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受容体は自身の活性による clathrin-coated pitの形成後くびり切られた clathrin-coated 

vesicle に乗ってエンドサイトーシスされる。この時、受容体により活性化された Src

型チロシンキナーゼ（SFKs）によって clathrin heavy chain (CHC)のチロシン残基がリ

ン酸化される。また細菌が細胞に侵入する際に宿主細胞の clathrin を必要とすること

が知られているが、clathrin-coated vesicle は細菌ほど大きな小胞を形成することはでき

ない。細胞非侵入性の腸管病原性大腸菌(EPEC)は感染時にアクチン台座を形成する

ことで細胞に強固に付着するが、このアクチン台座形成に clathrin を必要とする。細

菌の細胞への感染における clathrin とそのチロシンリン酸化の役割について解析する

ために、著者らは３つの異なる感染モデルを用いた以下 1-6 の実験を行った。 

1. まず細菌の宿主細胞への感染時に CHC のチロシンリン酸化を伴うことを確認し

た。細胞非侵入性菌株の Listeria innocua に侵入因子 Internalin A (InlA、E-cadherin を介

する経路)または InlB (Met を介する経路)を発現させた L. innocua (InlA)、L. innocua 

(InlB)を上皮細胞に感染させると、特に L. innocua (InlA)を感染させたときに CHC のチ

ロシンリン酸化は強く検出され、それは InlA の処理によっても観察された。非侵入

性の EPEC の感染においても CHC のチロシンリン酸化は強く検出された。 

2. 以前、著者らは CHC のチロシン 1477 が SFKs によるリン酸化サイトであること

を同定したが、精製したSrcと clathrinのペプチド断片を in vitroで反応させることで、

チロシン1487もSFKsによってリン酸化され得ることが質量分析法によってわかった。

チロシン 1477、1487 リン酸化ペプチドに対する抗体を作製し、感染細胞におけるチ

ロシンリン酸化 clathrin の局在を観察したところ、宿主細胞の細菌との接着面でチロ

シンリン酸化 CHC と F-actin のリクルートメントが観察された。 

3. そこで CHC のチロシンリン酸化が細菌の侵入やアクチン台座の形成に重要なの

ではと考え、内在性の CHC を siRNA によりノックダウンし、そこへ CHC WT または

CHC Y1477, 1487F 変異体を戻すレスキュー実験を行った。細菌の侵入やアクチン台

座形成には CHC のチロシンリン酸化が必要であることが示唆された。 

4. Clathrin-coated vesicle では細菌ほど大きなもののエンドサイトーシスはできない。

細菌の細胞内部への移行に clathrin がどのように関わるか調べるために、電子顕微鏡

を用いて感染部位の超微細構造を観察した。細胞に侵入した細菌の周囲の細胞膜では

clathrin-coated pit が観察された。このことから細菌は宿主細胞内で clathrin-coated pit

形成を引き起こすと考えられる。また EPEC の感染において、アクチン台座の周囲に

clathrin-coated pit が多く存在することを電子顕微鏡写真で示した。著者らはこれらの



ことから、安定な構造物である clathrin-coated pit が actin 骨格再編成の基盤を担ってい

るのではないかと推察している。 

5. 次に、細菌の感染において clathrin-coat による actin 骨格再編成に関与しそうなタ

ンパク質の候補を挙げて解析した。巨大な clathrin 格子を形成するのに関与する

clathrin のアダプタータンパク質 Dab2 と、clathrin-coat での actin 動態に重要な Hip1R

は、L. innocua (InlA)と L. innocua (InlB)の細胞への侵入部位で actin と共局在し、また

EPEC の感染においては EPEC とアクチン台座との間に存在した。Dab2 はモータータ

ンパク質である Myosin VI と結合することで clathrin を介したエンドサイトーシスを

制御することが知られているため、Myosin VI の局在を観察したところ、Dab2 と同様

に細胞への侵入部位で actin と共局在したが、EPEC の感染では Myosin VI の集積は観

察されなかった。 

6. Clathrin-coat 形成から actin 骨格再編成に至るまでの分子機構を調べるために、

Dab2、CHC、clathrin light chain (CLC)、Myosin VI、Hip1R それぞれのノックダウンに

よる他のタンパク質のリクルートメントへの影響を観察した。この結果から、Dab2

によって CHC と Myosin VI がリクルートされ、CHC に CLC が結合し、CLC により

Hip1R が、Hip1R により actin がリクルートされることが示唆された。Myosin VI ノッ

クダウンは関連するタンパク質のリクルートメントに影響を示さなかったが、細菌の

侵入を障害した。また CHC のチロシンリン酸化は CHC より下流のタンパク質のリク

ルートメントに必要であった。 

以上のことから、次のモデルが提唱された。

宿主細胞では細菌の接着部位に Dab2、そして

CHC がリクルートされる。SFKs による CHC チ

ロシンリン酸化によって clathrin-coat が蓄積し、

そこへ Hip1R を介して actin がリクルートされ

る。このことにより、EPEC などの細胞非侵入

性細菌の場合にはアクチン台座が形成され、ま

た InlA や InlB を介した細胞侵入性細菌の感染

においては、Dab2 に結合した Myosin VI が actin

上を移動することで細菌を細胞内へ移行する。 

この論文では clathrin のチロシンリン酸化が

細菌の細胞内侵入に重要な役割を果たすことが

示 さ れ た 。 そ し て そ の 細 菌 の 侵 入 は

clathrin-coated vesicle を介したエンドサイトー

シスによるものではないことが示唆された。非

侵入性細菌でも同様のプロセスを経て actin 骨

格再編成を起こすことも示されたため、細菌が

宿主細胞に感染するために広く用いられている

経路なのかもしれない。 


