
1 

目次 

 

1) 要旨        3 

2) 本博士論文に関する発表論文     4 

3) 謝辞        5 

4) 略語一覧       7 

5) 研究の背景と目的      8 

5)-1 AAA タンパク質 

5)-2 遺伝性痙性対麻痺 

5)-3 Spastin 

5)-4 線虫の spastin ホモログ 

5)-5 本研究の目的 

6) 実験方法       23 

6)-1 株および培地 

6)-2 プラスミド 

6)-3 大量培養によるタンパク質の発現および精製 

6)-4 ATPase 活性の測定 

6)-5 ゲルろ過クロマトグラフィー 

6)-6 In vitro における pull down assay 

6)-7 表面プラズモン共鳴 

6)-8 培養細胞における transfection 実験 

6)-9 免疫抗体染色 

6)-10 NMR 測定 

7) 実験結果       33 

7)-1 培養細胞における微小管切断活性の評価 

7)-2 SPAS-1 の特性 

7)-3 SPAS-1 の ATPase 活性 

7)-4 SPAS-1 の微小管結合領域の同定 

7)-5 SPAS-1 N 末端の構造解析 

7)-6 SPAS-1 のオリゴマー形成状態の検討 

7)-7 C 末端-helix の解析 

7)-8 Pore の保存された芳香族残基トリプトファンの解析 

7)-9 Pore 周辺の保存された塩基性残基の解析 

7)-10 Pore の塩基性残基 K257 の解析 

8) 考察        55 



2 

9) 結語        64 

10) 参考文献       65 



3 

1) 要旨 

[目的] 近年，AAA (ATPases Associated with various cellular Activities) タンパク質に起因するヒ

ト疾患が相次いで報告されている。AAA タンパク質の一つである spastin は，重篤な神経変性

疾患である遺伝性痙性対麻痺の原因因子として同定された。最近，培養細胞およびショウジ

ョウバエを用いた実験により，spastin が微小管切断活性を示すことが報告されている。しか

しながら，spastin が微小管とどのように相互作用し，その後どのようなメカニズムで微小管

を切断するかは明らかになっていない。そこで本研究では，これらを明らかにするため，線

虫の spastin ホモログである SPAS-1 の生化学的・構造生物学的解析を行った。 

 

[方法] 大腸菌を用いて発現・精製した野生型および変異型 SPAS-1 を用いて，ATPase 活性，

オリゴマー状態および基質との相互作用を解析した。また，in vivo において微小管切断活性

を評価する系を培養細胞で構築し，SPAS-1 の微小管切断の機能に重要な残基の同定を試みた。 

 

[結果] 培養細胞を用いた系により，SPAS-1 が微小管切断活性を有することを明らかにした。

そして，SPAS-1 の ATPase 活性が，tubulin あるいは微小管を添加することにより促進される

こと，SPAS-1 の N 末端領域 (microtubule binding domain: MTBD) で tubulin と直接相互作用す

ることを見出した。また，ゲル濾過クロマトグラフィーにより SPAS-1 の 6 量体形成は濃度依

存的に起こり，ATP を必要としないことを明らかにした。一方，変異体を用いた解析から， 

SPAS-1 の微小管切断活性には，リング状オリゴマーの pore に位置する保存された芳香族残

基とその周辺および pore 内部に位置する複数の塩基性残基が重要であることを明らかにした。

表面プラズモン共鳴法を用いて，SPAS-1 が酸性残基の豊富な tubulin C 末端ペプチドと特異的

に相互作用することを見出した。 

 

[考察] 今回得られた結果をもとに，spastin による微小管切断のモデルを提唱する。(1) SPAS-1

は MTBD を介して微小管と結合し，ATP 非依存的に 6 量体を形成し，(2) リング状オリゴマ

ーの pore 周辺に位置する塩基性残基により tubulin C 末端を認識し，(3) SPAS-1 の ATP 依存的

な構造変化により微小管から tubulin が外される。これらのステップが繰り返され，微小管脱

会合が起こる。 

 

[結論] ヒト spastin と SPAS-1 の相同性は高く，SPAS-1 で明らかになる機構が spastin の機能

およびヒト疾患発症機序の理解に貢献する可能性は高い。したがって，本研究で得られた結

果は，spastin 遺伝子座に変異をもつ遺伝性痙性対麻痺の病因解明，さらには治療法の開発に

も役立つものと考える。 
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4) 略語一覧 

AAA: ATPases associated with various cellular activities 

ADP: adenosine 5’-diphosphate 

ATP: adenosine 5’-triphosphate 

b: bases 

bp: base pairs 

BSA: bovine serum albumin 

CBB: Coomassie brilliant blue 

CD: circular dichroism 

DAPI: 4’, 6’-diamidino-2-phenylindole 

DTT: dithiothreitol 

EDTA: ethylenediamine-N, N, N’, N’-tetraacetic acid 

FITC: fluorescein 5-isothiocyanate  

FudR: 5-fluorodeoxyuridine 

GFP: green fluorescent protein  

HSP: hereditary spastic paraplegia 

HSQC: heteronuclear single-quantum coherence 

IPTG: isopropyl-1-thio--galactopyranoside 

NMR: nuclear magnetic resonance 

NOE: nuclear Overhauser effect 

NP-40: Nonidet P-40 

PBS: phosphate buffered saline 

PCR: polymerase chain reaction 

rpm: revolutions per minute 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis 

SRH: second region of homology 

 

アミノ酸 1 文字表記 

A = アラニン  E = グルタミン酸  Q = グルタミン 

D = アスパラギン酸 N = アスパラギン  L = ロイシン 

G = グリシン  K = リジン  S = セリン 

V = バリン  R = アルギニン  T = トレオニン 

P = プロリン  I = イソロイシン  M = メチオニン 

F = フェニルアラニン Y = チロシン  C = システイン 

W = トリプトファン H = ヒスチジン   
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5) 研究の背景と目的 

5)-1 AAA タンパク質 

AAA (ATPases associated with diverse cellular activities) タンパク質とは，よく保存された約

240 アミノ酸残基からなる ATPase ドメイン (AAA モジュール) を共通に持っており，タンパ

ク質およびその複合体の立体構造をエネルギー依存的に変換する分子シャペロンである 

(Hanson and Whiteheart, 2005; Ogura and Wilkinson, 2001)。AAA タンパク質は原核生物からヒト

に至るまで普遍的に存在し，真核細胞ではほぼ一定の数 (20 数個) 存在することが知られて

いる。図 1 に示すように，それぞれの AAA タンパク質は様々な細胞機能に関与しており，こ

れにちなんで AAA タンパク質と命名された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. AAA タンパク質の細胞機能。AAA タンパク質が関与する主な細胞機能を模式的に示す。それぞ

れの構造の相対的な大きさなどは不正確である。 

 

AAA タンパク質は，John E. Walker らにより提唱された Walker 型 ATPase に分類される 

(Walker et al., 1982)。Walker 型 ATPase は，多くのヌクレオチド結合タンパク質によく保存さ

れた二つのモチーフ Walker A モチーフ: GxxxxGKT/S (x は任意のアミノ酸) および Walker B

モチーフ: hhhhDE (h は疎水性アミノ酸) をもっている。Walker A モチーフは ATP の二つのリ

ン酸基と相互作用し ATP を捕捉する働きをもち，Walker B モチーフのアスパラギン酸残基は

ATP のおよび位のリン酸基に配位する Mg2+と相互作用し，グルタミン酸残基は ATP の加水

分解に働く水分子を活性化する (Ogura and Wilkinson, 2001)。すなわち，Walker A モチーフは

ATP の結合に，Walker B モチーフは ATP の加水分解に必要である。 

AAA タンパク質が他の ATPase と区別される点は，AAA ドメイン内の構造的特徴にある。

AAA ドメインは，Walker 型 ATPase の特徴である Walker A，B モチーフの他に，他の ATPase

には存在しない約 20 アミノ酸残基からなる SRH (second region of homology) 配列を持ってい

る。  
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また，AAA ドメインの相同性により 6 つのサブグループに分類される。26S プロテアソー

ムのサブユニット，タンパク質輸送における膜融合過程に働く因子，小胞体およびゴルジ体

の再構築に関わる因子，ペルオキシソーム形成因子，減数分裂に関連する因子，メタロプロ

テアーゼである (図 7 参照)。AAA ドメイン以外の構造により AAA タンパク質の機能の多様

性を広げているが，共通してタンパク質またはその複合体のアンフォールディング 

(unfolding)・脱会合 (disassembly)・脱凝集 (disaggregation) に関与している。したがって，AAA

タンパク質，特に AAA ドメインの機能を解明することは，AAA タンパク質の共通分子機能

の解明につながると考えられる。さらに近年，AAA タンパク質に起因するヒト疾患・実験動

物の発生異常が相次いで報告されていることから，医学的にも注目されているファミリータ

ンパク質である (表 1)。 

 

表 1 ヒト疾患・実験動物の発生異常に関わる AAA タンパク質 

Pex1p, Pex6p ヒト ペルオキシソーム病 藤木，2004 

spastin ヒト 遺伝性痙性対麻痺 (常染色体優性遺伝形式) Hazan et al., 1999 

paraplegin ヒト 遺伝性痙性対麻痺 (常染色体劣性遺伝形式) Casari et al., 1998 

p97/VCP ヒト 骨パジェット病と前頭側頭葉型認知症を 
伴う家族性封入体筋炎 

Watts et al., 2004 

BCS1L ヒト 複合体 III 欠損症 de Lonlay et al., 2001

BCS1L ヒト GRACILE 症候群 Visapää et al., 2002 

BCS1L ヒト Björnstad 症候群 Hinson et al., 2007 

fidgetin マウス fidget 変異 
(頭部，特に内耳・眼の発達異常) 

Cox et al., 2000 

p97/VCP マウス ポリグルタミン凝集体による 
神経細胞死 

Yasuda et al., 1999 

p97/VCP マウス アポトーシス Shirogane et al., 1999

MAC-1 線虫 アポトーシス (CED-4 結合) Wu et al., 1999 

ter94/VCP ショウジョウバエ ポリグルタミン凝集体による神経細胞死 Higashiyama et al., 
2002 

NSF ショウジョウバエ comatose (昏睡) Pallanck et al., 1995 

smid ショウジョウバエ Smallminded 
(中枢神経系の未発達，細胞分裂異常) 

Long et al., 1998 

 

ヒト疾患に関わるAAAタンパク質として，ペルオキシソーム形成因子であるPex1pとPex6p

はヘテロオリゴマーを形成し，ペルオキシソーム形成におけるペルオキシソームタンパク質

のインポート過程に働く Pex5p のエクスポートに関与していることが報告されている (Platta 

et al., 2005)。これらを欠損するとペルオキシソームを形成できなくなり，ヒトでは Zellweger

症候群などの遺伝病を発症することが知られている  (藤木，2004)。遺伝性痙性対麻痺 

(Hereditary spastic paraplegia: HSP) の原因因子として paraplegin と spastin の二つの AAA タン
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パク質が同定されている。Paraplegin はミトコンドリアに局在する膜結合型 AAA メタロプロ

テアーゼであり，これに変異をもつ患者筋の組織化学的解析によりミトコンドリアの呼吸機

能不全が観察され，結果として遺伝性痙性対麻痺を発症することが示唆されている (Cassari 

et al., 1998)。私たちの研究室において線虫の paraplegin ホモログの RNAi 実験を行ったところ，

ミトコンドリアの呼吸機能障害を伴う成長阻害が観察された (山田−稲川ら，未発表)。また，

内耳や眼の発達異常や行動異常を示す fidget (落ち着きのない) 変異マウスの原因因子として，

fidgetin が同定された (Cox et al., 2000)。さらに p97 に関しては，骨パジェット病と前頭側頭

葉型認知症を伴う家族性封入体筋炎の原因因子であることが報告され (Watts et al., 2004)，ま

た私たちの研究室においてもポリグルタミン凝集体を発現させた線虫において，p97/VCP ホ

モログを共発現させると凝集体が部分的に減少すること，in vitro において p97/VCP は凝集体

形成を抑制することを報告している (Nishikori et al., 2008; Yamanaka et al., 2004)。BCS1L はミ

トコンドリア内膜の複合体 III の形成に必要なタンパク質であり，複合体 III 欠損症，GRACILE

症候群，Björnstad 症候群の原因因子であることが報告されている (de Lonlay et al., 2001; 

Hinson et al., 2007; Visapää et al., 2002)。複合体 III 欠損症および Björnstad 症候群の疾患では，

変異 BCS1L タンパク質が，複合体 III の形成を妨げ，ミトコンドリア電子伝達系の活性を低

下させることが分かっている。一方，GRACILE 症候群の患者の複合体 III 活性はほぼ正常で

あることから，BCS1L タンパク質が複合体 III の会合以外にも重要な機能を有することが示

唆された。本研究課題である spastin については 5)-3 項に詳述するが，このように AAA タン

パク質は様々な重篤な疾患および発生異常に関与している。 

 

5)-2 遺伝性痙性対麻痺 

HSP は，遺伝性を有し，進行性の両下肢の痙性と筋力低下を呈し，上位運動ニューロンの

変性を主徴とする一群の疾患である。現在までに，34 以上の遺伝子座が報告されており，こ

のうち 17座については原因遺伝子が同定されている (表 2) (Crosby et al., 2002; Depienne et al., 

2007)。細胞接着分子である L1CAM 変異は，性染色体劣性遺伝形式を示す (Jouet et al., 1994)。

主に神経系で発現しており，in vitro の実験により L1CAM 相互作用が軸索のバンドリングに

影響し神経突起の伸長，軸索ガイダンスの過程に関与している可能性が示唆されている。PLP1 

(proteolipid protein 1) 変異も L1CAM 変異と同様に，性染色体劣性遺伝形式を示す (Yool et al., 

2000)。オリゴデンドロサイトの成熟において主な役割を担っており，ミエリン鞘 (随鞘)の構

造的構成成分であることも報告されていることから，軸索への異常なシグナリングが HSP の

発症に関与することが示唆されている。Atlastin は，GTPase のダイナミンファミリーに属す

る (McNiven et al., 2000)。ダイナミンはアクチンや微小管など細胞骨格と相互作用することが

知られている (Zhao et al., 2001)。また，ヒト患者で報告されている atlastin 変異は GTPase 活

性を欠損し，さらに神経細胞において atlastin を knock-down すると，軸索の形成および伸長

が阻害されることが報告されている (Zhu et al., 2006)。興味深いことに，Evans ら (2006) は，
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atlastinが spastinと相互作用し，培養細胞において spastinの局在を制御していることを示した。

NIPA1 変異は常染色体優性遺伝形式を示す (Rainier et al., 2003)。主に神経細胞で発現が見ら

れ，9 つの膜貫通ドメインをもつ膜輸送体，あるいは受容体である。ごく最近，ショウジョ

ウバエおよびヒトにおいて，NIPA1 が BMP シグナル伝達を阻害することが報告されており，

BMP シグナル伝達が軸索伸長および誘導を制御していることから，軸索の変性が疾患発症の

原因であることが示唆されている (Wang et al., 2007; Tsang et al., 2009)。KIAA0196 変異は常染

色体優性遺伝形式を示す (Valdmanis et al., 2007)。ゼブラフィッシュにおいて KIAA0196 を

knock-down すると，短く異常な分岐を示す運動ニューロンが観察されたが (Valdmanis et al., 

2007)，詳細な疾患発症メカニズムについては明らかになっていない。神経特異的キネシンで

ある KIF5A も，HSP 原因因子として同定された (Reid et al., 2002)。KIF5A は，ATP 依存的に

微小管上を移動し，積荷を輸送するキネシンスーパーファミリーに属する分子モーターであ

る。運動ニューロンに豊富に存在しており，神経系において前向性の軸索輸送にかかわって

いることが知られている。HSP を発症するすべての KIF5A の変異体は，微小管への結合能あ

るいはキネシンの運動性を欠損しており，結果として積荷の輸送効率が低下し，シナプスへ

の供給が不足することが示されている (Ebbing et al., 2008)。HSP60 は，paraplegin と同様にミ

トコンドリアに局在するシャペロン分子として同定された (Hansen et al., 2002)。Bross ら 

(2008) は，ヒト患者で報告されている HSP60 変異体が ATPase 活性および folding 活性を欠損

することを示した。Spartin については，アミノ酸配列の相同性より，atlastin や KIF5A と同じ

ように，微小管と相互作用すると考えられている (Ciccarelli et al., 2003)。一方で，NIPA1 と

同様に，BMP シグナル伝達の阻害剤として働くことも報告されている (Tsang et al., 2009)。

Maspardin 変異は常染色体劣性遺伝形式を示す (Simpson et al., 2003)。ごく最近，アルデヒド

脱水素酵素である ALDH16A1 が相互作用因子として同定されたが，HSP 発症における相互作

用の意義は明らかになっていない (Hanna and Blackstone, 2009)。REEP1 についても，ミトコ

ンドリアに局在する HSP 原因因子として同定されたが (Züchner et al., 2006)，疾患発症メカニ

ズムについては明らかになっていない。Protrudin は主に，脳，脊髄などの中枢神経系で高発

現しており，神経突起の形成に必要な因子であることが報告されている  (Shirane and 

Nakayama, 2006)。Protrudin が GDP 結合型 Rab11 と結合し，神経突起形成部位への細胞膜成分

のリサイクル輸送が促進されることから，protrudin 変異が膜輸送の異常を引き起こし，疾患

を発症すると考えられている。CYB7B1，spatacsin，seipin および sacsin については，詳細な

細胞内機能が明らかになっていないため，疾患発症メカニズムに関する知見は得られていな

い (Depienne et al., 2007)。 

以上の知見から，図 2 に示すような疾患発症機構が考えられている (Casari et al., 2001)。し

かしながら，それぞれの異常が神経変性を導くメカニズムは未だ明らかになっていない。 
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表 2 HSP の分類 

遺伝子 遺伝子座 遺伝形式 臨床型*1 タンパク質

L1CAM (SPG1) Xq28 性染色体劣性遺伝性 複合型 L1CAM 

PLP1 (SPG2) Xq28 性染色体劣性遺伝性 複合型 

(まれに純粋型) 

PLP1 

SPG3A 14q11-q21 常染色体優性遺伝性 純粋型 Atlastin 

SPG4 2p22 常染色体優性遺伝性 純粋／複合型 Spastin 

SPG5A 8q 常染色体劣性遺伝性 純粋型 CYB7B1 

SPG6 15q11.1 常染色体優性遺伝性 純粋型 NIPA1 

SPG7 16q24.3 常染色体劣性遺伝性 純粋／複合型 Paraplegin 

SPG8 8q23-q24 常染色体優性遺伝性 純粋型 KIAA0196 

SPG9 10q23.3-q24.2 常染色体優性遺伝性 複合型  

SPG10 12q13 常染色体優性遺伝性 純粋型 KIF5A 

SPG11 15q13-q15 常染色体劣性遺伝性 純粋型 Spatacsin 

SPG12 19q13 常染色体優性遺伝性 純粋型  

SPG13 2q24-q34 常染色体優性遺伝性 純粋型 HSP60 

SPG14 3q27-q28 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG15 14q22-q24 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG16 Xq11.2 性染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG17 11q12-q14 常染色体優性遺伝性 複合型 Seipin 

SPG19 9q33-q34 常染色体優性遺伝性 純粋型  

SPG20 13q12.3 常染色体劣性遺伝性 複合型 Spartin 

SPG21 15q21q22 常染色体劣性遺伝性 複合型 Maspardin 

SPG23 1q24-q32 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG24 13q14 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG25 6q23-q24.1 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG26 12p11.1-q14 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG27 10q22.1-q24.1 常染色体劣性遺伝性 純粋／複合型  

SPG28 14q21.3-q22.3 常染色体劣性遺伝性 純粋型  

SPG29 1q31.1-21.1 常染色体優性遺伝性 複合型  

SPG30 2q37.3 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPG31 2p12 常染色体優性遺伝性 純粋型 REEP1 

SPG32 14q14-q21 常染色体劣性遺伝性   

SPG33 10q24.2 常染色体優性遺伝性 純粋型 Protrudin 
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SPG35 16q21-q23 常染色体劣性遺伝性   

SPG37 8p21.1-q13.3 性染色体優性遺伝性 純粋型  

SAX1 12p13 常染色体優性遺伝性   

SAX2 17p 常染色体劣性遺伝性 複合型  

SPOAN 11q31 常染色体劣性遺伝性 複合型  

ARSACS 13q 常染色体劣性遺伝性 複合型 Sacsin 

ARSAL 2q 常染色体劣性遺伝性 複合型  

*1 臨床型は，両下肢の痙性麻痺と筋力低下を主症状とする純粋型と痙性対麻痺に加え，錐体外路症状，

精神発達遅延，小脳失調，末梢神経障害，網膜色素変性症などの神経学的異常を伴う複合型に分類さ

れる。 

*2 Depienne ら (2007) の報告以降，さらに数ヶ所の遺伝子座が追加されたが，本表では省略する。 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

図 2. 遺伝性痙性対麻痺における原因因子から神経変性に至る経路の模式図 (Casari et al., 2001 を改変)。

Spastin は微小管と相互作用し微小管ダイナミクスに関与することが報告されている。 

 

5)-3 Spastin 

ヒト疾患において，二点連鎖解析により患者の染色体を調べた結果，SPG4 は 2p22 に位置

することが明らかになり (Raskind et al., 1997)，さらに BAC clone を用いて本領域の塩基配列

を決定したところ，すでにHSPの原因因子として報告されていた paraplegin (Casari et al., 1998) 

と同じ AAA ドメインをもつ ORF の存在が明らかになった (Hazan et al., 1999)。そこで Hazan

ら (1999) は，この ORF に着目し，健常者ならびに SPG4 患者試料の塩基配列を決定した。

その結果，患者試料のみに変異が存在することを明らかにし，paraplegin と同じ AAA ドメイ

ンをもつ本 ORF が SPG4 の原因因子であることを示し，spastin と名付けた。 

Spastin 変異は常染色体優性遺伝形式を示し，HSP の患者の約 40%が spastin の遺伝子に変異
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を持つことが報告されている (Fonknechten et al., 2000)。正常なヒトおよび患者のリンパ芽球

cDNA の解析により，missense，nonsense，frameshift，splicing mutation，exon skipping など様々

な種類の変異が同定されているが，AAA ドメイン内の変異が最も多い。また，血液リンパ球

から抽出した total RNA を用いて RT-PCR を行った結果，ヒト患者では spastin の発現量が健

常者のほぼ半量になっていたことから，spastin 遺伝子に変異が起こるとタンパク質そのもの

が発現しなくなり病気が発症するハプロ不全であることが報告されている (Burger et al., 

2000)。また，近年，マウスおよびショウジョウバエの神経系において高いレベルで発現が認

められている (Charvin et al., 2003, Trotta et al., 2004)。 

 

5)-3-1 Spastin の機能 

ヒト spastin の遺伝子モデルおよびタンパク質モデルを図 3 に示す。ヒト spastin は 17 のエ

クソンからできている。616 アミノ酸残基からなり，C 末端側に AAA ドメインをもつ (図 3)。

また，N 末端側には，疎水性アミノ酸残基が豊富な疎水性ドメイン，微小管相互作用および

細胞内輸送 (Microtubule interacting and trafficking: MIT) ドメインならびに微小管結合ドメイ

ン (microtubule binding domain: MTBD) が存在する。 

 

  

  

図 3. ヒト spastin タンパク質の概略図。49-80 アミノ酸残基, 疎水性ドメイン (青); 116-194 アミノ酸残

基, MITドメイン (緑); 270-328アミノ酸残基, MTBD (水色); 342-599アミノ酸残基, AAAドメイン (赤)。 

 

Spastin についての研究の初期段階は，主にヒト培養細胞を用いた研究によって進められた。

Errico ら (2002) は，spastin が微小管切断活性を示す katanin と同じサブグループに含まれる

ことに着目した。彼女らは培養細胞においてヒト spastin を過剰発現させると，微小管が消失

するという免疫抗体染色の結果を示し，spastin の微小管切断活性を提唱した。また，N 末端

領域および AAA ドメインを欠損した spastin を導入した細胞抽出液を用いた分画実験により，

spastin の N 末端領域が微小管との相互作用に関与していることを示した。同時に，ヒト患者

由来の変異をもつ spastin を発現させると，微小管のバンドル形成が誘導されることを示し，

ヒト HSP 患者で同定された spastin 遺伝子の変異が dominant negative である可能性を示唆した 

(Errico et al., 2002)。その後，Trotta ら (2004) はショウジョウバエを用いて，RNAi により神

経系の spastin 発現を特異的にノックダウンすると，ショウジョウバエの歩行運動能力が乏し

くなること，さらにニューロン軸索末端において，微小管の集積→シナプスエリアの減少→

シナプス電流電圧振幅の増加を見出した。これらのことから，spastin 変異が微小管機能への

影響により神経伝達における欠損を導くことを提唱した。その後さらに，W. Yuら (2008) は，

ラット神経培養細胞を用いて，spastin を過剰発現させると軸索の分岐形成が促進されること



15 

を示した。このことから，spastin 変異が軸索周辺の微小管切断能の欠損を引き起こし，異常

な軸索が形成されることにより，HSP が発症すると考えられた。一方，Roll-Mecak ら (2005)，

Evans ら (2005) は，それぞれショウジョウバエ，ヒト spastin のリコンビナントタンパク質を

用いて，in vitro における微小管切断活性を示した (図 4)。ごく最近では，ATP 依存的な微小

管切断活性と ATP 非依存的なバンドル形成活性の二つの異なる活性が報告された (Salinas et 

al., 2005)。彼らは，リコンビナントタンパク質を用いて，in vitro における微小管の形態観察

および透過型電子顕微鏡 (TEM) 観察を行い，spastin 非存在下ではバンドルが形成されない

のに対し，spastin を加えるとバンドルを形成し，さらにそれが ATP 加水分解非依存的に起こ

っていることを示した。これらの結果は，Errico ら (2002) の研究において，ATPase 活性を示

さない spastin 変異体で微小管のバンドル形成が観察されたことと一致する。 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

図4. 精製したショウジョウバエspastinの微小管切断活性の可視化 (Roll-Mecak et al., 2005)。ローダミン

が付加されたtubulinを重合した微小管をtaxolで安定化し，そこへショウジョウバエのリコンビナント

GST-spastinを添加し，1 mM ATP存在下における微小管形態の経時的変化を蛍光顕微鏡により観察した 

(下図)。矢印は微小管の切断箇所を表す。左上はATP非存在下における10分後の微小管の形態，右上は

1 mM ATP存在下における2分後の微小管の形態を示す。 

 

一方，AAA タンパク質の細胞内における多様な機能は，基質やアダプタータンパク質との

相互作用部位である N 末端領域に依存することから，spastin についても N 末端領域のドメイ

ンの解析が進められている。Ciccarelli ら (2003) は，アミノ酸配列の解析により，spastin の N

末端領域 (116-194a.a.) に MIT ドメインが存在することを示した。Spastin と同じサブグルー

プに含まれ，エンドソームの輸送に関わる AAA タンパク質 SKD1 (Yoshimori et al., 2000) も

MIT ドメインをもっている。Reid ら (2005) は，spastin と相互作用する因子として，yeast 

two-hybrid 法によりエンドソームのタンパク質である CHMP1B を同定した。さらに，これら

が spastin の MIT ドメインで相互作用していることを示し，膜輸送における役割を提唱した。

-ATP 10 min +ATP 2 min

+ATP  
0 s  7 s 

20 s  40 s 

5 m 

5 m 
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しかしその後，CHMP1B を含む複数のエンドソームタンパク質で構成される ESCRT タンパ

ク質複合体が，細胞質分裂の際に現れる midbody に局在することが明らかとなり (Carlton and 

Martin-Serrano, 2007; Morita et al., 2007)，さらに Connell ら (2009) によって，spastin が MIT

ドメインを介して (おそらく CHMP1B を介して) midbody に局在し，midbody 周辺の微小管を

切断することが示された。 

一方，Errico ら (2004) により，spastin と相互作用する因子として，中心体タンパク質であ

る NA14 が同定された。彼女らは，Ciccarelli らの提唱する MIT ドメインとは異なる 49-80a.a.

領域 (疎水性ドメイン) を欠損させると，spastin は NA14 に結合しなくなり，微小管との相互

作用もなくなることを示した。他方，Roll-Mecak ら (2005) は，ショウジョウバエの spastin

を S2 細胞で発現させ免疫抗体染色を行った結果，全長 spastin が微小管および細胞質中の小

胞に局在するのに対し，疎水性ドメインを欠損させた変異 spastin はサイトゾルに拡散するこ

とを示した。しかし，疎水性ドメインを欠失させても微小管の消失が見られたことや，疎水

性ドメインを欠失するとともに AAA ドメインにも変異をもつ spastin は微小管へ局在するこ

とから，Errico ら (2004) の結果とは対照的に，微小管との相互作用には疎水性ドメインは必

要でないことを示した。 

White ら (2007) は，MIT ドメインと AAA ドメインの間の領域 (270-328 a.a.) を欠損させる

と，培養細胞における微小管切断活性が消失することを示し，この領域を微小管結合ドメイ

ン (MTBD) と命名した。さらにごく最近，spastin の相互作用因子として小胞体タンパク質

RTN1 が同定された (Mannan et al., 2006)。RTN1 は神経伝達系で特異的に発現していることか

ら，spastin 変異によるシナプス小胞輸送の異常が神経軸索変性を引き起こし，HSP を発症し

ている可能性も提唱されている。このように，N 末端領域のドメイン解析においても様々な

見解があり，正確なドメイン機能の解明には至っていない。 

以上のように，spastin に関する研究は，近年めざましく進んでいるが，その詳細な機能お

よび分子メカニズムについてはまだ不明な点が多い。 

 

5)-3-2 Spastin の構造 

最近，Roll-Mecak ら (2008) は，ショウジョウバエ spastin の AAA ドメインの立体構造を X

線結晶回折法により決定した (図 5)。他の AAA タンパク質の構造とよく似て，spastin の AAA

ドメインの中心もヌクレオチド結合ドメイン (/ nucleotide-binding domain: NBD) と四本の

helix を含むドメイン (smaller four-helix bundle domain: HBD) から成る。一方，NBD を囲むよ

うに位置している N 末端および C 末端の helix (それぞれ1，11) は，spastin に特有の構造

である。 
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図 5. ショウジョウバエ spastin の AAA ドメインの立体

構造 (Roll-Mecak and Vale, 2009)。黄緑色は NBD，緑色

はHBD，マゼンタは spastinに特有のN末端 helix / loop，

青は spastin を含むサブグループに特有の C 末端 helix を

示す。 

 

一方，N 末端については，spastin と同じサブグループに属する Vps4 の MIT ドメインの立体

構造が NMR 解析により決定された (Scott et al., 2005b, Takasu et al., 2005)。その構造は，3 本

の-helix (1 ~ 3) がバンドルを形成したものであった。その後，Stuchell-Brereton ら (2007) は

NMR 解析により，Obita ら (2007) は結晶構造解析により，Vps4 の MIT ドメインと基質であ

る CHMP1B の C 末端領域の結合状態の立体構造を明らかにした。ここでは，ごく最近 Yang

ら (2009) が明らかにした，ヒト spastin の MIT ドメインと CHMP1B の C 末端領域の結合状

態の立体構造を図 6 に示す。 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

図 6. ヒ ト spastin-CHMP1B の 立 体 構 造 

(Yang et al., 2009)。水色はspastin，橙色は

CHMP1Bを示す。 
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5)-4 線虫の spastin ホモログ 

線虫の体は卵から成虫までほぼ透明なため，微分干渉顕微鏡を用いることにより生きたま

ま細胞レベルの観察ができる。さらに筋肉，消化管，神経系など，動物の基本的な構造をす

べて持っており，全細胞系譜，神経回路網および塩基配列が同定されているため，遺伝性痙

性対麻痺のような神経変性疾患の解析に適している。また世代交代が 3 日と多細胞モデル生

物の中では最も短く，多数の個体について統計的解析ができるなどの利点もあり，疾患モデ

ル生物として確立することが出来れば，spastin 遺伝子の変異に起因する遺伝性痙性対麻痺の

病因・病態解明および治療薬・治療法の開発に最も早く到達できる。 

線虫には，図 7 に示す通り，25 種類の AAA タンパク質が同定されている。また，前述のよ

うに 6 つのサブグループに分類されている。 

C24B5.2 は 451 アミノ酸残基からなり，C 末端側に AAA ドメインをもつ構造をとっている 

(図 7)。C24B5.2はヒト spastinと最も近いところに位置づけられていることから，線虫の spastin

ホモログであると考えられ，SPAS-1 と命名された (図 8)。SPAS-1 とヒト spastin のアミノ酸

配列は，C 末端領域，特に AAA ドメインで相同性が高い (図 9)。ヒトやマウス，ショウジョ

ウバエにおいては，MIT ドメインの相同性が認められるのに対し，SPAS-1 では MIT ドメイ

ンに相当する領域の相同性が認められない (図 9)。また，MIT ドメインより前の疎水性ドメ

インを含む N 末端領域も欠失している。さらに，MTBD は生物種間でアミノ酸配列の相同性

が低い領域である。 
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図 7. 線虫の AAA タンパク質。線虫では，25 種類の AAA タンパク質が同定されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. SPAS-1 を含むサブグループの系統樹。線虫 SPAS-1 はヒト spastin と最も近いところに位置づけら

れる。 
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図 9. 各生物種における spastin ホモログのアミノ酸配列の相同性。保存性の高い残基は赤で示した。

Hs, ヒト spastin; Ms, マウス spastin; Dm, ショウジョウバエ spastin; Ce, 線虫 spastin。 
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私は，線虫 spastin ホモログ spas-1 欠失変異体 (∆spas-1 株) において，統計学的に有意な産

卵数の減少や成長遅延および卵母細胞の形成異常や多陰門といった表現型が観察されること

を示した。一方，線虫抽出液を用いて発現解析を行ったところ，SPAS-1 には時期特異的選択

的スプライシングにより，exon 4 が有るものと無いもの 2 種類の産物が存在し，exon 4 が有

るものは胚時期に特異的に発現していることを見出した (図 10)。これらの結果から，SPAS-1

は発生，特に卵母細胞形成過程において重要な役割を担っていることが示唆された 

(Matsushita-Ishiodori et al., 2007)。 

 

 

 

  

 

 

     

 

 

 

 

 

図 10. SPAS-1 の発現解析結果。A) 選択的スプライシングにより産出される二種類の spas-1 産物。B) 

Western blotting による各成長段階における SPAS-1 の発現解析結果。Mixed stage，胚時期および L3-L4

幼虫に分けて線虫を回収し，Western blotting を行った。 

 

さらに，線虫の初期胚における微小管の観察を行った結果，∆spas-1 株では中心体領域にお

いて微小管の集積が見られた (図 11)。これは，∆spas-1 株では微小管切断活性をもつ SPAS-1

を欠失しているため，微小管が切断されなくなったためであると考えられる。これら一連の

結果をまとめると，線虫においても、ヒトと同じように，spastin が微小管切断にかかわって

いる可能性が示唆された (Matsushita-Ishiodori et al., 2007)。 

SPAS-1 と同じサブグループには，微小管切断活性をもつ katanin のホモログ T01G9.5 (MEI-1)，

fidget 変異マウスの原因因子として同定された fidgetin のホモログ F32D1.1 (FIGL-1) などがあ

る (図 7)。これらは，構造的にも機能的にも多様性が見られることから「減数分裂 / その他」

に分類され，今後機能解析が期待されるサブグループである。 

 

A 

B 
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図 11. 免疫抗体染色による線虫初期胚の微小管の観察 (Matsushita-Ishiodori et al., 2007)。Anti--tubulin

抗体 (緑) を用いて，野生型および∆spas-1 株の免疫抗体染色を行った。なお，染色体は DAPI (青) に

より染色を行った。 

 

5)-5 本研究の目的 

本研究では，spastin による微小管切断の分子メカニズムに関する知見を得るため，線虫の

spastin ホモログである SPAS-1 の生化学的・構造生物学的解析を行った。具体的な検討項目を

以下に記載する。 

(1) In vivo における微小管切断活性の評価系の構築 

(2) 精製した野生型および変異型 SPAS-1 を用いた各種生化学的特性の評価 

(3) NMR 解析を用いた SPAS-1 N 末端領域の構造解析 

(4) SPAS-1 の微小管切断の機能に重要な残基の同定 
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6) 実験方法 

6)-1 株および培養 

6)-1-1 大腸菌 

本研究で使用した菌株を表 3 に示した。N 末端に His6タグが付加された産物産生の際には

BL21(DE3)株，その他においては XL1-Blue 株を用いた。 

大腸菌の培養には，基本的に L 培地 (1% bacto-tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl, pH 7.4) 

を使用した。薬剤耐性マーカーによる選択のために，必要に応じて 50 g/ml アンピシリンを

培養液に添加した。lac プロモーターとその派生プロモーターからの転写誘導のために，IPTG

を培養液に添加した。 

表 3 本研究で使用した株 

菌株 遺伝子型 

XL1-Blue hsdR17, supE44, recA1, endA1, gyrA46, thi, relA1, lac/F’ [proAB+, lacIq, 

lacZ ∆ M15::Tn10 (tetr)] 

BL21 (DE3) F-, ompT, hsdSB (rB
-mB

-), gal ( cI857, ind1, Sam7, nin5, 

lacUV5-T7gene1), dcm (DE3) 

 

6)-1-2 ヒト腎臓由来 HEK293 細胞 

ヒト腎臓由来 HEK293 細胞は吉田 哲博士 (熊本大学発生医学研究所多能性幹細胞分野) に

分与いただいた。細胞の培養には，DMEM 培地 [10% FBS (Hyclone), 2 mM L-glutamine 

(Invitrogen), 50 units/ml penicillin and 50 g/ml streptomycin (Invitrogen)] を使用した。 

 

6)-2 プラスミド 

本研究で使用したプラスミドを表 4 に示した。また，それぞれのプラスミドを作製するの

に用いたプライマーを表 5 に示した。N 末端に His6タグを付加したコンストラクトを作製す

るためのベクターpET15b，N 末端に GST タグを付加したコンストラクトを作製するためのベ

クターpGEX-6P-3 は，それぞれ Novagen 社および GE ヘルスケア バイオサイエンス社から

購入した。また，N 末端に FLAG タグを付加した培養細胞発現用コンストラクトを作製する

ためのベクターpcDNA3FLAG は吉田 哲博士 (熊本大学発生医学研究所多能性幹細胞分野) 

に分与いただいた。 
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表 4 本研究で使用した spas-1 関連プラスミド 

プラスミド 由来 特徴 出典 

pCKX1222 pBluescript II 

SK(+) 
アンピシリン耐性: yk735e10 由来 SPAS-1 cDNA 山中 

pCKX1030 pET15b アンピシリン耐性: yk479e10 由来 MEI-1 cDNA 山中 

pCKX1046 pET15b アンピシリン耐性: yk61d2 由来 FIGL-1 cDNA 山中 

pCKX1161 pET15b アンピシリン耐性: yk1312f11 由来 Vps4 cDNA 山中 

pCKX1230 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged exon4 (-) SPAS-1 発現用 山中 

pCKX1023 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged exon4 (+) SPAS-1 発現用 山中 

pCKX6036 pET15b アンピシリン耐性: K224R 変異をもつ His6-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6037 pET15b アンピシリン耐性: E278Q 変異をもつ His6-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6051 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6062 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: K224R 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6070 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: E278Q 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6065 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: FLAG-tagged MEI-1 発現用 本研究

pCKX6066 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: FLAG-tagged FIGL-1 発現用 本研究

pCKX6067 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: FLAG-tagged Vps4 発現用 本研究

pCKX6025 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 (1-210) 発現用 本研究

pCKX6033 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 (1-152) 発現用 本研究

pCKX6032 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 (1-103) 発現用 本研究

pCKX6099 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 (115-172) 発現用 本研究

pCKX6042 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: FLAG-tagged SPAS-1 ∆MIT (17-100) 発現用 本研究

pCKX6043 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: FLAG-tagged SPAS-1 ∆MTBD (115-165) 発現用 本研究

pCKX6139 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 (1-152) 発現 NMR 測定用 本研究

pCKX6124 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 (1-172) 発現 NMR 測定用 本研究

pCKX6126 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 (1-182) 発現 NMR 測定用 本研究

pCKX6111 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: FLAG-tagged SPAS-1 ∆C-term (1-432) 発現用 本研究

pCKX6146 pET15b アンピシリン耐性: His6-tagged SPAS-1 ∆C-term (1-432) 発現用 本研究

pCKX6063 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: W251A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6079 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: W251E 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6080 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: W251K 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6085 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: W251F 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6038 pET15b アンピシリン耐性: W251A 変異をもつ His6-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6077 pET15b アンピシリン耐性: W251E 変異をもつ His6-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6078 pET15b アンピシリン耐性: W251K 変異をもつ His6-tagged SPAS-1 発現用 本研究
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pCKX6081 pET15b アンピシリン耐性: W251F 変異をもつ His6-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6112 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: R176A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6113 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: K205A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6114 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: K236A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6094 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: K257A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6106 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: R260A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6107 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: R267A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6121 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: R286A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6122 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: R295A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6123 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: R296A 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6136 pGEX-6P-3 アンピシリン耐性: GST-tagged TBA-1 (428-449) 発現用 本研究

pCKX6090 pET15b アンピシリン耐性: K257A 変異をもつ His6-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6129 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: K257R 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6130 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: K257E 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6131 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性: K257Q 変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 本研究

pCKX6128 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性:  

K257A/W251A 二重変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 
本研究

pCKX6132 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性:  

K257A/R260A 二重変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 
本研究

pCKX6133 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性:  

K257A/R286A 二重変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 
本研究

pCKX6134 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性:  

K257A/R295A 二重変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 
本研究

pCKX6135 pcDNA3FLAG アンピシリン耐性:  

K257A/R296A 二重変異をもつ FLAG-tagged SPAS-1 発現用 
本研究

* 括弧内はアミノ酸の残基数を示す。 
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表 5 本研究で使用したプライマー 

プライマー 塩基配列 出典 

6051-5’ 5’-GCCCGCTAGCTTCGCCTTTTCAAAAGGTCCCG-3’ 本研究 

6051-3’ 5’-GCCCGCTAGCTTAGCAACCGAAACTTCG-3’ 本研究 

6065-5’ 5’-GCCCTCTAGAAATGGGGATGTGCAGTCAGTCATTCG-3’ 本研究 

6065-3’ 5’-GCCCTCTAGATTACATGGCACCAAAAGAGTCACACC-3’ 本研究 

6066-5’ 5’-GCCCTCTAGATATTCTCCAAAACGGGTAAAACTCAATGTGACC-3’ 本研究 

6066-3’ 5’-GCCCTCTAGATCAACGGGATATTGAAGGAGGTGG-3’ 本研究 

6067-5’ 5’-GCCCTCTAGATCGGTTCCGGCACTTCAGAAGGCC-3’ 本研究 

6067-3’ 5’-GCCCTCTAGATTATTCCTGTCCATCCTGTCCG-3’ 本研究 

6025-5’ 5’-CCAATCATATGATGTTCGCCTTTTCAAAAGGTCCCGCCGG-3’ 本研究 

6025-3’ 5’-CCAATGGATCCAGGCTGCCGAAGTCCTTTGAATAAG-3’ 本研究 

6033-3’ 5’-CCGATGGATCCTGCAGCTCGATTTACTGGATTCTGATGC-3’ 本研究 

6032-3’ 5’-CCGGCGGATCCATTACAAATTGCAATGAGTCTATCCTGAGCGC-3’ 本研究 

6099-5’ 5’-CCGGTCATATGGCTACAGTTGGACCGTCACGACC-3’ 本研究 

6099-3’ 5’-CCGATGGATCCGTTGTCAAGAACCTCGTCTAGTAAACG-3’ 本研究 

6139-5’ 5’-CCAATCATATGTTCGCCTTTTCAAAAGGTCCCGCCGG-3’ 本研究 

6139-3’ 5’-CCGATGGATCCTTATGCAGCTCGATTTACTGGATTCTGATGC-3’ 本研究 

6124-3’ 5’-CCGATGGATCCTTAGTTGTCAAGAACCTCGTC-3’ 本研究 

6126-3’ 5’-CCGATGGATCCTTATCCGGCAACATCATCCATCCG-3’ 本研究 

6111-3’ 5’-GCCCGCTAGCTTATGGTCTGATTGTGCGCAATGC-3’ 本研究 

6146-3’ 5’-CCGATGGATCCTTATGGTCTGATTGTGCGCAATGC-3’ 本研究 

6136-5’ 5’-GCCCGGATCCATGAAGGACTACGAAGAGGTCGG-3’ 本研究 

6136-3’ 5’-GCCCGCGGCCGCTTTAATACTCTTCTCCTTCC-3’ 本研究 
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pCKX6051は，SPAS-1のN末端にFLAGを融合した培養細胞発現用コンストラクトである。

pCKX1222 を鋳型として，6051-5’と 6051-3’をプライマーとして用いて PCR を行い，得られ

た PCR 産物を NheI で処理後，pcDNA3FLAG ベクターの XbaI サイトに挿入した。 

 pCKX6065，pCKX6066 および pCKX6067 は，それぞれ N 末端に FLAG を融合した MEI-1，

FIGL-1 および VPS4 のコンストラクトである。pCKX1030，pCKX1046 および pCKX1161 を鋳

型として，6065-5’と 6065-3’，6066-5’と 6066-3’および 6067-5’と 6067-3’をプライマーとして

用いて PCR を行い，XbaI 処理後，pcDNA3FLAG ベクターの XbaI サイトに挿入した。 

pCKX6036，pCKX6037，pCKX6038，pCKX6077，pCKX6078，pCKX6081 および pCKX6090

は，それぞれN末端にHis6が付加されたSPAS-1のK224R (AAA→AGA)，E278Q (GAA→CAA)，

W251A (TGG→GCG)，W251E (TGG→GAG)，W251K (TGG→AAG)，W251F (TGG→TTT) お

よび K257A (AAA→GCA) 変異体のタンパク質発現用コンストラクトである。また，

pCKX6062，pCKX6070，pCKX6063，pCKX6079，pCKX6080，pCKX6085，pCKX6112，pCKX6113，

pCKX6114，pCKX6094，pCKX6106，pCKX6107，pCKX6121，pCKX6122，pCKX6123，pCKX6129，

pCKX6130，pCKX6131，pCKX6128，pCKX6132，pCKX6133，pCKX6134 および pCKX6135

は，それぞれ N 末端に FLAG が付加された SPAS-1 の K224R (AAA→AGA)，E278Q (GAA→

CAA)，W251A (TGG→GCG)，W251E (TGG→GAG)，W251K (TGG→AAG)，W251F (TGG→

TTT)，R176A (CGG→GCG)，K205A (AAA→GCA)，K236A (AAG→GCG)，K257A (AAA→GCA)，

R260A (CGA→GCA)，R267A (CGA→GCA)，R286A (CGA→GCA)，R295A (AGA→GCA)，R296A 

(AGA→GCA)，K257R (AAA→AGA)，K257E (AAA→GAA)，K257Q (AAA→CAA)，

K257QA/W251A，K257QA/R260A，K257QA/R286A，K257QA/R295A および K257QA/R296A

変異体の発現用コンストラクトである。pCKX1230 あるいは pCKX6051 を鋳型として，それ

ぞれの変異プライマーを設計し，Stratagene 社の QuikChangeⅡXL Site-Directed Mutagenesis Kit

を用いて作製した。K257A 二重変異体は，pCKX6094 を鋳型として，それぞれもう一方の変

異プライマーを用いて再度変異の導入を繰り返した。変異が正確に導入されていることを

sequence によって確認した。 

pCKX6042 および pCKX6043 は，それぞれ N 末端に FLAG を融合した SPAS-1 ∆MIT (17-100) 

および SPAS-1 ∆MTBD (115-165) のコンストラクトである。pCKX6051 を鋳型として，それぞ

れの変異プライマーを設計し，Stratagene 社の QuikChangeⅡXL Site-Directed Mutagenesis Kit

を用いて作製した。それぞれ目的の領域が欠失していることを sequence によって確認した。 

pCKX6111 は，N 末端に FLAG を融合した SPAS-1 (1-432) のコンストラクトである。

PCKX6051 を鋳型として，6051-5’と 6111-3’をプライマーとして用いて PCR を行い，NheI 処

理後，pcDNA3FLAG ベクターの XbaI サイトに挿入した。 

pCKX6025，pCKX6033，pCKX6032，pCKX6099 および pCKX6146 は，それぞれ N 末端に

His6が付加された SPAS-1 (1-210)，SPAS-1 (1-152)，SPAS-1 (1-103)，SPAS-1 (115-172) および

SPAS-1 (1-432) のタンパク質発現用コンストラクトである。pCKX1230 を鋳型として，それ
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ぞれ 6025-5’と 6025-3’，6025-5’と 6033-3’，6025-5’と 6032-3’，6099-5’と 6099-3’および 6146-5’

と 6146-3’をプライマーとして用いて PCR を行い，NdeI および BamHI 処理後，pET15b ベク

ターの NdeI-BamHI サイトに挿入した。 

pCKX6139，pCKX6124 および pCKX6126 は，それぞれ N 末端に His6が付加された SPAS-1 

(1-152)，SPAS-1 (1-172) および SPAS-1 (1-182) の NMR 測定用タンパク質発現コンストラク

トである。pCKX1230 を鋳型として，それぞれ 6139-5’と 6139-3’，6125-5’と 6124-3’および 

6125-5’と 6126-3’をプライマーとして用いて PCR を行い，NdeI および BamHI 処理後，pET15b

ベクターの NdeI-BamHI サイトに挿入した。 

pCKX6136 は，N 末端に GST が付加された TBA-1 (F26E4.8) のタンパク質発現用コンスト

ラクトである。国立遺伝学研究所の小原博士に分与いただいた cDNA クローン yk1300d1 を鋳

型として，6136-5’と 6136-3’をプライマーとして用いて PCR を行い，BamHI および NotI 処理

後，pGEX-6P-3 ベクターの BamHI-NotI サイトに挿入した。 

 

6)-3 大量培養によるタンパク質の発現および精製 

目的のプラスミドを用いてBL21(DE3) を形質転換し，得られたコロニーを L培地 (50 g/ml 

ampicillin) 1.5 l で 30ºC，18 時間培養し，最終濃度 0.5 mM になるように IPTG を添加し，さら

に 25ºC で 3 時間培養した。遠心 (7,000 rpm, 4 ºC, 10 分間) 後，上清を取り除き，50 mM Tris-HCl 

(pH 7.5) で菌体を洗った後，再度遠心を行い (7,000 rpm, 4ºC, 10 分間)，菌体を回収した。 

以上のようにして得られた菌体に Lysis buffer 22.5 ml および protease inhibitor 225 L を加え

懸濁し，超音波により破砕した。遠心 (12,000 rpm, 4ºC, 15 分間) 後，上清をさらに超遠心 

(40,000 rpm, 4ºC, 1 時間) し，不溶性画分を取り除いた。得られた上清を透析 (Spectrum 

Laboratories, Inc. 製 [MWCO: 12-14,000] 透析膜を使用) した後，Ni2+-NTA Agarose (QIAGEN) 

2 ml と混合し，4 ºC で 1 時間ゆるやかに撹拌した。Ni2+-NTA Agarose を wash-1 buffer  50 ml

で 2回洗い，さらにwash-2 buffer  50 ml，wash-3 buffer  50 mlで洗った。次に，elution-100 buffer 

10 ml で 2 回，elution-200 buffer 10 ml で 5 回，計 7 画分に分けて溶出を行った。各画分 10 l

を 12.5% SDS-PAGE で電気泳動し，泳動後 CBB 染色を行い，目的タンパク質が精製できてい

ることを確認した。目的のタンパク質が含まれている画分を濃縮し，再度透析を行った。精

製したタンパク質の濃度は，PIERCE 社製 BCA Protein Assay Kit を用いて測定した。CD 測定，

ゲルろ過クロマトグラフィーおよび NMR 測定用のタンパク質試料については，lysis buffer

以外のすべての buffer から NP-40 を除いて精製を行った。また，精製は必要に応じて，AKTA

システムを用いて行った (6)-10 項参照)。 
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表 6 タンパク質の発現および精製において用いた調製試薬 

試薬名 組成 

Lysis buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 500 mM NaCl – 0.2% NP-40 – 0.1 mM ATP – 

1 M Arg・HCl – 20 mM imidazole 

wash-1 buffer 

(dialysis-1 を兼ねる) 

50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 500 mM NaCl – 0.2% NP-40 – 0.1 mM ATP – 

20 mM imidazole 

wash-2 buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 500 mM NaCl – 0.2% NP-40 – 0.1 mM ATP – 

20 mM imidazole – 10% glycerol 

wash-3 buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 50 mM NaCl – 0.2% NP-40 – 0.1 mM ATP – 

20 mM imidazole – 10% glycerol 

elution-100 buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 50 mM NaCl – 0.1% NP-40 – 0.1 mM ATP – 

100 mM imidazole – 10% glycerol 

elution-200 buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 50 mM NaCl – 0.1% NP-40 – 0.1 mM ATP – 

200 mM imidazole – 10% glycerol 

dialysis-2 buffer 25 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 50 mM NaCl – 0.01% NP-40 – 10%glycerol 

 

6)-4 ATPase 活性の測定 

マラカイトグリーン法を用いて 30ºC における ATPase 活性を測定した。ATPase 活性測定

buffer を用いて，反応系 25 L に対して，SPAS-1 2.2g を使用し，反応を行ったのち，マラカ

イト混合液 200 L を加え，vortex により激しく混合した。さらに 1 M sodium citrate 25 L を

加え，vortex により激しく混合した後，30ºC で 30 分間静置し，波長 660 nm における吸光度

を測定した。濃度既知の KH2PO4 を用いて求めた検量線から，ATP 加水分解により生じる遊

離したリン酸の量を算出した。 

表 7 ATPase 活性測定に用いた調製試薬 

試薬名 組成 

ATPase活性測定buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 5 mM Mg(CH3COO)2, 5 mM DTT

マラカイト混合液 1 mM Malachite green / dH2O / 50 mM Ammonium molybdate / 

2.5%Polyvinyl alcohol (2 : 2 : 1 : 1) 

 

6)-5 ゲルろ過クロマトグラフィー 

ゲルろ過クロマトグラフィーは，AKTA システムを用いて行った。精製したタンパク質を

Superose 6 10/300GL (GE Healthcare) にアプライし，buffer (25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM 

NaCl, 10% Glycerol) を流速 2 ml/min で送液して 1 ml ずつフラクションを回収した。溶出した

サンプルに含まれるタンパク質の量は，280 nm の吸光度をモニターすることにより，あるい
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は，各フラクションを 15% SDS-PAGE で電気泳動することにより検出した。 

 

6)-6 In vitro における pull down assay 

Francke ら (2005) の方法にしたがって，in vitro における pull down assay を行った。 

His6タグが付加されたタンパク質 36 l (20 g)，5×pull down assay buffer 25 l，dH2O 64 l，

Ni2+-NTA Agarose 75 l を混合し，4ºC で 1 時間ゆるやかに撹拌した後，1 g/l ウシ脳 tubulin 

(Cytoskeleton) 3 l を加えて，さらに 4ºC で 3 時間ゆるやかに撹拌した。Agarose を wash buffer 

1.2 ml で 3 回洗った後，200 mM imidazole 100 l を加え，軽くピペッティングし遠心を行った 

(3,000 rpm, 4ºC, 1 分間)。上清 80 l に 5×sample buffer 20 l を加え，約 10 分間煮沸し vortex

で分散した。本試料 20 L を 12.5% SDS-PAGE で電気泳動し，泳動後ニトロセルロースメン

ブレンに Wet 法 (25 V, overnight) でブロッティングした。メンブレンを 5%スキムミルクでブ

ロッキングした後，anti--tubulin 抗体 (Sigma) で反応させ，さらに anti-Mouse Ig, Horseradish 

Peroxidase linked F(ab’)2 fragment (from sheep)(GE ヘルスケア バイオサイエンス) で反応させ

た。PBS-T でメンブレンをよく洗った後，chemiluminescence reagent に浸し，X 線フィルムに

感光させ，-tubulin を検出した。 

 

表 8 pull down assay に用いた調製試薬 

試薬名 組成 

Pull down assay buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 0.1% Triton X-100 – 20 mM imidazole – 

protease inhibitor 

wash buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) – 0.1% Triton X-100 – 20 mM imidazole 

Transfer buffer 20 mM Tris – 150 mM glycine – 20% methanol 

PBS 137 mM NaCl – 8.1 mM Na2HPO4 – 2.68 mM KCl – 1.47 mM 

KH2PO4 

PBS-T PBS containing 0.1% Tween 20 

chemiluminescence 

reagent 

Enhanced Luminol Reagent / Oxidizing Reagent (1:1) 

いずれも PerkinElmer LifeScience 社製 

5×sample buffer 0.25 M Tris-HCl (pH 6.8) – 50% glycerol – 5% SDS – 5% 

2-mercaptoethanol – 2.5% Bromphenol Blue 

 

6)-7 表面プラズモン共鳴 

装置は，GE ヘルスケア バイオサイエンス社製の BIACORE2000 を用いた。 

SPAS-1 N 末端と tubulin の相互作用を検出するためには，Sensor Chip CM4 (GE ヘルスケア 

バイオサイエンス) に，リガンドとしてウシ脳あるいはブタ脳 tubulin を固定し，アナライト

として各種 His6-SPAS-1 欠失変異体を添加した。また，His6-SPAS-1 と tubulin C 末端の相互作
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用を検出する際は，Sensor Chip CM4 に，リガンドとして GST--tubulin C 末端 (22 残基: 

KDYEEVGADSNEGGNEEEGEEY) を固定し，アナライトとして，His6-SPAS-1 を添加した。

この際，リガンドのコントロールとして GST，アナライトのコントロールとして BSA を用い

た。すべての測定は，流速 20 l/min，測定温度 25ºC で行った。 

 

表 9 表面プラズモン共鳴実験に用いた試薬 

試薬名 組成 

固定化 buffer ウシ脳およびブタ脳 tubulin 固定: 10 mM CH3COONa-HCl (pH 4.4) 

tubulin C 末端固定: 10 mM CH3COONa-HCl (pH 5.0) 

試料 buffer 10 mM Hepes (pH 7.6) – 0.005% Tween20 – 1 mM DTT – 1 mM 

MgCl2 – 3 mM ATP 

 

6)-8 培養細胞におけるトランスフェクション実験 

遺伝子導入方法として，リポフェクション法を用いた。また，リポフェクション試薬は Roche

社の Fu-GENE 6 を用いた。 

トランスフェクション前日に，ゼラチンコートしたカバーグラスが敷き詰められた 24 well 

plate に 40 ~ 60%コンフルエントとなるように細胞を播いた。翌日，プラスミド 1 l (200 ng) お

よび Fu-GENE 6 0.6 l を無血清培地 20 l に加え混合し，室温で 15 分反応させた。前日に播

いた細胞の培地を交換し，そこへ反応後の DNA 溶液を滴下し，37ºC，5% CO2で 48 時間培養

した。 

 

6)-9 免疫抗体染色 

トランスフェクション後のプレートから培地を取り除き，4% パラホルムアルデヒド (PFA) 

/ PBS を用いて室温で 30 分間固定した。その後，ナカライテスク社製の Blocking One でブロ

ッキングし，FITC conjugated anti--tubulin 抗体 (Sigma) および Cy3 conjugated anti-FLAG 抗体 

(Sigma) を用いて染色した。また，核染色には，DAPI (Roche) を用いた。顕微鏡観察は，Leica 

社製の Leica Spectral Confocal Scanning System, TCS-SP2 を用いて行った。 

 

6)-10 NMR 測定 

目的のプラスミドを用いて大腸菌 BL21(DE3) を形質転換し，15N および 13C で安定同位体

標識した栄養源を含む M9 最少培地中で培養を行った。まず，100 g/ml Ampicillin を含む LB

培地 30 ml に形質転換した大腸菌を植菌し，37ºC，120 rpm で培養した。OD600が 0.8 に到達し

たら，遠心 (8,000 rpm, 4 ºC, 10 分間) し，菌体を回収し，100 g/ml Ampicillin を含む最少培地

750 ml に植菌した。さらに 37ºC，120 rpm で培養し，OD600が 0.8 に到達したら，最終濃度が

1 mM となるように IPTG を添加し，誘導を行った。その後，37ºC，120 rpm で 6 時間培養し，
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遠心 (7,000 rpm, 4 ºC, 10 分間) して菌体を回収した。 

以上のようにして得られた菌体に Lysis buffer (表 6 参照) 22.5 ml および protease inhibitor 225 

L を加え懸濁し，超音波により破砕した。その後，超遠心 (40,000 rpm, 4ºC, 1 時間) し，不

溶性画分を取り除いた。AKTA システムを用いて，His Trap HP 5 ml (GE ヘルスケア バイオ

サイエンス) を buffer A (50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 0.1 mM ATP, 10% glycerol) で

平衡化し，可溶性画分をアプライした。0-300 mM Imidazole のグラジエントで溶出し，1 ml

ずつフラクションを回収し，各フラクションを SDS-PAGE で電気泳動して目的タンパク質が

精製できていることを確認した。目的のタンパク質が含まれている画分を透析 (25 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% glycerol) し，濃縮を行った。精製したタンパク質の濃度

は，SDS-PAGE で濃度既知の BSA とともに泳動し，CBB 染色後，ゲルをスキャナーで取り込

み，バンドの濃さを定量して算出した。 

測定試料は，95% H2O / 5% D2O を溶媒として，25 mM Tris-HCl(pH 6.8)，150 mM NaCl，10 mM 

DTT の緩衝液で溶解した。また，NMR 測定は，Bruker AVANCE III (1H 共鳴周波数 600 MHz) 分

光計を用いて，測定温度はすべて 25ºC で行った。 

FID データは，NMRPipe を用いてプロセッシング (ウィンドウ関数，フーリエ変換，位相

補正，ベースライン補正など) を行った (Delaglio et al., 1995)。帰属は，北海道大学の稲垣冬

彦らが開発した Olivia (objective, chemical shift library-based and stereo view assignment) を用い

て行った。また，得られた化学シフトを基に行う二次構造解析には，TALOS を用いた 

(Cornilescu et al., 1999)。 
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7) 実験結果 

7)-1 培養細胞における微小管切断活性の評価 

培養細胞を用いて，微小管切断活性の評価系の構築を試みた。N 末端に FLAG tag を融合し

た各種 SPAS-1 cDNA コンストラクトを作製し，HEK293 細胞で強制発現させた。その結果，

野生型 SPAS-1 を発現する細胞において，微小管の消失が見られた (図 12A)。一方，ATP 結

合能および加水分解能を欠損する変異体 K224R および E278Q (Ogura and Wilkinson, 2001) を

導入した細胞では，微小管の消失は認められなかった。以上の結果から，線虫 spastin ホモロ

グ SPAS-1 も微小管切断活性を有することを明らかにした。さらに，SPAS-1 による微小管の

切断には，ATPase 活性が必要であることも見出した。 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

図 12. 免疫抗体染色による HEK293 細胞の観察。FuGENE 6 (Roche) を用いて，各種 AAA タンパク質

の cDNA を transfection し，48 時間後に PFA で固定した。その後，anti--tubulin 抗体 (緑) および

anti-FLAG 抗体 (赤) を用いて，免疫抗体染色を行った。なお，染色体は DAPI (青) により染色を行っ

た。A) 野生型および各種 SPAS-1 変異体の微小管切断活性。B) Spastin を含む AAA サブグループの各

種タンパク質の微小管切断活性。 

A 

B 
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また，SPAS-1 と同じ AAA サブグループに属する katanin ホモログ T01G9.5 (MEI-1)， fidgetin

ホモログ F32D1.1 (FIGL-1)，Vps4 ホモログ Y34D9A.10 (VPS-4) についても，同様の実験を行

った。その結果，微小管切断 AAA タンパク質として最初に同定された katanin ホモログ MEI-1

については，SPAS-1 と同様に，微小管切断活性が認められた (図 12B)。一方，FIGL-1 およ

び VPS-4 は，微小管切断活性を示さなかった (図 12B)。近年，Zhang ら (2007) は，ショウジ

ョウバエにおいて，三つの AAA タンパク質 katanin，spastin および fidgetin が微小管切断活性

をもつことを示したが，線虫においては katanin ホモログ MEI-1 と spastin ホモログ SPAS-1 の

みが微小管切断活性を有することを見出した。 

 

7)-2 SPAS-1 の特性 

SPAS-1 exon 4(-) の二次構造を調べるために，CD スペクトル測定を行った。その結果，222 

nm および 208 nm に負の極大をもつ-helix 構造に特徴的なスペクトルが見られた (図 13A)。

また，-helix の残基モル楕円率 []222が-35700±2800 であり，ランダムコイルの[]222が-3900

であることより，SPAS-1 exon 4(-) の二次構造における-helix 含量を次式によって見積もる

と，28.4%であった。 

 % (-helix) = []222 -3900 / (-35700-3900) 

また，熱に対する構造変化を調べるために，25 ºC から 95 ºC まで 5 ºC 毎に温度を上げて，

CD スペクトル測定を行った結果，温度上昇に伴い，222 nm の負の極大ピークが小さくなっ

た (図 13A)。これは，SPAS-1 タンパク質中の-helix 含量が減少していったためであると考

えられる。図 12A に示したように，構造が熱によって壊れるという二状態転移を示すことが

明らかになった。さらに，昇温速度 1 ºC/min における熱変性曲線を図 12B に示し，変性の中

点温度 (Tm) を求めた結果，47 ºC であった。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

図 13. SPAS-1 の CD スペクトル測定結果。A) 測定温度, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95 ºC。B) 熱変性曲線。

昇温速度, 1 ºC/min。 

A B 
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7)-3 SPAS-1 の ATPase 活性 

大腸菌で発現および精製した SPAS-1 について，ATPase 活性を測定した。ATPase 活性を定

量する方法としては，マラカイトグリーン法を用いた (Akiyama et al., 1996)。至適化された条

件 (10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 5 mM Mg(CH3COO)2, 5 mM DTT, and 3 mM ATP in a 

25-l reaction mixture at 37 ºC) で，野生型 SPAS-1 は 70 nmol/mg/min の ATPase 活性を示した 

(図 14A)。 

一般的に AAA タンパク質は，基質存在下において ATPase 活性が促進されることが知られ

ている (Azumi et al., 2006; Hartman et al., 1998; Makyio et al., 2002; Yamada-Inagawa et al., 2003)。

そこで，微小管が SPAS-1 の ATPase 活性に及ぼす影響について，検討を行った。その結果，

0.25 M の微小管存在下において，SPAS-1 の ATPase 活性は約 7 倍促進された (図 14B)。さ

らに，微小管の濃度は 0.25 M をピークに，それ以上濃くなると，SPAS-1 の ATPase 活性は

低下することを見出した。 

 

 

 

  

 

 

 

 

図 14. ATPase 活性測定結果。ATPase 活性を定量する方法として，マラカイトグリーン法を用いた。反

応系, 25 L; 反応液中の SPAS-1, 2.2 g; 緩衝液組成, 10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 5 mM 

Mg(CH3COO)2, 5 mM DTT; ATP 濃度, 3 mM; 反応温度, 37ºC。A) 野生型および各種 SPAS-1 の ATPase 活

性。B) 微小管添加による SPAS-1 の ATPase 活性の促進。 

 

7)-4 SPAS-1 の微小管結合領域の同定 

 SPAS-1 の微小管結合領域を同定するために，精製した SPAS-1 とウシ脳 tubulin を用いて相

互作用実験を行った。図 15A に示すような様々な欠失変異体を作製し，pull down assay を行

ったところ，SPAS-1 は最近ヒト spastin で同定された MTBD 領域で tubulin と直接相互作用す

ることを見出した。微小管と相互作用するタンパク質が共通してもっているドメインである

ことから，これまで微小管結合ドメインと考えられていた MIT ドメインのみでは tubulin との

相互作用は検出されなかった。 

また，SPAS-11-152について，表面プラズモン共鳴法により相互作用の検出を行った。リガン

ドとしてウシ脳 tubulin を固定し，アナライトとして SPAS-11-152を添加した結果，SPAS-11-152

の添加量依存的に Resonance Unit (RU) が上昇した (図 15B)。なお，得られたセンサーグラム
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から，解離定数 (KD値) は 2.38×10-7と算出された。 

In vivo における MTBD および MIT ドメインの微小管切断活性への影響を調べるために，培

養細胞においてそれぞれの欠失変異体 (SPAS-1 ∆MTBD; ∆115-165, SPAS-1 ∆MIT; ∆1-100) を

発現させたところ，MTBD 欠失変異体において，微小管の消失が見られなかったのに対し，

MIT ドメイン欠失変異体では，野生型と同様に微小管の消失が認められた (図 16)。以上の結

果から，in vivo および in vitro いずれにおいても，微小管の結合に MTBD が重要な役割を担っ

ている可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

図 15. Pull down assay による SPAS-1 と tubulin の相互作用実験結果。A) His タグが付加された SPAS-1

と Ni2+-NTA Agarose を 4ºC で 1 時間ゆるやかに混合し，ウシ脳 tubulin を加えて，さらに 4ºC で 3 時間

ゆるやかに撹拌した。反応後，agarose を洗い，上清を取り除き，200 mM imidazole 100 l を加えた後，

遠心を行った。上清に 5×sample buffer 20 L を加え，約 10 分間煮沸し vortex で分散した。本試料を用

いて，Western blotting を行った。B) 表面プラズモン共鳴法による SPAS-11-152と tubulin の相互作用の検

出。緩衝液組成, 10 mM Hepes (pH 7.6), 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% Tween 20, 1 mM DTT, 1 mM 

MgCl2, 3 mM ATP; 測定温度, 25 ºC; 流速, 20 l/min。
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図 16. MTBD および MIT ドメインの微小管切断活性への影響。FuGENE 6 (Roche) を用いて，SPAS-1 

∆MTBD および∆MIT cDNA を transfection し，48 時間後に PFA で固定した。その後，anti--tubulin 抗

体 (緑) および anti-FLAG 抗体 (赤) を用いて，免疫抗体染色を行った。なお，染色体は DAPI (青) に

より染色を行った。 

 

7)-5 SPAS-1 N 末端領域の構造解析 

7)-5-1 NMR 測定条件の検討 

前掲7)-4項で，pull down assayによりSPAS-1の微小管結合領域 MTBDを同定した (図15A)。

興味深いことに，SPAS-1 はヒトやマウス，ショウジョウバエの spastin と比較し N 末端が短

く，疎水性ドメインや MIT ドメインに相当する領域の相同性が認められていない。さらに，

MTBD は，微小管との結合に必須な領域であるにもかかわらず，生物種間でアミノ酸配列の

相同性が低い領域である。そこで，NMR を用いて，MTBD を含む SPAS-1 N 末端領域の構造

解析を試みた。 

まず，NMR 測定用の SPAS-1 コンストラクトの最適化を行うために，図 17 に示した三つの

コンストラクトについて 15N 標識体を取得し，二次元 NMR (1H-15N HSQC) 測定を行った。 

 

 

 

 

 

図 17. SPAS-1 N 末端領域のアミノ酸配列。Chou-Fasman 法 (http://mbs.cbrc.jp/papia-cgi/ssp_queryJ.pl) に

よる二次構造予測の結果，-helix と予測されたアミノ酸残基を赤色で，-sheet と予測されたアミノ酸

残基を緑色で示した。また，MIT ドメインを黄色で，MTBD を水色で囲った。 

 

その結果，いずれのコンストラクトについても，良好なシグナルの分散が見られた (図 18A, 

B, C)。理想的なタンパク質の 1H-15N HSQC は，それぞれのアミノ酸残基間のアミドプロトン

とそれが結合した窒素の相関がすべてシグナルとして現れ (アミドプロトンを持たないプロ

リンは除く)，そのシグナルが分散していることである (構造をとっていない領域のシグナル

は 8.4 ppm 付近に集まる)。図 18A では，約 130 個のシグナルが検出された。1-152 aa の領域

AG 2 

1-152 1-182 1-172 
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には 10 個のプロリンが含まれており，期待されるシグナルの数は 167 個である。N 末端側数

残基分のシグナルが見えないことを考えると，十分なシグナル数であると推測される。図 18B

および C では，図 18A と比較しコンストラクトのアミノ酸残基数がそれぞれ 20 および 30 個

増えているにもかかわらず，シグナルが 2 個および 5 個しか増えていない，あるいは増えて

いるシグナルが 8.4 ppm 付近であった。したがって，152-182 のアミノ酸領域は立体構造をと

っていない可能性が示唆された。 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18. 1H-15N HSQC スペクトル。測定 buffer 組成; 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.01% NP-40, 

10% glycerol; 濃度, 200 M; 測定温度, 25 ºC。緑色で囲った領域は側鎖のシグナル。赤矢印は各コンス

トラクト特異的に見られるシグナル。A) His6-SPAS-11-152。 B) His6-SPAS-11-172。 C) His6-SPAS-11-182。 

A B 

C 
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次に，tubulin と相互作用する領域を明らかにするため，これら全てについて tubulin との相

互作用を検討した (図 19)。その結果，SPAS-11-152および SPAS-11-172は同程度の強さで tubulin

と相互作用したのに対し，SPAS-11-182 はやや弱い相互作用を示した。これらの結果より，

SPAS-11-152を NMR による立体構造解析用コンストラクトとした。 

解析を行うための良好な NMR スペクトルを得るべく，SPAS-11-152 について pH 7.5 および

pH 6.8 の buffer (25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl) を用いて溶液条件の検討を行った。その結果，

pH 6.8 の buffer 条件で得られたスペクトルで顕著にシグナル数が増加し，おおよそ期待され

るシグナルの数が得られた (図 20)。したがって，buffer の pH を 6.8 と設定した。 

 

 

 

 

 

 

図 19. pull down assay による SPAS-11-152，SPAS-11-172 および SPAS-11-182 と tubulin の相互作用実験結果。

His タグが付加された SPAS-1 各種変異体と Ni2+-NTA Agarose を 4ºC で 1 時間ゆるやかに混合し，ウシ

脳 tubulin を加えて，さらに 4ºC で 3 時間ゆるやかに撹拌した。反応後，agarose を洗い，上清を取り除

き，200 mM imidazole 100 l を加えた後，遠心を行った．上清 80 l に 5×sample buffer 20 l を加え，

約 10 分間煮沸し vortex で分散した。本試料を用いて，Western blotting を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

図 20. His6-SPAS-11-152の 1H-15N HSQC スペクトル。測定 buffer 組成; 25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl; 濃

度, 200 M; 測定温度, 25 ºC。緑色で囲った領域は側鎖のシグナル。赤矢印および赤色で囲った領域は，

pH 6.8 で特異的に見られるシグナル。A) pH 7.5。B) pH 6.8。 

A B 
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7)-5-2 NMR 測定と帰属および立体構造解析 
15N ならびに 13C で標識した SPAS-11-152について，前掲 7)-5-1 項で設定した条件で，二次元

および三次元 NMR 測定を行った (表 10)。測定したスペクトルの一覧を表 10 に記す。その結

果，89 % (125/141 aa) 帰属を完了した (図 21)。 

表 10 帰属に用いた NMR スペクトル 

3D HNCO 3D CBCA (CO) NH 3D HN (CA) CO 

3D HNCA 3D HNCACB 3D HBHA (CO) NH 

3D HN (CO) CA 3D C (CO) NH 3D H (CCO) NH 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

図 21. His6-SPAS-11-152の 1H-15N HSQCス

ペクトル。測定 buffer 組成 ; 25 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM 

DTT; 濃度, 200 M; 測定温度, 25 ºC。 

 

また，HNHA 測定を行い，帰属した NMR スペクトルをもとに，SPAS-11-152の二次構造解析

を行った。HNHA 測定により，アミドプロトンとプロトンの相関ピークから，二面角φの

情報を含む 3JHN値を得ることができる。規則的な二次構造における 3JHN値を表 11 に示す 

(Wüthrich, 1991)。 

 

表 11 各種二次構造における 3JHN値 

二次構造 φ (º) 3JHN値 (Hz) 

-helix -57 3.9 

310-helix -60 4.2 

逆平行-sheet -139 8.9 

平行-sheet -119 9.7 
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3JHN値 < 6.0 Hz が 3 残基以上連続する領域を-helix，3JHN値 > 7.0 Hz が連続する領域を

-sheet とした。それぞれのアミノ酸残基における二次構造を図 22 に示す。その結果，MIT

ドメインに相当する領域は-helix，その後ろは 152 番目までランダムコイルであることが示

唆された。MIT ドメインについては spastin と同じサブグループに属する Vps4 で初めて立体

構造が決定され，3 本の-helix から成ることが知られている (Scott et al., 2005b; Takasu et al., 

2005)。また，ヒト spastin の MIT ドメインにおいても，-helix 3 本から成る同様の構造が報

告されている (Yang et al., 2009)。したがって，線虫においてはヒトやマウス，ショウジョウ

バエと比較し，MIT ドメインのアミノ酸の一次配列の相同性は低いものの (図 23)，高次構造

は保存されている可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 22. HNHA 測定による二次構造解析。SPAS-1 の NMR 解析に用いた領域のアミノ酸配列。保存性の

高い残基は赤で示した。1H-15N HSQC 測定で得られた化学シフトを基に二次構造解析 (TALOS) を行っ

た結果，-helix と予測された領域を赤色の線，HNHA 測定で得られた 3JHNの値から，-helix と予測

された領域を橙色の線で，アミノ酸配列の下に示した。 

図 23. Spastin ホモログにおける MIT

ドメインの相同性。ヒト (116-194 

a.a.)，マウス (114-191  a.a.)，ショウ

ジョウバエ (229-307  a.a.)，線虫 

(17-100 a.a.) を比較した。 
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HNHA 測定による二次構造解析の結果，MTBD は-helix でも-sheet でもないことを明らか

にした。そこで，分子の運動性を検討するために，{1H}-15N NOE 測定を行った。その結果，

MIT ドメインを含む領域は運動性が低いのに対し，MTBD を含む領域は顕著に運動性が高い

ことを見出した (図 24; 分子の運動性が低いと Ion / Ioffが 0.7 ~ 0.8，高いと小さい値となる)。

したがって，これら一連の解析結果から，MIT ドメインは-helix の豊富な領域，MTBD は構

造をとっていない領域であることが示唆された。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

図 24. {1H} - 15N NOE 測定による分子運動性の解析。横軸をアミノ酸残基番号，縦軸を Ion / Ioff とした。

分子の運動性が低いと Ion / Ioffが 0.7 ~ 0.8，高いと小さい値となる。 

 

7)-5-3 SPAS-1 N 末端領域と微小管の相互作用様式の解析 

次に，SPAS-11-152と tubulin の相互作用様式を明らかにするため，tubulin の滴定実験を行っ

た。200 M SPAS-11-152溶液にブタ脳 tubulin 溶液を順次添加し，NMR 測定を行い，1H-15N HSQC

スペクトルにより各種アミノ酸残基のシグナルの変化を追跡した。その結果，tubulin を添加

することにより，シグナルの減少あるいは消失が認められた (図 25A)。これらを詳細に検討

するために，それぞれのアミノ酸残基のシグナル強度の変化をプロットした (図 25B)。今回

の検討では，SPAS-11-152に対して tubulin を最大 1/10 当量添加しており，MTBD 領域では同程

度のシグナルの減少が認められた。これは，SPAS-11-152 MTBD 領域が tubulin と強く結合する

ことにより，SPAS-11-152-tubulin 複合体 (130 kDa) を形成し，見かけの分子量が大きくなって

しまったために，その分シグナルが消失したことによるものであると考えられる。さらに，

MIT ドメインについては，tubulin を 1/10 当量しか添加していないにもかかわらず，60%程度

のシグナル強度の減少が見られた。これは，SPAS-11-152 MIT ドメインと tubulin の結合解離が

速いためと考えられる。すなわち，低い親和性である可能性が示唆される。以上の結果から，

SPAS-1 は MTBD 領域で tubulin と強く相互作用し，さらに MIT ドメインを介して弱く相互作

用していることが示唆された。そこで，このモデルを証明するために，SPR 法を用いて MIT

ドメインおよび MTBD の tubulin に対する親和性の評価を試みた。リガンドとしてブタ脳
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tubulin を固定し，アナライトとして各濃度の His6-SPAS-11-152 (MIT+MTBD)，His6-SPAS-11-115 

(MIT) および His6-SPAS-1115-172 (MTBD) を添加した。その結果，図 26 に示すように，

MIT+MTBD および MTBD を添加したとき，Resonance Unit (RU) が上昇した。一方，MIT ド

メイン単独のものでは，RU の上昇がわずかに見られたものの，MTBD を含んだ SPAS-1 と比

較し，顕著に小さかった。したがって，表面プラズモン共鳴法で得られた結果からも，SPAS-1

は MTBD 領域で tubulin と強く相互作用し，さらに MIT ドメインを介して弱く相互作用して

いる可能性が示唆された。 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

図 25. NMR を用いたブタ脳 tubulin 滴定実験結果。A) Tubulin 未添加および添加時における 1H-15N 

HSQC スペクトル。B) 各モル比の tubulin 滴定時におけるシグナル強度の変化。横軸をアミノ酸残基番

号，縦軸をシグナル強度とした。Tubulin 添加量 1/100, 1/25 および 1/10 当量をそれぞれ水色，赤色お

よび黄緑色で示した。 

 

 

A 

B 
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図 26. 表面プラズモン共鳴による SPAS-11-152, SPAS-11-115および SPAS-1115-172とブタ脳 tubulinの相互作

用の検出。緩衝液組成, 10 mM Hepes (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1 mM DTT; 測定温度, 25 ºC; 流速, 20 

l/min; SPAS-1 添加量, 30 M。 

 

7)-6 SPAS-1 のオリゴマー形成状態の検討 

AAA タンパク質は 6 量体などのリング状オリゴマーを形成し機能することが知られている 

(Ogura and Wilkinson, 2001)。近年，White ら (2007) や Roll-Mecak ら (2008) によって，ヒト

およびショウジョウバエ spastin の 6 量体形成には ATP の結合が必須であることが報告された。

一方，Pantakani ら (2008) は，White らとは対照的に，ヒト spastin の 6 量体形成は ATP 非依

存的に起こることを示した。そこで，SPAS-1 のオリゴマー状態を検討するため，ゲルろ過ク

ロマトグラフィーを行った。その結果，野生型 SPAS-1 において，ATP 存在下でも，低濃度 

(<0.55 mg/ml) では安定な 6 量体は検出できなかった (図 27A)。しかし，高濃度 (>5 mg/ml) に

おいて同様の検討を行ったところ，ATP 非存在下にもかかわらず，野生型 SPAS-1 において，

6 量体の推定分子量 (300 kDa) 付近にピークが検出された (図 27B)。さらに，ATP 結合能を

欠損する Walker A 変異体 K224R についても，300 kDa 付近に単一のピークを示した。ここで

実際に，K224R 変異体が ATP 結合能を欠損しているか否かをトリプトファンの蛍光スペクト

ルの測定により検証した。SPAS-1 は 251 番目に一つだけトリプトファンをもち，これは AAA

タンパク質でよく保存されている pore に位置する芳香族残基に相当する。本手法は，ATP 依

存的に生じる AAA ドメインの構造変化をトリプトファンの蛍光スペクトルの変化により検

出することにより，SPAS-1 の ATP 結合能の有無を検討するものである (図 28A)(Wang et al., 

2003)。野生型では，ATP の添加に伴い，350 nm 付近の蛍光強度の減少が認められた (図 28B)。

一方，K224R 変異体では，ATP の有無にかかわらず蛍光スペクトルに変化が見られなかった。

したがって，K224R 変異体は ATP 結合能をもたないと判断できる。以上の結果から，オリゴ

マーの形成は，ATP 依存性よりむしろ濃度依存性を示す可能性が示唆された。 
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図 27. ゲル濾過クロマトグラフィー測定結果。A) 濃度, 0.55 mg/ml; 注入量, 100 l; 測定 buffer 組成, 25 

mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 0.01% NP-40, 10% glycerol, 1 mM MgCl2, 3 mM ATP。B) 濃度, > 5 

mg/ml; 注入量, 900 l; 測定 buffer 組成, 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 10% glycerol。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 28. トリプトファンの蛍光スペクトル測定による ATP 結合能の検出。A) 本手法の原理を模式的に示

した。B) ATP の有無における野生型および K224R 変異体の蛍光スペクトル。励起波長: 295 nm。 

一方，ATP 加水分解能を欠損する Walker B 変異体 E278Q においては，300 kDa のピークの

A 

B 

A B 
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高さが減少し，新たに 800 kDa 付近にピークが現れた (図 27B)。同じサブグループに属する

別の AAA タンパク質 Vps4 では，12 量体を形成することも報告されており，また 12 量体の

形成には，このサブグループに特有の構造である C 末端の-helix が重要な役割を担っている

ことが示唆されている (Babst et al., 1998; Hartmann et al., 2008; Landsberg et al., 2009; Scott et 

al., 2005a; Vajjhala et al., 2008)。したがって，SPAS-1 についてもより大きな 12 量体を形成する

可能性が示唆された。 

 

7)-7 C 末端-helix の解析 

前掲 7)-6 項において，SPAS-1 が 6 量体を形成することを確認したので，ショウジョウバエ

spastinのAAAドメインの構造 (PDB code: 3b9p; Roll-Mecak and Vale, 2008) を鋳型としてモデ

リングした単量体構造を代表的な AAA タンパク質 p97 D1 ドメインの 6 量体構造 (PDB code: 

1r7r; Huyton et al., 2003) にフィッティングし，SPAS-1 AAA ドメインの 6 量体リング構造のホ

モロジーモデリングを行った (図 29)。  

Spastin を含む AAA サブグループのみに，共通する-helix が C 末端に存在することが報告

されており (Scott et al., 2005a)，線虫の SPAS-1 についてもこの-helix が存在し，それを図 29

の AAA ドメインの 6 量体リング構造のモデルにおいて示した。Vps4 において，この C 末端

の-helix が，オリゴマー形成および ATPase 活性に重要であることが報告されている (Vajjhala 

et al., 2008)。 

 

 

  

 

 

 

 

図 29. SPAS-1 を含むサブグループで保存された C 末端-helix。ショウジョウバエ spastin AAA ドメイ

ンの構造 (Roll-Mecak and Vale, 2008) を鋳型としてモデリングした単量体構造を p97 D1 ドメインの 6

量体構造 (Huyton et al., 2003) にフィッティングした。SPAS-1 AAA ドメインの 6 量体リング構造のモ

デルに，それぞれの単量体の C 末端-helix を異なる色で示した。 

 

そこで，保存された C 末端-helix を欠失した変異体を作製し，培養細胞における微小管切

断活性を評価した。その結果，C 末端の-helix を欠損した SPAS-11-432コンストラクトを発現

する細胞では，微小管の消失が認められなかった (図 30)。したがって，C 末端-helix が SPAS-1

の微小管の切断に重要な役割を担っている可能性が示唆された。 
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図 30. SPAS-1 による微小管切断における C 末端-helix の重要性。FuGENE 6 (Roche) を用いて，∆C 末

端-helix SPAS-1 cDNA を transfection し，48 時間後に PFA で固定した。その後，anti--tubulin 抗体 (緑) 

および anti-FLAG 抗体 (赤) を用いて，免疫抗体染色を行った。なお，染色体は DAPI (青) により染色

を行った。 

 

次に，野生型および Walker B 変異体 E278Q それぞれについて SPAS-11-432コンストラクトを

大腸菌で発現・精製し，オリゴマー状態の検討および ATPase 活性の測定を行った。その結果，

SPAS-11-432では，野生型 (図 27B) に比べて 6 量体 (300 kDa) の形成が阻害され，単量体 (50 

kDa) の分子量付近にピークが検出された (図 31A)。なお，SPAS-11-432 E278Q においても，同

様の傾向が見られた。さらに，いずれの変異体についても，ATPase 活性は認められなかった 

(図 31B)。以上の結果から，C 末端の-helix はオリゴマーの形成に重要な役割を担っている可

能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

図 31. オリゴマー形成における C 末端-helix の重要性。A) ゲル濾過クロマトグラフィー測定結果。 濃

度, > 5 mg/ml; 注入量, 900 l; 測定 buffer 組成, 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 10% glycerol。野

生型 SPAS-11-432のスペクトルを桃色，SPAS-11-  E278Q のスペクトルを青色で示した。B) ATPase 活性

測定結果。ATPase 活性を定量する方法として，マラカイトグリーン法を用いた。反応系, 25 l; 緩衝液

組成, 10 mM Hepes-KOH (pH 8.2), 5 mM Mg(CH3COO)2, 5 mM DTT; ATP 濃度, 3 mM; 反応温度, 37ºC。 
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7)-8 Pore の保存された芳香族残基トリプトファンの解析 

 AAA タンパク質はリング状オリゴマーを形成し，その pore に位置する芳香族残基はよく保

存されており，機能に重要な役割を担っていることが知られている (Gerega et al., 2005; 

Schlieker et al., 2004; Scott et al., 2005a; Yamada-Inagawa et al., 2003)。AAA タンパク質のなかで

最も解析が進んでいる AAA プロテアーゼ FtsH においては，pore の芳香族残基フェニルアラ

ニンをアラニンに置換すると，基質を分解できなくなることが報告されている 

(Yamada-Inagawa et al., 2003)。線虫の SPAS-1 についても，AAA ドメインの 6 量体リング構造

のホモロジーモデリングを行った結果，pore に相当する位置にトリプトファンを有すること

が明らかになった (図 32)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 32. SPAS-1 AAAドメインの 6量体リング構

造の pore の保存された芳香族残基。ショウジ

ョウバエ spastin AAA ドメインの構造 

(Roll-Mecak and Vale, 2008) を鋳型としてモデ

リングした単量体構造を p97 D1 ドメインの 6

量体構造 (Huyton et al., 2003) にフィッティ

ングした。 

 

そこで，SPAS-1 による微小管切断における pore の芳香族残基の重要性を検討するために，

251 番目のトリプトファンをアラニン，グルタミン酸，リジンおよびフェニルアラニンに置

換した変異体を作製し，培養細胞における微小管切断活性の評価を行った。図 33 に示すよう

に，全ての変異体は ATPase 活性を保持していた。しかしながら，W251A，W251E および W251R

変異体は微小管切断活性を消失した。一方，W251F 変異体は微小管切断活性を保持していた。

以上の結果から，微小管切断において，保存された pore の芳香族残基が重要な役割を担って

いる可能性が示唆された。 
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図 33. SPAS-1 による微小管切断における pore の保存された芳香族残基トリプトファンの重要性。

FuGENE 6 (Roche) を用いて，各種変異型 SPAS-1 cDNA を transfection し，48 時間後に PFA で固定した。

その後，anti--tubulin 抗体 (緑) および anti-FLAG 抗体 (赤) を用いて，免疫抗体染色を行った。なお，

染色体は DAPI (青) により染色を行った。 

 

7)-9 Pore の保存された塩基性残基の解析 

 最近，ヒトにおいて，spastin が ATP 依存的に tubulin の C 末端と相互作用することが報告さ

れた (White et al., 2007)。また，pore 周辺のアミノ酸残基に変異を導入すると，-tubulin ある

いは-tubulin C 末端との相互作用能を欠損することから，彼女らは spastin が 6 量体の pore 周

辺で tubulin の C 末端を認識していると結論づけた。さらに Roll-Mecak ら (2008) は，in vitro

において，-tubulin C 末端ペプチド存在下で spastin の微小管切断活性が阻害されることを示

した。一方，-tubulin および-tubulin の C 末端は，酸性残基が豊富で構造をとっていない領

域であることが知られている (Nogales et al., 1998; 1999)。そこで，図 34 のモデリングした

SPAS-1 6 量体構造を基に，表面に露出している塩基性残基をアラニンに置換した変異体を作

製し，微小管切断活性を評価した。その結果，リング状 6 量体の pore 周辺に位置する塩基性

残基の変異体 K257A，R260A，R286A，R295A および R296A は微小管切断活性を消失したの

に対し，pore から離れた塩基性残基 R176，R205，R236 および R267 への変異の導入は，微小
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管切断活性に影響を与えなかった (図 34A，C)。以上の結果から，リング状 6 量体の pore 周

辺に位置する塩基性残基が微小管の切断に重要であることを明らかにした。ここで興味深い

ことに，K257A 変異体は微小管切断活性を失うだけでなく，SPAS-1 が微小管と共局在すると

いう他の変異体と異なる挙動を示した (図 34C)。これについての詳細な解析は，7)-10 項に後

述する。 

さらに，SPAS-1 のリング状 6 量体の pore が tubulin C 末端を認識している可能性が示唆され

たため，表面プラズモン共鳴法を用いて，SPAS-1 と tubulin C 末端ペプチドの相互作用の検出

を試みた。リガンドとして N 末端に GST を融合した線虫の-tubulin (TBA-1) C 末端ペプチド 

(22 残基) を固定し，アナライトとして全長 SPAS-1 を添加した結果，SPAS-1 の添加量依存的

に Resonance Unit (RU) が上昇した (図 35)。したがって，SPAS-1 が酸性残基の豊富な tubulin 

C 末端ペプチドと特異的に相互作用することを見出した。 
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図 34. SPAS-1 による微小管切断における pore の保存された塩基性残基の重要性。A) SPAS-1 AAA ドメ

インの 6 量体リング構造のモデル。アラニン変異を導入し，微小管切断活性が消失したアミノ酸残基

を赤で，微小管切断活性を保持したアミノ酸残基を青で示した。B) リング状 6 量体の pore 周辺の拡大

図。C) 各種 SPAS-1 変異体の微小管切断活性の評価。FuGENE 6 (Roche) を用いて，各種変異型 SPAS-1 

cDNA を transfection し，48 時間後に PFA で固定した。その後，anti--tubulin 抗体 (緑) および anti-FLAG

抗体 (赤) を用いて免疫抗体染色を行った。なお，染色体は DAPI (青) により染色を行った。 
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図 35. 表面プラズモン共鳴法による SPAS-1 と tubulin C 末端の相互作用の検出。緩衝液組成, 10 mM 

Hepes (pH 7.6), 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% Tween 20, 1 mM DTT, 1 mM MgCl2, 3 mM ATP; 測定

温度, 25 ºC; 流速, 20 l/min。 

 

7)-10 Pore の塩基性残基 K257 の解析 

前掲 7)-9 項において，K257A 変異体は微小管切断活性を失うだけでなく，変異 SPAS-1 が

微小管と共局在していることが観察された (図 34C)。同様の現象は，E278Q 変異体を発現す

る細胞でも観察された (図 12A)。E278Q 変異体は ATP 結合能を有するが，ATP 加水分解能を

欠損するため (Ogura and Wilkinson, 2001)，微小管から SPAS-1 自身が脱会合できなくなり，

共局在していると考えられる。しかし，K257A 変異体については ATPase 活性を保持してお

り，野生型と同様に安定な 6 量体も形成できる (図 36)。にもかかわらず，微小管からの脱会

合ができない。したがって，257 番目のリジンは tubulin の認識だけではなく，微小管からの

脱会合にも関与している可能性が示唆された。そこで，257 番目のリジンの機能を明らかに

するため，リジンを長さが異なる同じプラスチャージをもつアルギニン，マイナスチャージ

をもつグルタミン酸，およびチャージをもたないグルタミンに置換し，培養細胞における微

小管ダイナミクスへの影響を調べた。その結果，いずれの変異体においても微小管の消失が

認められなかった (図 37)。さらに，K257R および K257Q 変異体は，K257A 変異体と同様に，

微小管と共局在した。これらの結果から，257 番目のリジンはプラスチャージをもつことだ

けでなく，その側鎖の長さも重要であることが示唆された。次に，tubulin を認識する他の pore

残基との二重変異体を作製し，培養細胞における微小管切断活性を評価した。その結果，

K257A/W251A および K257A/R260A の二重変異体では，K257A 変異体で見られていた微小管

との共局在が解除されたのに対し，K257A/R286A，K257A/R295A 二重変異体は，微小管との

共局在を示したままであった (図 37)。また，K257A/R296A 二重変異体については，約 80%
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の細胞で微小管との共局在が解除された (図 37)。興味深いことに，SPAS-1 と微小管の共局

在の解除に関与した 251 番目のトリプトファンおよび 260 番目のアルギニンは，立体構造上

FaceA の表面に露出しており，微小管との共局在の解除に関与しなかった 286 番目および 295

番目のアルギニンは pore 内部に位置する (図 34A, B)。そして，296 番目のアルギニンは，ち

ょうど pore 表面と内部の中間的なところに位置している (図 34A, B)。以上の結果から，

SPAS-1 による微小管の認識には，pore 表面と内部の少なくとも二つの認識サイトがある可能

性が示唆された。さらに，各種二重変異体における SPAS-1 と微小管の共局在の有無は，微小

管が FaceA から pore 内部に translocation されている可能性を示唆する。 

一方，代表的な AAA プロテアーゼである FtsH は，ATP 加水分解のサイクルが pore の構造

を変換し，基質の translocation を促進することが報告されている (Yamada-Inagawa et al., 2003)。

7)-6 項で述べたように，SPAS-1 においても，pore の芳香族残基である 251 番目のトリプトフ

ァンの蛍光スペクトルが，ATP の結合により変化することから，ATP 加水分解サイクルにお

ける pore の構造変換が示唆される。また，257 番目のリジンが，251 番目のトリプトファン

の近傍に位置していることから，257 番目のリジンは，pore の構造変換が引き起こす微小管

切断へのエネルギーの移行過程に関与している可能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

図 36. ゲル濾過クロマトグラフィー測定結果。濃度, > 5 mg/ml; 注入量, 900 l; 測定 buffer 組成, 25 

mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 10% glycerol。 
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図 37. SPAS-1 による微小管切断における pore の塩基性残基 K257 の重要性。FuGENE 6 (Roche) を用い

て，各種変異型 SPAS-1 cDNA を transfection し，48 時間後に PFA で固定した。その後，anti--tubulin

抗体 (緑) および anti-FLAG 抗体 (赤) を用いて，免疫抗体染色を行った。なお，染色体は DAPI (青) に

より染色を行った。 
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8) 考察 

8)-1 SPAS-1 の ATPase 活性とその促進 

線虫の spastin ホモログ SPAS-1 が ATPase 活性を有すること，その ATPase 活性が微小管を

添加することにより促進されることを見出した (図 14A, B)。興味深いことに，代表的な AAA

プロテアーゼである FtsH は，基質である casein やσ32を添加することにより ATPase 活性が 2

倍程度促進されることが報告されているが (Yamada-Inagawa et al., 2003)，微小管による

SPAS-1 の ATPase 活性の促進は約 7 倍であった (図 14B)。AAA タンパク質の ATP 加水分解の

分子機構として，6 量体の隣り合うサブユニットの共同作用で ATP 加水分解が起こるという

「分子間触媒モデル」が提唱されている (図 38)(Ogura and Wilkinson, 2001)。後で述べるよう

に，SPAS-1 は細胞内に存在する濃度では，単量体あるいは 2 量体で存在していると考えられ

る。したがって，SPAS-1 単量体 (あるいは 2 量体) が微小管に結合し，安定な 6 量体を形成

することにより，ATPase 活性が促進されたと考えられる (図 39)。 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

図 38. AAA ATPaseの ATP加水分解における分子

間触媒モデル (Ogura and Wilkinson, 2001)。SRH

をマゼンタ，ATP を赤で示す。2 分子間の SRH

領域と ATP が相互作用している。 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

図 39. 微小管添加による SPAS-1 の ATPase 活性促進の分子機構 (模式図)。 
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8)-2 SPAS-1 の N 末端領域 

Pull down assay により SPAS-1 の微小管結合領域を同定した。微小管と相互作用するタンパ

ク質が共通してもっているドメインであることから，微小管結合ドメインと考えられていた

MIT ドメインではなく，より C 末端側の MTBD 領域で tubulin と結合することを見出した (図

15)。MIT ドメインについては，最近，エンドソームのタンパク質である CHMP1B の C 末端

が結合することが報告されており，さらに，それらの結合状態の構造も明らかになった (Reid 

et al., 2005; Yang et al., 2009)。また，CHMP1B を含む複数のエンドソームタンパク質で構成さ

れる ESCRT タンパク質複合体が，細胞質分裂の際に現れる midbody に局在することが明らか

となり (Carlton and Martin-Serrano, 2007; Morita et al., 2007)，Connell ら (2009) および Yang ら 

(2009) によって，spastin が CHMP1B を介して midbody に局在し，midbody 周辺の微小管を切

断することが示された。したがって，今回の MIT ドメインは微小管の結合には強く関与しな

いという結果は，これらの報告と一致する。 

一方，MTBD は微小管結合ドメインであるにもかかわらず，生物種間でアミノ酸配列の相

同性が低い領域である。また，MIT ドメインについても，ヒトやマウス，ショウジョウバエ

においてはアミノ酸配列の相同性が高いのに対し，線虫においてはその相同性が低い。そこ

で，MIT ドメインおよび MTBD を含む SPAS-1 N 末端領域の構造解析を行った。その結果，

MIT ドメインは-helix の豊富な領域，MTBD は特定の立体構造をもたない領域であることを

見出した (図 22, 24)。Spastinホモログの MTBDの高次構造については，今までに報告がなく，

今回私は，初めて SPAS-1 の MTBD の高次構造に関する知見を得た。MIT ドメインについて

は，Vps4 および spastin で立体構造が決定され，3 本の-helix から成ることが報告されている 

(Scott et al., 2005b; Takasu et al., 2005; Yang et al., 2009)。したがって，線虫においては MIT ドメ

インのアミノ酸配列が保存されていないものの，高次構造は保存されている可能性が示唆さ

れた。そこで，ソフトウェア MOE を用い，ヒト spastin の MIT ドメインの立体構造 (PDB code: 

3eab; Yang et al., 2009) を鋳型としてモデリングした SPAS-1 MIT ドメインの立体構造を図 40

に示す。すると，ヒト spastin において，CHMP1B の結合に重要である保存された二つの芳香

族残基 (21 番目のフェニルアラニンと 25 番目のチロシン) および 36 番目のグルタミン酸は，

SPAS-1 でも同様に，CHMP1B 結合面であると考えられる面に向かって露出していた (図 40

に青色で示した)。一方興味深いことに，3 本目の-helix (3) については，Yang (2009) らが

CHMP1B と結合すると報告した二つの塩基性残基およびアスパラギンは保存されていないも

のの，二つの塩基性残基 (83 番目のリジンと 97 番目のアルギニン) および 86 番目のアスパ

ラギンがCHMP1B結合面に露出していた (図40に赤色で示した)。HNHA測定の結果からも，

SPAS-1 の 3 本目の-helix は，従来の MIT ドメインのもの (図 22，緑色で囲った3) と比較

し，より C 末端側にシフトしているように見えるため (図 22，橙色の線)，機能的には保存さ

れているが構造的には少し異なることが示唆される。
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図40. SPAS-1 MITドメインのホモロジーモデリング。A) ヒト spastinのMITドメインの構造 (PDB code: 

3eab; Yang et al., 2009) を鋳型としてモデリングした SPAS-1 MIT ドメインの構造。ヒト spastin におい

て，基質である CHMP1B の結合に重要である残基を青色で示した。3 本目の-helix (3) で CHMP1B

結合面に露出しているアスパラギンおよびプラスチャージをもつ残基を赤色で示した。B) A を上から

見た図。 

 

また，SPAS-1 と tubulin の相互作用様式を明らかにするために，tubulin 滴定実験を行ったと

ころ，MTBD 領域で tubulin と強く相互作用し，さらに MIT ドメインを介して弱く相互作用

している可能性が示唆された (図 25)。同様の結果は，表面プラズモン共鳴法を用いた相互作

用実験からも得られ (図 26)，図 41 に示すような SPAS-1 と tubulin の相互作用モデルが考え

られる。現段階では，tubulin に対する MIT ドメインの相互作用の生物学的意義は不明である

が，MTBDと tubulinの結合を補助するような役割があるのかもしれない。今後の課題である。 

 

 

 

 

 

図 41. SPAS-1 と tubulin の相互作用モデル。

青色は MTBD，緑色は MIT ドメイン，赤色

は AAA ドメインを示す。 

B A 
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また最近，天然変性タンパク質という分野が注目を集めている。天然変性タンパク質とは，

特異的な機能をもつが，「本質的に不規則あるいは無秩序 (intrinsic disorder: ID)」な領域と呼

ばれ，タンパク質分子の全体が不規則 (無秩序) 領域からなるもの，または部分的に不規則 

(無秩序) 領域をもつものを言う (西川, 2009)。近年，立体構造解析法の一つである NMR 技術

の飛躍的進歩により，ID ドメインおよびタンパク質の存在が認知されるようになったが，比

較的新しい概念であるため，まだ不明な点も多い。SPAS-1 の MTBD はまさに ID 領域に相当

すると考えられる。したがって，構造生物学的観点においても，大変興味深い領域であると

考えられる。 

 

8)-3 Spastin を含むサブグループのオリゴマー形成 

FtsH を含め，AAA タンパク質は一般的に，6 量体などのリング状オリゴマーを形成し機能

することが知られている (Ogura and Wilkinson, 2001)。一方で，spastin を含め，同じ AAA サ

ブグループに属する katanin や Vps4 は，ATP 依存的に 6 量体を形成することが報告されてい

る (Babst et al., 1998; Hartman et al., 1999; Roll-Mecak and Vale, 2008; White et al., 2007)。しかし

ながら，今回私は，SPAS-1 が ATP 依存的よりむしろ濃度依存的に 6 量体を形成することを示

した (図 27A, B)。前掲 8)-1 項で述べたように，SPAS-1 の ATPase 活性が微小管を添加するこ

とにより促進されたことから，SPAS-1 は MTBD を介して微小管に結合し，微小管上で局所

的に SPAS-1 の濃度が高くなることにより，6 量体を形成しやすくなる可能性が示唆された。

これは，今まで ATP 依存的にオリゴマーを形成すると考えられていた spastin にとって，新し

い知見である。 

また，SPAS-1 のオリゴマー形成状態の検討結果より，ATP 加水分解能に欠陥を有する Walker 

B 変異体 E278Q において，12 量体を形成する可能性が示唆された (図 27B)。AAA タンパク

質の 12 量体形成については，spastin と同じサブグループに属する Vps4 でよく研究されてい

る。12 量体は二つの 6 量体が tail to tail の形で積み重なったもので，その形成には，このサブ

グループで特異的な構造である C 末端の-helix が重要な役割を担っていることが示唆されて

いる (図 42)(Babst et al., 1998; Hartmann et al., 2008; Landsberg et al., 2009; Scott et al., 2005a; 

Vajjhala et al., 2008)。SPAS-1 も C 末端の-helix をもっており (図 29)，これを欠失させた

SPAS-11-432変異体は微小管切断活性を示さない (図 30)。また，6量体の安定性も低下し，ATPase

活性も示さなかった (図 31)。したがって，SPAS-1 についても C 末端の-helix がオリゴマー

形成に重要な役割を担っており，これにより ATPase 活性，微小管切断活性が惹起される可能

性が示唆された。一方，Vps4 の場合，12 量体の形成および安定化に関与する因子として Vta1p

が同定されている (Azmi et al., 2006; 2008; Lottridge et al., 2006; Vajjhala et al., 2006; 2008; Z. Yu 

et al., 2008)。Spastin については今までにこのような知見はなく，今回得られた結果は非常に

興味深いものである。
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図 42. Vps4 のオリゴマー形成状態 (Landsberg et al., 2009)。A) 電子顕微鏡観察により得られた Vps4 12

量体構造に Vps4 6 量体構造のホモロジーモデルをはめ込んだもの。左から，それぞれ上，横，下から

見た図。一番右は，横から見た図を輪切りにしたもの。C 末端の-helix は緑色で示されている。B) Vps4 

12 量体がエンドソームの膜でタンパク質複合体を解体するモデル図。 

 

8)-5 Pore の保存された芳香族残基と塩基性残基の重要性 

AAAタンパク質のリング状オリゴマーの poreに位置する芳香族残基はよく保存されており，

機能に重要であることが知られている (Gerega et al., 2005; Schlieker et al., 2004; Scott et al., 

2005a; Yamada-Inagawa et al., 2003)。SPAS-1 も pore の芳香族残基に相当する位置にトリプトフ

ァンを有しており，これをアラニン，グルタミン酸およびリジンに置換すると，微小管切断

活性が消失することを見出した (図 33)。一方，同じ芳香族残基であるフェニルアラニンに置

換した変異体では，微小管切断活性は保持されており (図 33)，SPAS-1 においても，微小管

の切断に保存された pore の芳香族残基が重要な役割を担っている可能性が示唆された。一方，

微小管を subtilisin で処理し，-および-tubulin の C 末端を除去すると，katanin および spastin

による微小管の切断が起こらなくなることが報告されている  (McNally and Vale, 1993; 

Roll-Mecak and Vale, 2005)。さらに，White ら (2007) は，6 量体 spastin が ATP 依存的に tubulin 

C 末端を認識することを示した。そこで，tubulin の C 末端は，酸性残基が豊富で構造をとっ

ていない領域であることに加え (Nogales et al., 1998; 1999)，図 34A に示した SPAS-1 の 6 量体

B 
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リング構造から pore 周辺に塩基性残基が多いことに着目し，表面に露出している塩基性残基

にアラニンを導入した変異体を作製し，微小管切断活性を評価した。その結果，SPAS-1 によ

る微小管の切断には，pore 周辺に位置する塩基性残基 K257，R260，R286，R295 および R296

が重要であることを明らかにした (図 34C)。さらに，これらの残基はすべて，ヒト，マウス，

ショウジョウバエおよび線虫で保存されていた (図 9)。また，表面プラズモン共鳴法により，

SPAS-1 による-tubulin の C 末端の認識を検出した (図 35)。以上の結果から，SPAS-1 は FaceA

の pore で tubulin を認識していると考えられる。 

さらに興味深いことに，培養細胞で K257A 変異体を発現させると，SPAS-1 が微小管と共局

在することを示し (図 34C)，257 番目のリジンが微小管からの解離に重大な役割をもつこと

を見出した。FtsH において，ATP 加水分解のサイクルが pore の構造変換を起こし，基質の

translocation を促進することが報告されている (Yamada-Inagawa et al., 2003)。SPAS-1 において

も，pore の芳香族残基である 251 番目のトリプトファンが，ATP の結合により構造変化する

ことを蛍光スペクトルの変化により示した (図 28)。257 番目のリジンは，251 番目のトリプ

トファンの近傍に位置しており，257 番目のリジンは pore の構造変換が引き起こす微小管切

断へのエネルギーの移行過程に関与している可能性が考えられる。さらに，K257A 変異によ

る SPAS-1 と微小管の共局在が，tubulin を認識する他の pore 残基 W251 および R260 との二重

変異体では解除された (図 37)。一方，同じ tubulin を認識する R286 および R295 との二重変

異体では，SPAS-1 と微小管の共局在は解除されなかった (図 37)。興味深いことに，SPAS-1

と微小管の共局在の解除に関与した 251 番目のトリプトファンおよび 260 番目のアルギニン

は，立体構造上 FaceA の表面に露出しており，微小管との共局在の解除に関与しなかった 286

番目および 295 番目のアルギニンは pore 内部に位置する (図 34A, B)。そして，296 番目のア

ルギニンは，ちょうど pore 表面と内部の中間的なところに位置しており (図 34A, B)，

K257A/R296A 二重変異体については約 80%の細胞で微小管との共局在が解除された (図 37)。

以上の結果から，SPAS-1 による微小管の認識には，pore 表面と内部の少なくとも二つの認識

サイトがある可能性が示唆された。さらに，pore 内部の認識は，pore 表面の認識に依存する

と考えられる。このような pore による二段階の基質認識 (Two-Step model) に関しては，ごく

最近，ClpX においても報告されており (Martin et al., 2008)，他の AAA タンパク質にも共通す

る新しい知見である可能性が示唆される。 
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8)-6 SPAS-1 による微小管切断モデル 

以上の結果から，以下に示す二つの「SPAS-1 による微小管切断のモデル」を提唱する (図

43)。 

 

【Dissociation model】(図 43A) 

まず，(1) SPAS-1 単量体あるいは 2 量体が MTBD を介して微小管と結合し，微小管上で局

所的に SPAS-1 の濃度が高くなることにより 6 量体を形成しやすくなる。続いて，(2) SPAS-1

の pore 周辺に位置する露出した塩基性残基が tubulin の C 末端を認識し，さらに pore 内部の

塩基性残基が tubulin C 末端をトラップする。そして，(3) SPAS-1 の ATP 依存的な構造変化に

より，(4) SPAS-1 自身の 6 量体の脱会合が起こり，同時に微小管から tubulin が外される。(5) 

これらのステップが繰り返され，微小管脱会合が起こる。この場合，tubulin はほとんど unfold

されず，そのままリサイクルされると考えられる。 

【Translocation model】(図 43B) 

(1) SPAS-1 の 6 量体形成および (2) pore 周辺の塩基性残基による tubulin の認識のステップ

は Dissociation model と同様に起こる。しかしながら，その後，(3) SPAS-1 の ATP 依存的な構

造変化により，(4) tubulin が pore 内部に引っ張り込まれる (translocation)。その結果，tubulin

は少なくとも部分的に unfold され，微小管から放出される。(5) これらのステップが繰り返

され，微小管脱会合が起こる。 

 

前者は，spastin と同じ微小管切断活性をもつ katanin や普遍的な膜融合装置を構成する NSF，

ペルオキシソーム形成因子である PEX1 および PEX6 で提唱されている (Hanson et al., 1997; 

McNally and Vale, 1993; Platta et al., 2005)。後者は，代表的な AAA プロテアーゼである FtsH

や ClpXP，ClpAP，あるいはタンパク質の分解を行う巨大な酵素複合体である 26S プロテア

ソームの活性調節因子である 19S RP (regulatory particle) で提唱されている (Ishikawa et al., 

2001; Voges et al., 1999; Kim et al., 2000; Yamada-Inagawa et al., 2003)。後者は共通して，プロテ

アーゼと共役した unfoldase である。一方で，最近，spastin や Vps4 でも後者のモデルが提唱

されている (Kieffer et al., 2008; Roll-Mecak and Vale, 2008)。これら二つのモデルの最も大きな

違いは，ATP のエネルギーの変換先にある。Dissociation model では，SPAS-1 の ATP 依存的な

構造変化を SPAS-1 自身の 6 量体の脱会合に費やし，結果として tubulin を微小管から脱会合

する。一方，translocation model では，ATP 依存的な構造変化を基質である tubulin の unfolding

と translocation に費やす。また最近，ClpB において，基質である凝集体の中のポリペプチド

を translocation し，次にトラップされた基質を ClpB の 6 量体の不安定化により遊離するとい

う translocation model と dissociation model を組み合わせたようなモデルも提唱されている 

(Haslberger et al., 2008)。Spastin による微小管切断のモデルについては，上記のどちらである

かはまだ議論の余地があり，今後の更なる検討が必要であると考えられる。 
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図 43. SPAS-1 による微小管切断のモデル。A) Dissociation model。B) translocation model。詳細は本文を

参照。 
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8)-7 微小管切断におけるヒト疾患由来 SPAS-1 変異の影響 

本論で解析した各種 SPAS-1 変異のなかで，K224R および R296A 変異が HSP の患者で報告

されている spastin 変異に相当する。K224R 変異体では，ATPase 活性を欠損することによる微

小管切断活性の消失が認められた (図 12A，14A)。また，R296A 変異体についても，pore に

よる tubulin の認識に欠損が生じ，微小管切断活性の消失が認められた (図 34C)。以上のよう

に，ヒト患者由来 SPAS-1 変異は spastin の微小管切断活性を消失させ，結果として疾患を発

症していると考えられる。 

HSP の患者で同定された spastin 変異は 150 以上にもなり，その変異の多くは AAA ドメイ

ン内に存在する (図 44)(Fonknechten et al., 2000)。一方で，N 末端領域の変異も同定されてお

り，ATPase 活性の欠損だけではなく，基質への結合阻害，タンパク質の不安定化などが原因

となり，微小管切断活性の低下を引き起こし，結果として疾患を発症することが考えられる。

しかし興味深いことに，ヒト患者において，MTBD 内には nonsense 変異しか同定されておら

ず，今までに missense 変異の報告はない。これは，MTBD の微小管結合には，複数のアミノ

酸残基が関与しており，一残基のアミノ酸置換では微小管の結合に影響を及ぼさないことを

示唆しているのかもしれない。 

 

 

 

図 44. ヒト患者で同定された spastin 変異 (Fonknechten et al., 2000)。Spastin 遺伝子モデル上にヒト患者

で同定された 39 の変異を示す。7-11 アミノ酸残基, 推定上の核局在シグナル (橙); 50-78, 508-529 アミ

ノ酸残基, ロイシンジッパーモチーフ (青); 382-389 アミノ酸残基, ATP 結合サイト Walker A モチーフ 

(緑); 437-442 アミノ酸残基, Walker B モチーフ (緑); 480-498 アミノ酸残基, SRH モチーフ (黄)。□は

missense 変異，●は nonsense 変異 (MTBD 内の変異は赤で示す)，▲は exon skipping 変異，▼は frameshift

変異，X は splicing 変異を表す。なお，Intron の長さは不正確である。 

 

最近，Yu ら (2008) によって，spastin が軸索の分岐点周辺の微小管を切断し，さらに軸索

の分岐形成を促進することが示された。このことから，spastin 変異が軸索周辺の微小管の集

積を引き起こし，異常な軸索が形成されることにより HSP が発症すると考えられた。一方，

軸索輸送に着目すると，軸索輸送には速いものと遅いものが存在することが知られており，

速い軸索輸送が行われるためには，長い微小管は短く切断されなければならないことが報告

されている (Baas et al., 2005; Baas and Qiang, 2005; Wang and Brown, 2002)。したがって，spastin

変異により軸索周辺の微小管が切断されなくなり，結果として軸索輸送に欠損が生じ，HSP

を発症する可能性も考えられる。 
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9) 結語 

本研究において，生化学的・構造生物学的解析を駆使し，得られた結果を統合して，線虫

spastin ホモログ SPAS-1 による微小管切断機構についてモデルを提唱するに至った。具体的に

明らかにした項目を以下に示す。 

 

(1) Pull down assay により，SPAS-1 の微小管結合領域 (MTBD) を同定した。また，NMR 解

析により，MTBD は特定の構造をもたない領域であることを明らかにした。さらに，NMR

測定における滴定実験により，SPAS-1 は MTBD 領域で tubulin と強く相互作用し，さら

に MIT ドメインを介して弱く相互作用している可能性が示唆された。 

(2) ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて，SPAS-1 が濃度依存的に 6 量体を形成すること

を見出した。 

(3) ショウジョウバエ spastin の AAA ドメインの構造および p97 D1 ドメインの 6 量体構造

を鋳型とし，SPAS-1 AAA ドメインの 6 量体リング構造のホモロジーモデリングを行った。

得られた構造をもとに，変異導入実験を行った結果，SPAS-1 による微小管切断には，pore

の保存された芳香族残基および塩基性残基が重要であることを見出した。さらに，表面プ

ラズモン共鳴法により，これらが-tubulin C 末端を認識している可能性が示唆された。さ

らに，SPAS-1 6 量体リング構造の pore による tubulin の認識には，pore 表面と内部の少な

くとも二つの認識サイトがある可能性が示唆された。 

 

本研究で得られた spastin による微小管切断の分子機構に関する知見は，単に微小管ダイナ

ミクスの一端を明らかにするにとどまらず，AAA タンパク質全体の生物学的 (生化学的) 理

解に貢献する。また，ヒト spastin と SPAS-1 の相同性は高く，線虫で明らかになる機構がヒ

ト細胞での機能およびヒト疾患発症機序の理解に貢献する可能性は高い。したがって，今回

得られた結果は，spastin 遺伝子に変異をもつ遺伝性痙性対麻痺の病因解明および治療法の開

発にも役立つものと考える。さらに，SPAS-1 N 末端については，構造生物学的観点において

も興味深い知見を得ることができ，天然変性タンパク質といった新しい分野の発展にも貢献

することが期待できる。 
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