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は じ め に

神経細胞 は,1つ の細胞体に放射状にのびた樹状突

起 と軸索からなる特徴的な構造を有 している.神 経細

胞では,樹 状突起で受け取った刺激は電気刺激 として

軸索中を伝導する.神 経細胞か ら神経細胞へ,あ るい

は筋細胞 などの効果器への刺激伝達は軸索末端にある

シナプスを介 して次のような機構で行なわれる.前 シ

ナプスには神経伝達物質を含んだ多数のシナプス小胞

があ り,電 気刺激が前シナプスに到達すると電位依存

性Ca2+チ ャンネルが開口して細胞内Ca2+濃 度が上昇

し,シ ナプス小胞が細胞膜 と融合(エ キソサイ トーシ

ス)し て小胞中の神経伝達物質がシナプス間隙に放出

される.細 胞膜 に融合 したシナプス小胞の膜は,主 に

クラス リン依存性 エ ン ドサ イ トーシス によって回収 さ

れて新 しい小胞 にな り,そ の小胞 中 に神 経伝達物質 が

充填 され て再 びシナ プス小胞 となる.シ ナ プス機能 を

維持す るためには,こ のエ ン ドサ イ トー シス に よる シ

ナ プス小胞膜 回収機構 が正常 にはた ら くこ とが重要 で

あ ると考 え られる.

クラス リン依存性 エ ン ドサ イ トー シス は,図1に 示

す ように4つ の過程 によ り行 われてい る.被 覆 ピッ ト

の 形成 に は被 覆 構 成 タ ンパ ク質(clathrin,AP-2,

AP180な どのcoat components)と クラス リン被 覆周

辺に存在するタンパ ク質群 (dynamin, amphiphysin,

synaptoJanin, epsin, endophilin, cargoな ど の

accessory  factors) が 関与 し,そ れ らはタ ンパ ク質 ―

タ ンパ ク質問,あ るいは タンパ ク質 ―細胞膜 間で複雑

に相互作用1)し ている.

この複雑 なエ ン ドサ イ トー シスの分子作用機 序 を解

明す るため には,単 純化 した無細 胞実験系 や培 養細 胞

実験系 が有 用で ある と考 え られ る.タ ンパ ク質-タ ン
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図1 神経 シナ プス に おけ る ク ラス リン依存 性 エ ン ドサ イ トー

シス

エ ン ドサ イ トー シスは ,1)被 覆 構 成 タンパ ク質 の細 胞膜 へ の

リク ルー ト,2)被 覆 ピ ッ ト形 成,3)被 覆 ピッ ト切 断 に よ る

小胞 形 成,4)被 覆 の 脱離 の4つ の過 程 で行 なわ れて い る.(文

献1よ り改 変)

バ ク質相互作 用 に関 しては ,近 年 しだい に明 らかに さ

れつつ あるが,エ ン ドサ イ トー シス機能 タ ンパ ク質-

細胞膜脂 質の分子相互作用機 序 に関 しては不 明な点が

多い.本 稿 では,我 々が最近確 立 した 人工脂 質膜(リ

ボ ソーム)を 用 いたエ ン ドサ イ トーシス再構築実験系2)

お よびこの実験系 を応用 して得 られ たご く最近 の研 究

成果 をい くつか紹介す る.

リボソームからの小胞形成

神経 シナプス にお けるエ ン ドサ イ トーシスの分子機

構 をin vitroで 解析 しよ うとの発想 か ら,我 々は脳細

胞質 タンパ ク質 と リボ ソーム とを反応 させ て小胞形 成

を行 ない,生 成 した小胞の大 きさ(定 性)と 量(定 量)

を測 定す る ことを試 み た(図2).小 胞の定性 ・定量

には,従 来 の電 子顕微鏡 に よる測定の他 に光散乱 測定

法 を新た に導入 した.ま ず,そ の測定 原理31に ついて

解説する.

1.　静 的光散乱(SLS)法 と動的光散乱(DLS)法

脂 質膜 か らのin vitro小 胞形 成解析 法 と して,電 子

顕微鏡 と小胞 コー トタンパ ク質の生化学的測定 を併用す

る方法,あ るいは静的光散乱 (static light scattering,

SLS)法 を用い る方法4,5)が 知 られてい る.SLS法 の

測定原理 は,粒 子 の大 きさに よって散乱光強度が異 な

る ことに基づいて いる.SLS法 は,散 乱 光強度変化 を

図2　 リボ ソーム を用い たエ ン ドサ イ トー シス再構 築 モ デ ル

人工 脂 質膜(liposome)と 脳細 胞 質 タンパ ク質(cytosol)と を,

ヌ クレオ チ ド存 在下 で 反応 させ て(右),シ ナプ ス小胞 リサ イク

ルの膜 回収過 程(左)を 再構 築 す る.

瞬 時に測 定す るこ とがで きるので,小 胞形 成の経時的

変 化 を観察 す るため には有用 な手段 であ る.し か し,

大小様 々な粒子が混在す る試 料中の各粒子 の大 きさや

量 を測定す ることは困難であ る.

一方
,様 々 な粒子が混在 してい る溶液 中では,粒 子

はその大 きさに依存 してブ ラウン運動 を してい る.そ

のため,入 射光(レ ーザー光)に 対する ドプラー効果が

異 な り,混 在粒 子状 態 の違 いが 反射光(散 乱 光)の

「ゆ ら ぎ」 の 違 い と して 観 察 され る.動 的 光 散 乱

(dynamic  light  scattering, DLS) 法 は,こ の原理 に基

つ いて 「ゆ ら ぎ」散乱光 を測定 し,溶 液 中に混在 して

いる様 々な粒子の大 きさ(直 径)と 各径 の粒 子が 占め

る数お よび重量の度数分布 を求め るこ とがで きる方法

である.図3にSLS法 とDLS法 の原理の違い を示 した.

我 々は,こ のDLS法 をin vitro実 験系(図2)に 適

用 して,反 応液中 に混在 する残 存大型 リボ ソー ム と生

成 した小胞 の直径(定 性),各 粒 子 にお ける数 お よび

重量 の度数分布(定 量)を 測定 した.小 胞形 成の反応

条件 と結果 について次 に述べ る.

2.脳 細胞 質 タンパ ク質 による リボ ソームか らの小胞

形成

まず,脳 抽 出脂 質 (Folch fraction type I) /cholesterol

(80:20%,w/w) の組成で大型単層 リボ ソーム (large

unilammelar  liposorne, 直 径1,545±175nm)
6) を作製 し
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図3　 静 的光 散乱 法 と動 的光散 乱法 の測 定 原理 図

静 的光 散舌L(SLS)法(左):大 きい粒 子 に比 べ て小 さい粒 子

は散 乱 光 強度 が弱 くな る.粒 子径 の経 時 的 変化 を測定 す る の に

適 して い る.動 的光 散 乱(DLS)法(右):溶 液 中 の粒 子 は大

きさ に応 じた ブラ ウ ン運 動(ギ ザ ギ ザ線)を して い る.し たが

っ て,運 動 してい る粒 子 に光(入 射 光 波長 λ0)を 当て る と,ド

プ ラ ー効 果 に よって 反射 光 波 長(λ1,λ2)が 異 な り,散 乱 光

に`ゆ ら ぎ(fluctulation)'が 生 じる.DLS法 は,大 小粒 子混 在

溶液 中 の粒子 径 お よび量 を測 定す る の に適 してい る.(文 献3よ

り改 変)

た.本 実験系 で は,リ ボ ソームの 出来如何が大 き く結

果 を左右す る.次 に,こ の リボ ソー ム と牛脳 か ら部分

精製 した細胞 質 タンパ ク質 とを細胞 質緩衝液 中,ATP

お よびGTP存 在下で37℃15分 間反応 させ た.反 応液 を

DLS法 で測定 した結果(図4A),大 型単層 リボソー ム

(直径1,545±175nm)か ら小胞(直 径57±14nm)が 形

成 され,残 存 リボ ソーム(直 径1,082±203nm)は 小 さ

くなっている ことが明 らか にな った.小 胞 の 占める積

算重量 度数が40%で あった ことか ら,元 の リボ ソー ム

重量の40%分 が小胞形 成 に使われ た と定量 された.ま

た,反 応液 をSephadex G-50ド ラ イカ ラムで処理 して

細胞質 タンパ ク質(顕 微鏡観 察の妨害)を 除去 し,電

子顕微鏡 で観 察 した結果(図4B),小 胞 が確認 された.

さ らに,脂 質膜 の蛍光 ラベ ル試 薬1,6-diphenyl-1,3,5-

hexatrieneを 用 いて,こ の小 胞が脂 質膜小 胞2)で あ る

ことも確 かめ られた.

3.リ ボ ソームか らの小胞形成 は ダイナ ミン依存性 で

ある

シナ プス小胞膜 回収 の クラス リン依存性エ ン ドサ イ

トー シスで は,amphiphysinとdynamin 1(神 経 シナ

プス に存在す る アイソフ ォーム)と の相互作 用に よっ

A a

b

B

図4　 脳細 胞 質 タンパ ク質 に よる リボ ソームか らの小胞 形 成

A:DLS測 定.B:酢 酸 ウラ ンで ネ ガ テ ィブ染 色 した電 子 顕 微

鏡 像.大 型 単 層 リボ ソ ー ム(a)と 脳 細 胞 質 タ ンパ ク質 と を,

ATP,GTP存 在下 で 反応 させ る と小胞 形 成(b)が お こる.(文

献2よ り改 変)

て,ク ラ ス リ ン被 覆 ピ ッ トの 切 断(fission過 程)が 起

こ る と考 え ら れ て い る.

図5に 示 す よ う に,dynamin1は 分 子 量100kDaの タ

ンパ ク 質 で,N末 端 側 にGTPase活 性domainを 有 し,

被 覆 ピ ッ ト頸 部 に 重 合 し て ピ ッ ト切 断 を 引 き 起 こ す5,

7,8)と 考 え ら れ て い る
.そ の 作 用 機 序 に つ い て は 未 だ

明 ら か で は な い が,GTPase作 用 に よ っ てdynaminの

コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン変 化 が お こ るmechanoenzyme説4,

7,9)と
,GTP結 合dynaminが 未 知 のdownstream

effectorを 活 性 化 す る と い う 説10,11)が あ る.Dynalmin

はGTPase活 性domainの 他 に も,細 胞 膜 のphospha-

tidylinositol 4,5-bisphosphate [PtdIns(4,5)P2]と結合

す るpleckstrin  homology (PH)domain やGTPase 活性
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図5  Dvnamin 1 お よ びamphiphysin 1 のdomain構 造

調 節domain (GRD), C末 端側には amphiphysin の

Srchomology  3(SH3) domain と結合する proline  rich

domain (PRD) の存在が知 られている.

一 方
,amphiphysinは ク ラ ス リ ン 依 存 性 エ ン ドサ イ

トー シ ス に お い て リ ン カ ー タ ン パ ク 質121と し て 機 能 し

て い る.脳 シ ナ プ ス で はamphiphysin 1及 び2の ホ モ

あ る い は ヘ テ ロ 二 量 体 で 存 在 し て い る.Amphiphysin

のN末 端側にはBAR (BIN/amphiphysin/Rvs) domain

が あ り,二 量 体 形 成 に 関 与 し て い る.最 近,BAR

domainの 結 晶 構 造 解 析 が な さ れ,こ のdomainが ク ラ

ス リ ン 被 覆 ピ ッ ト頚 部 脂 質 膜 二 重 層 の"curvature

sensor"と して 機 能 す る こ と が 報 告13)さ れ た.中 央 部

に1よproline-rich (PR) reglon やAP-2/clathrin と結合

す るdolmainが 存 在 し,C末 端 側 に は dynamin  1や

Synaptojanin 1 のPRD と結合するSH3  domain があ

る.ま た,SH3  domain とPR region のamphiphysin

分子内結合が作用発現 の調節 を している との報告14)も

あ る.

Dynamin 1 とarnphiphysin をin vitro で反応させる

と,両 者 は共重合 して リング状 構造物 を形成 する.こ

の構造物 は,被 覆 ピッ ト頸部 に形成 される重合構 造物

と 類 似 御 し て い る.ま た, amphiphysin  1の SH3

domainを シ ナ プ ス に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン して,

dynaminl とamphiphysin 1 の結合が起 こらない よう

にする と,シ ナプス小 胞形成が阻害15)さ れ るこ とか ら

も,fission過 程 に お け る dynamin-amphiphysin 相互作

用の重要性が示 されている.

大型単 層 リボ ソー ムか らの小胞形成反応 にdynamin

1が 必 要 か ど うか を調 べ る た め に,免 疫 沈 降 法 で

dynamin 1を 除い た脳細胞 質 タンパ ク質 と未処理の細

胞 質 タンパ ク質 とを用い て小胞形 成能 を比較 した.そ

の結果,除 去 した細胞質 タ ンパ ク質では,小 胞形成 が

著 しく減 少 しコン トロールの20%と なった.

さらに,GTPが 小胞形 成反応 に必要 か どうか を調べ

るため に,ヌ ク レオチ ドを加 えないで反応 を行 なった

結果,小 胞形成 はほ とん ど起 こ らなか った.こ れ らの

ことか ら,本 実験系 による小胞形成反応 はGTP(お よ

びATP)を 要求す るダイナ ミン依存性2)の ものであ る

と考 え られる.

4.小 胞形成 はPtdIns(4,5)P2で 増加す る

細胞 膜 は流動性 のあ る リン脂 質二 重層で構 成 され て

お り,細 胞外側 と細 胞質側で は リン脂質組成 が異 なっ

てい る.ク ラス リン依存性エ ン ドサ イ トーシス による

シナプス小胞膜 回収の初期過程 では,図2に 示 した よ

うに,clathrin,AP-2,AP180と いった被覆構成 タンパ

ク質が,直 接 あ るい は高度 の制御 を受 けなが らアクテ

ィブゾー ンを取 り巻 く"endocytic hot spot"へ 集 まる

こ と8.16)が知 られてい る.こ の初期 過程が 時間的,空

間的 に どの ように して制御 されてい るかは未だ不明 な

点が多い.

初期過程 において,エ ン ドサ イ トーシス機 能 タ ンパ

ク質 と細胞 質側 リ ン脂 質,特 に負 電荷 を持 つPtdIns

(4,5)P2と の相互作用が重 要 と考え られている(図1参

照).例 えば,被 覆構 成 タンパ ク質であ るAP-2の 構成

サ ブユニ ッ トαやμ2,周 辺 タンパ ク質であるepsinの

epsin  N-terminal  homology  domain, dynamin のPH

domainな どがPtdlns(4,5)P2と 直接結 合す る こと1,17)

が知 られてい る.す なわち,エ ン ドサ イ トー シス機 能

タ ンパ ク質 に 対 す る細 胞 質 側 脂 質 膜 の 足 場 と して

PtdIns(4,5)P2が 機 能 している と考 えられ る.

人工 脂質膜で ある リボ ソー ムは,比 較 的 自由にその

脂質組成,脂 質濃度 を選択 して作製す ることがで きる.

脳抽出脂質として得 られる Folch  fraction  type I には

phosphatidylserine(PS)が 重 量 比 で 約40～50%含 ま れ

て い る.細 胞 質 側 の 膜 リ ン脂 質 組 成 を模 してcholesterol/

PS/phosphatidylethanolamine (20:40: 34～40%,

w/w)に イノシ トールリン脂 質であるPtdIns(4,5)P2を

0～6%加 えて大 型単層 リボ ソーム を作製 し,上 述 の

実験系 で反応 させてDLS法 で小胞形成 を測定 した結果

(図6),PtdIns(4,5)P2の 添 加量 に相応 して小胞 形成

量の増 加が観察 された.し か しなが ら,PtdIns(4,5)P2

の代謝 産物 であるPtdIns(4)PやPtdInsを 添加 して も小

胞生成量は変化 しなかった.

これ らの ことか ら,本 実験 系 はエ ン ドサイ トーシス

における脂質の作用 を知 る手段 に も適 してい る と考 え
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図6　 イノシトールリン脂質による小胞形成量変化

phosphatidylinositol  4,5/bisphosphate [PtdIns(4,5)P2]を添加

した リ ボ ソー ム を用 い る と小胞 形 成量 は増加 す るが, phospha-

tidylinositol 4-phosphate [PtdIns(4)P]やphosphatidylinositol

(PtdIns)の 添加 で は形成 量 変化 はみ られ な い.(文 献2よ り改

変)

られ る.

リボソームを用いたイノシ トール リン脂質代謝研究

ク ラス リン依存性 エ ン ドサ イ トーシス におい て,細

胞質側膜 リ ン脂 質 と して数%存 在 す るPtdIns(4,5)P2

は機 能 タンパ ク質集積 の足 場 として重 要であ るが,そ

の役割 を終 えた後 の被 覆離脱段 階ではむ しろ分解 され

る必 要があ る と考 え られ る.し たがって,シ ナプス小

胞 膜 のexo-endocytotic cycling で は, PtdIns (4,5)P2の

合 成 と分解 が綿 密 に制御 され てい る可 能 性 が あ る.

PtdIns(4,5)P2の 分解 は,シ ナプスに存在す るsynap-

tojanin 1に よ っ て 行 な わ れ る. 実 際, synaptojanin 1

遺伝子 の ノ ックアウ トマ ウスで はPtdIns(4,5)P2レ ベ

ルの増加 が み られ,シ ナ プス におけ るクラス リン被覆

小胞 の蓄積 を起 こす ことが報告18)さ れてい る.

リボ ソームを用 い る実験系 の もう一つの利点 は,脂

質 の抽 出 ・分析 が容易 なこ とであ り,エ ン ドサ イ トー

シス にお ける リン脂 質代 謝 の研究 に も適 してい る と考

え られる.リ ボ ソーム を用 いて我 々が行 なったPtdIns

(4,5)P2代 謝の研究成果 を次 に紹介 する.

1.リ ン脂質の抽 出 ・分析法

細胞膜や リボソームからの脂質抽出は chloroform/

methanol混 合 液で容易 に行 える.リ ン脂 質の分析 は,

様々な展開溶媒 を用いて high  performance  thin-layer

chromatography (HPTLC) によって分析 す る方法19)

が確 立 され てい る.ま た,展 開後 のTLC板 にRyu-

MacCoss試 薬20)を 噴霧す る とリン脂 質のみが青色 スポ

ッ トと して観察 される ことか ら,他 の脂 質が混 ざって

いる抽 出試料で も,リ ン脂 質のみ を可視化 す るこ とが

可能 である.

PtdIns(4,5)P2や その代謝産物な どのイノシ トール リ

ン脂 質の分析 では, 1%potassium  oxalate/methanol

で前処理 したシリカゲルTLC板 を用いて, chloroform/

methanol/4M  ammonlum 混合液 (45:35: 10, v/v)

で展 開 し,Ryu-MacCoss試 薬で可視化す ることが可能2)

で ある.こ の実験系 に アイ ソ トー プ ラベ ル した脂 質,

例 えば[3H]-や[32P]-PtdIns(4,5)P2な どを用いること

によって,測 定感度 を大 幅に改善す ることもで きる.

High-performance  liquid  chromatography (HPLC)

も リン脂 質 の分析 に用 い られて いる.し か しなが ら,

イノシ トール リン脂 質の分析 に関 して言 えば,前 処理

と して,ア シル基(脂 肪 酸側鎖)を 加水 分解 に よって

切 断(deacylation)し てか らHPLCを 行 なうのが一般

的であ る.最 近,我 々 は前処理す る ことな く, PtdIns

(4,5)P2や そ の 代 謝 産 物 で あ るPtdIns(4)P, PtdIns を

同時 にHPLCで 測 定する方法2)を 確 立 した.

エ ン ドサ イ トーシス におけ るPtdIns(4,5)P2代 謝 の

意義 を知 る目的 で,PtdIns(4,5)P2の 分解 と小胞形成

の関係 を調べ た結果 を次 に述べ る.

2.PtdIns(4,5)P2分 解 は小 胞形成 の初期段 階 で も起

こる

脳細胞質 タンパ ク質 と6%PtdIns(4,5)P2含 有大型

単層 リポソーム とを,GTPお よびATP存 在下 で37℃

15分 間反応 させ た後, chloroform/methanol で脂質を

抽 出 し,HPTLCお よびHPLCで 脂質分析 した.そ の

結果(図7),PtdIns(4,5)P2は 分解 されてPtdIns(4)P

お よびPtdInsが 生成 してい た.

さ らに,小 胞 形成 と脂質代謝 との関係 を明 らか にす

る 目的で,[3H]-PtdIns(4,5)P2を 含 む大型単層 リポ ソ

ーム と脳細胞 質 タンパ ク質 とを反応 させ て
,小 胞形成

量 とPtdIns(4,5)P2分 解 の経 時的変化 を調べ た.そ の

結果(図8),驚 いた こ とに,小 胞 形成 の初期段 階で

PtdIns(4,5)P2の 分解 がす でに進行 してい るこ とが明

らか となった.

以上の ことか ら,DLS法 と脂質分析法 を併用 する こ
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A

B

C

図7　 HPLCに よ るPtdIns(4,5)P2分 解 の 測 定

A:イ ノシ トー ル リン脂 質 標 準 品.B:反 応 前 の リボ ソー ム.C:反

応 後 の 脂 質 抽 出 試 料.脳 細 胞 質 タ ンパ ク質 と6%PtdIns(4,5)P2含

有 リ ボ ソ ー ム を,ATPお よ びGTP存 在 下 で 反 応 させ た 後 に 脂 質

抽 出 し,HPLCを 行 な った.分 析 条 件:カ ラ ム,Tosoh TSKgel

Silica-60(4.6×250mm);溶 出 液,hexane/2-propanol/85%

phosphate(850:145:5,v/v/v);流 速,1ml/min.(文 献2よ

り改 変)

とによって,小 胞形成 と膜脂質代謝の関連 を知 るツー

ルとしても本実験系は有用であると考える.

本実験系の応用

最後に,エ ン ドサイ トーシス機能 タンパク質一細胞

膜 リン脂質相互作用解析の一貫 として本実験系を応用

したご く最近の研究成果を紹介する.詳 細 については

各論文を参照されたい.

A

B

C

図8　 小 胞形 成 とPtdIns(4,5)P2分 解 の経 時 的比較

脳細 胞 質 タ ンパ ク質 と[3H]PtdIns(4,5)P2含 有 リボ ソー ム とを

各 時 間反 応 させ た後 に脂 質 抽 出試 料 を作 製 し,HPTLCで 定 性

(A)し,BAS2000で 定量(B)し た.C:各 反応 時 間 にお け る

小胞 形 成量 をDLS法 で測定 した.PtdIns(4,5)P2分 解 が小胞 形

成 の初期 段 階で も起 こってい る.(文 献2よ り改変)

1.　 精 製 タ ン パ ク質 に よ る 小 胞 形 成 能 の 解 析

神 経 シ ナ プ ス刺 激 に よ っ て,dynamin1お よ びamphi-

physinは 脱 リ ン酸 化21,22)さ れ る こ と か ら,こ れ ら の タ

ン パ ク 質 は リ ン酸 化 一 脱 リ ン 酸 化 に よ っ て 機 能 制 御 さ

れ て い る と考 え ら れ て い る.最 近,シ ナ プ ス に 高 発 現

し て い るcyclin-dependent kinase 5/p35に よ っ て

dynamin 1お よ びamphiphysin1は リ ン 酸 化23)さ れ,

calcineurin依 存 的 に 脱 リ ン 酸 化 さ れ る こ と で,細 胞 膜
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へ の リクル ー トメン トが制御 される こと23)を 明 らか に

した.こ の研 究 に本実験系 を適用 して,脱 リン酸化 型

タ ンパ ク質 は リボ ソーム か らの小胞 形 成 能 を有 す る

が,リ ン酸化型 タンパ ク質 では著 しく小胞形成 能が低

下す るこ と23)をDLS法 お よび電 子顕微 鏡観察 で明 ら

か にした.

本実験系 をamphiphysin 1ノ ックア ウ トマ ウスか ら

部分精製 した脳細 胞質 タ ンパ ク質 に も適用 し,ノ ック

ア ウ トマ ウスか ら得 た脳細胞 質 タンパ ク質 では大 型単

層 リボ ソー ムか らの小胞 形成 は起 きない が,amphi-

physin 1を 反応 液 に添加 す る と小胞形成 が回復 す る24)

ことを明 らか に した.ま た,大 型単層 リボソーム と精

製dynaminと をGTP存 在下で反応 させ る と,リ ポ ソ

ーム膜 の フラグメンテーシ ョンが起 こ り
,そ こに精 製

amphiphysin 1を 共存 させ ると,dynamin GTPase活 性

の上昇 に ともな って小胞 形成が促進 され る24)こ とを明

らか に した.さ らに,リ ボ ソーム の大 きさに よって

dynamin GTPase活 性 に対す るamphiphysin 1の 効 果

が異なる24)こ とを示 した.

これ らの実験 で は,少 量 の タンパ ク質 で小胞 形成 を

行 ない,DLS法 を用 いて重量 ではな く数度数分布で定

量す る ように改善 した.し か し,十 分量 の精製 タンパ

ク質が得 られ る時 には積算重 量度数分布 で定量 す るこ

とを薦 める.

2.リ ボソームを用 いたPtdIns(4,5)P2の 合成解析

神経 シナ プス小 胞 の リサ イクル システ ムにPtdIns

(4,5)P2の 代 謝 が重 要 で あ る こ とはす で に述 べ た.

PtdIns(4,5)P2の 生合成 はPtdInsか らPtdIns(4)Pを 経

て行 なわれ,PtdIns 4-kinaseお よびPtdIns(4)P5-

kinaseが 作用 す る.脳 神経 シナ プスには,PtdIns(4)P

5-kinase type Iγ が局在 してい ることが報告25)さ れ て

い る.

我 々 は,ADP-ribosylation factor 6(Arf6)が

Ptdlns(4)P 5-kinase Iγ に直接作用 して酵素活性 を高

め,PtdIns(4,5)P2合 成が促進26)さ れる ことを明 らか

に した.こ の研 究 で は,[γ-32P]-ATP存 在下 で,

PtdIns(4)P含 有 リボ ソーム と脳 細胞質 タンパ ク質,お

よびArf6(野 生型,活 性型,非 活性 型)と を反応 さ

せて脂 質抽 出 ・分析 を行 なった.

結 語

リボソーム を用い た無細胞 実験 系 は,エ ン ドサイ ト

ーシス機 能 タンパ ク質-膜 リン脂質分子相 互作 用機構

を研究す るため に有用 である.
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