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〈要 約〉

　非対称な細胞分裂は細胞の分化や幹細胞の維持などにおいて重要な役割を担っている．出芽酵母では母細胞と娘細胞のそれぞれのアイデンティティは出芽の時点で分かれる．出芽のとき，セプチンにより形成されるセプチンリングにより細胞膜が隔てられることで明確なドメインが形成されるが，これまで，どのようにしてセプチンリングが形成されるのか，その分子機構は不明であった．筆者らは，この論文において，Cdc42により出芽の予定位置にリクルートされたセプチンが，負のフィードバックによりCdc42の活性を抑制すること，この抑制はCdc42のGAPに依存的であることを見い出した．さらに，生細胞イメージング法と数理モデルとを組み合わせることにより，セプチンリングの形成にはエキソサイトーシスが必要であることを明らかにした．セプチンリングが境界として機能し，Cdc42活性とエキソサイトーシスの生じる領域をセプチンリングの内側のみに限定することにより，娘細胞のアイデンティティが規定されるものと考えられた．以上の知見は，真核生物の細胞の分化および運命決定における基礎的な分子機構を提示した．

はじめに

　非対称な細胞分裂は細胞運命の決定因子や損傷したタンパク質などの不均等な分配において重要な役割をはたしている1)．連続した膜構造を共有する細胞のあいだで物質の混合をさけるには拡散の障壁が必要であり，高等植物を除く真核生物の細胞においてはセプチンがこの機能をはたす可能性が考えられている2)．セプチンは酵母からヒトまで保存されたGTP結合タンパク質であり，オリゴマーを形成してフィラメント状，リング状，ガーゼ状の高次構造をとる3)．とくに，セプチンにより形成されるセプチンリングは出芽酵母における細胞分裂の位置だけでなく，線毛の基部や樹状突起，精子の尾部の基底部分にもみられ，多様な細胞機能や疾患に関連していると考えられている．

　栄養生長期の出芽酵母には5種類のセプチンが発現しており，これらがロッド状のヘテロオリゴマーを形成し，このオリゴマーがフィラメントを形成，さらに，このフィラメントが出芽の予定位置においてセプチンリングを形成している4)．出芽の予定位置へのセプチンの集積にはCdc42が必要であることは報告されていたものの5)，セプチンリングの形成機構そのものはあらゆる系において未知であった．

1．セプチンの集積はCdc42により駆動されセプチンは負のフィードバックによりCdc42の活性を抑制する

　セプチンリングの形成機構についてCdc42とセプチンとの時空間的な関係を調べるため，蛍光タンパク質を用いてCdc42の活性およびセプチンをそれぞれ可視化し，生細胞において経時的なイメージングを行うことによりこれらの動態を追跡した．その結果，細胞質分裂ののち，もとの細胞分裂の位置に隣接する領域においてCdc42の活性は時間とともに上昇し，最終的にCdc42は安定したクラスターを形成した（出芽の10～12分前）．このCdc42クラスターが出芽の予定位置を規定した．これに対して，セプチンは出芽の14～16分前から出芽の予定位置に集積しはじめた．このタイミングはCdc42の活性が最大値をとる時期とほぼ一致していた．セプチンがさらに集積すると，Cdc42の活性は低下に転じた．出芽が起こるとほぼ同時にCdc42の活性は最小となり，このとき，セプチンは不定形のキャップ状の構造からリング状の構造へと変化した．出芽の直後からCdc42の活性はふたたび上昇をはじめたが，このとき，Cdc42の活性上昇のみられた領域はセプチンリングにより母細胞から隔てられた娘細胞の側に限定されていた．

　アクチン重合の阻害剤であるlatrunculin Aの添加によりセプチンリングの形成は遅延することが知られている5,6)．セプチンキャップからセプチンリングが形成される過程をよりくわしく調べることを当初の目的として，latrunculin Aの存在下において経時的な生細胞イメージングを行った．その結果，一部の細胞において，Cdc42およびセプチンの動態につき予想外の挙動が観察された．これらの細胞では細胞質分裂ののちCdc42のクラスターが形成され，同じ位置にセプチンの集積が生じCdc42活性の低下が起こるところまではlatrunculin A非処理の細胞と同様であったが，そののち，セプチンリングの形成は起こらず，出芽も生じなかった．その代わり，新しい位置にCdc42のクラスターが形成されふたたびこの位置にセプチンが集積するという“追跡現象”が観察された．

　latrunculin Aの有無にかかわらず，セプチンの集積にさきんじて必ずCdc42の局所的な活性化が生じるという事実は，Cdc42の活性がセプチンの集積の上流においてはたらき，かつ，セプチンの集積に必要である，という説を支持した．さらに，セプチンの集積には必ずCdc42の活性の低下をともなうという観察は，セプチンがなんらかの経路によりCdc42活性を抑制する機能をはたしている可能性を示唆した．詳細な機構がどんなものであるにせよ，追跡現象においてくり返しCdc42クラスターの形成が生じたことから，セプチンに依存的なCdc42活性の抑制は局所的なものであり，サイクリン依存性キナーゼによるリン酸化というようなグローバルな制御によるものではないと考えられた．

2．Cdc42のエフェクターを介したセプチンの集積およびセプチンを介した負のフィードバックにおける数理モデルの構築

　生細胞イメージングと並行して，Cdc42により制御されるセプチンリングの形成を説明する数理モデルの構築を試みた．Cdc42によるセプチンリングの形成制御に関して，Cdc42のエフェクターであるGic1およびGic2が出芽の予定位置へのセプチンのリクルートに関与していることが報告されていた．当初は，エクスポーチン様の機構によりセプチンのリクルートが生じるという仮説にもとづいたモデルの構築を行った．すなわち，Gic1あるいはGic2が細胞質からCdc42クラスターへとリクルートされ，ここでCdc42による活性化をうけて細胞質からセプチンをリクルートする，というものである．シミュレーションの結果，このモデルは幅広いパラメーターのもとセプチンリングの形成を再現するものの，実験の結果とは決定的な不一致がみられた．つまり，このモデルではセプチンリングはつねにCdc42クラスター全体をとりかこむかたち（直径は約4μm）で形成されたのに対し，実際の細胞ではセプチンはまずCdc42クラスターの中心に集積し，最終的に直径が約1μmのセプチンリングへと変化したのである．この結果は，このモデルが不正確であることを意味し，その再検討を要した．
　哺乳類において，セプチンはCdc42のエフェクターであるBorg1およびBorg3により制御されている7)．この系においては，Cdc42はBorg1あるいはBorg3とセプチンとの相互作用を阻害する方向にはたらく．つまり，Borg1あるいはBorg3はCdc42の非存在下においてセプチンと結合しCdc42の存在下においてセプチンを放出する，というインポーチン様の機構により機能する．そこで，モデルにこのインポーチン様の機構を取り入れた．シミュレーションの結果，このモデルではセプチンはキャップ状の構造をとり集積し，セプチンリングの形成は再現されなかった．つづいて，latrunculin Aの存在下において追跡現象の再現が可能かどうかを調べるため，このモデルに対し，セプチンを介した負のフィードバックを導入した．セプチンを介したCdc42活性の抑制機構については，セプチンの集積によりCdc42が空間的に排除されるという受動的な経路と，セプチンがCdc42のGAP（GTPase-activating protein，GTPase活性化タンパク質）をリクルートし活性型であるGTP結合型Cdc42を不活性型であるGDP結合型Cdc42に変換するという積極的な経路とが想定された．シミュレーションの結果，受動的な経路のみでは実験結果は再現されず，Cdc42 GAPの導入により追跡現象が再現された．この段階において，セプチンリングの形成は再現できていなかったものの，それ以前のステップであるCdc42クラスターの形成→セプチンの集積→Cdc42活性の抑制，および，latrunculin Aの存在下における追跡現象が，セプチンを介したCdc42 GAPに依存的な負のフィードバックにより説明できる可能性が示された．

3．Cdc42活性に対する負のフィードバックにはセプチンとCdc42 GAPの両方が必要である

　実際の細胞においてセプチンを介した負のフィードバックが存在するかどうかを確認するため，温度感受性のセプチン変異株を用いて出芽の予定位置におけるCdc42の動態を調べた．予想どおり，非許容温度においては出芽の予定位置にセプチンは検出されず，温度感受性セプチン変異株はフィラメント様の成長を示し，その先端において高いCdc42活性が観察された．このフィラメント様の成長の開始のとき，Cdc42の活性は低下せず単調に上昇した．これらの結果は，出芽の予定位置においてCdc42活性を抑制する負のフィードバックは，セプチンに依存的なものであることを示した．Cdc42 GAPがこの負のフィードバックの機構に関与しているかどうかを確認するため，GAP欠失変異株におけるCdc42の活性を定量的に比較した．その結果，実験したすべての変異株において，出芽のときの相対的なCdc42活性の低下の幅は，野生型株よりも小さいことがわかった．これらの結果から，セプチンとCdc42 GAPの両方がCdc42活性に対する負のフィードバックに必要であると結論づけた．

4．エキソサイトーシスを考慮した数理モデルの構築

　出芽の予定位置においてCdc42活性を負に制御する，セプチンおよびCdc42 GAPに依存的な負のフィードバックの存在は明らかになったものの，依然としてセプチンリングの形成機構，つまり，セプチンキャップからセプチンリングへの変化の機構は説明できていなかった．そこで，latrunculin Aの存在において追跡現象を示さず最終的にセプチンリングを形成した細胞について，その挙動を細かく調べた．その結果，Cdc42クラスターの位置に集積したセプチンキャップが，そののち，中央部におけるセプチンの密度が部分的に低下することによりリング状の構造へと変化していくのが観察された．セプチンキャップの中央部においてセプチンの局所濃度を低下させているものは何か？　Cdc42活性のピークの位置がセプチン密度のピークの位置とよく一致していることに注目した．Cdc42はそのエフェクターであるSec3やExo70を介しエキソサイトーシスを正に制御している8)．Cdc42活性のピークの位置，すなわち，Cdc42クラスターの中央部は，エキソサイトーシスにより細胞膜の供給を生じる可能性がもっとも高い位置である．この新しい細胞膜の供給が，セプチンリングの形成と出芽の両方にかかわっている可能性を考えた．エキソサイトーシスにより生じる“新しい”細胞膜の成分が“古い”細胞膜の成分を物理的に外側に押しやるというはたらきが，セプチンキャップからセプチンリングへの変化の原動力になっているのではないかと考えたのである．このとき，拡散性の低い高密度のセプチン重合体は，リン脂質に結合したまま古い細胞膜とともに物理的に押しやられるだろう．新しい細胞膜の成分の供給が連続的に起こることにより，Cdc42クラスターの中央部にセプチン密度の低い領域を生じると同時に，その辺縁部ではセプチンの密度が上昇し，結果として，リング状の構造が形成されると考えた．

　エキソサイトーシスによるセプチンリングの形成という仮説を検証するため，新たに球状の細胞においてエキソサイトーシスのシミュレーションを行うためのモデリングフレームワークを開発した．このフレームにおいては，Cdc42の活性により上昇しセプチンにより低下する確率分布にしたがって分泌小胞は細胞膜に挿入されるものと仮定した．シミュレーションの結果，セプチンキャップからセプチンリングへの変化が再現された．さらに，このエキソサイトーシスを導入したモデルは，セプチンリングの形成ののち，Cdc42の活性はセプチンリングの内側に限定されるという，出芽にともなうCdc42活性の位置の変化も再現した．

5．セプチンリングの形成にはエキソサイトーシスが必要である

　この仮説を直接的に検証するため，蛍光タンパク質により標識したExo84をプローブとして，セプチンリングの形成におけるエキソサイトーシス活性の動態を観察した．Exo84はexocyst複合体のサブユニットのひとつで，分泌小胞にのみ存在することがすでに知られている9)．その結果，細胞質分裂ののち，出芽の予定位置にExo84が現われた．このとき，セプチンはもとの細胞分裂の位置から出芽の予定位置へと，まず不定形のかたまりとしてリクルートされ，そののち，Exo84をとりかこむようにリングを形成した．分泌小胞の輸送および細胞膜におけるテザリングに機能不全を生じることが知られている温度感受性変異株において同様の観察を行ったところ，約50％の細胞について，セプチンは出芽の予定位置に集積したものの，リングを形成しなかった．また，約40％の細胞では，セプチンリングの一時的な形成とその再閉塞が観察された．セプチンリングの再閉塞とExo84のシグナル強度とのあいだには負の相関がみられた．以上の結果は，セプチンリングの形成にはエキソサイトーシスが必要であり（図1a），いったんセプチンリングが形成されたのちであっても，リング状の構造を維持するためには分泌小胞の連続的な供給が必要であることを示した．

おわりに

　この論文において，筆者らは，生細胞イメージング法と数理モデルとを組み合わせることにより，Cdc42により制御されたセプチンリングの形成機構の解明を試みた．その結果，セプチンがCdc42 GAPをリクルートすることによりCdc42の活性を抑制するという負のフィードバックを見い出した．また，セプチンキャップからセプチンリングへの変化にはエキソサイトーシスが必要であることを明らかにした．またこのとき，Cdc42の活性はセプチンリングの内側の領域に限定されることも示された．すなわち，Cdc42，セプチン，エキソサイトーシスの三者の相互作用（図1b）により拡散の障壁としてのセプチンリングが形成されることで，細胞膜の領域が2つに分割され母細胞および娘細胞のそれぞれのアイデンティティが確立し分かれる，という基本的な機構が明らかにされた（図2）．

　現段階において，筆者らのモデルはもっとも重要な特性のみを説明するものであり，本質的に不完全である．Cdc42以外の低分子量Gタンパク質，細胞壁およびその制御タンパク質など，考慮されなかったほかの多数の因子も娘細胞のアイデンティティの確立に関与していると考えられる．また，この論文で明らかにされた分子機構は，非対称な細胞分裂の機構のうちのひとつにすぎない．線毛や精子の尾部の形成など，セプチンリングが関与するとみられるほかの非対称な系においても同様の分子機構が機能しているのか，将来の研究が待たれる．
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〈図説明〉

図1　Cdc42，セプチン，エキソサイトーシスによるセプチンリングの形成と出芽
（a）セプチンリングの形成と出芽の過程．

（b）Cdc42，セプチン，エキソサイトーシスの三者の相互作用．
図2　出芽酵母における娘細胞のアイデンティティの確立

GAP：GTPase-activating protein（GTPase活性化タンパク質），GEF：guanine nucleotide exchange factor（グアニンヌクレオチド交換因子）．
