縮にはたらいているかどうかを調べるため，Adf1の温度感受性変異株であるadf1-1株から細胞ゴーストを調製し，制限温度において収縮環の収縮を調べた．その結果，正常な速さで収縮が起こっていた．したがって，Adf1は収縮環の収縮にははたらいていないことがわかった．

5．収縮環の収縮には適正量のアクチンフィラメント架橋タンパク質が必要である

　収縮環にはαアクチニンやIQGAP，Fimbrinといったアクチンフィラメント架橋タンパク質が含まれ，これらは収縮環の構造を安定化していると考えられている．大腸菌において分裂酵母のIQGAPのN末端側断片，および，Fimbrinをそれぞれ発現して精製し，細胞ゴーストにくわえ収縮環の収縮を誘導した．その結果，これらのタンパク質の量に応じて収縮環の収縮は阻害された．つまり，アクチンフィラメント架橋タンパク質が多すぎるとかえって収縮環の収縮はさまたげられることがわかった．

おわりに
　以上のように，分裂酵母を用いて収縮環の収縮をin vitroにおいて研究できる系を構築することができた．今後，この系を用いることで，収縮環の収縮制御，細胞膜と収縮環との接点の研究などが展開されることを期待している．
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〈図説明〉
図1　細胞ゴーストの調製法

図2　収縮環の収縮にアクチンのダイナミクスは必要ない
収縮環の収縮にともないアクチンの脱重合が起こるが，それは収縮そのものには必要でない．
