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研究成果の概要（和文）：エンドサイトーシスはクラスリン小胞を介して、様々な物質を取込む機構である。以
前の研究で私は、蛍光エンドサイトーシスマーカーを用いた網羅的なスクリーニングを行い、エンドサイトーシ
スに異常のある変異体の単離に成功した。本研究ではこれら変異体の中から主要な遺伝子について研究を実施し
た。クラスリン小胞の形成過程ではRhoファミリータンパク質や細胞膜脂質成分の重要性を明らかにした。クラ
スリン小胞の輸送過程ではアクチン重合調節因子SRV2が、クラスリン小胞とエンドソームの融合過程ではPan1の
リン酸化制御の重要性を見出した。また、エンドソームの成熟過程におけるRabファミリータンパク質の役割を
解析した。

研究成果の概要（英文）：Endocytosis is the process to internalize extracellular materials by 
clathrin coated vesicles (CCV). After internalization, CCV is transported to lysosome via early and 
late endosomes. However, how these processes are regulated remains unclear. In the previous work, we
 generated new fluorescence marker for endocytosis in budding yeast, and screened mutants that 
display endocytic defects. As a result, we identified many mutants in various endocytic steps. In 
this study, we categorized these mutants into 4 groups according to their phenotypes, and performed 
detailed analysis.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
エンドサイトーシスは様々な細胞外分子や膜タ
ンパク質などを取り込む現象で、栄養物質の
取り込みをはじめ、免疫応答機構、細胞分裂
の制御、神経細胞におけるシナプス小胞の形
成、細胞膜成分のリサイクルなど、多様な基本
的生命現象に関与している。エンドサイトーシ
スによりクラスリン小胞に取り込まれた分子は、
小胞融合により、初期エンドソームに輸送され
た後、後期エンドソームを経て最終的にリソソ
ームへと送られ分解される。しかし、その輸送
機構については未だ不明な点が多い。エンド
サイトーシスは、ウィルス感染やがん細胞の増
殖にも深く関与しており、エンドサイトーシスの
分子機構を明らかにすることは、 これらの病
因の解明や、治療薬開発にも繋がる重要な課
題である。  
２．研究の目的 
本研究では出芽酵母を用いてエンドサイトーシ
スの分子機構を明らかにすることを目的とした。
これまで、分泌経路やオートファジーといった細
胞内小胞輸送経路の解明には、出芽酵母を用
いた網羅的なスクリーニングによる変異体の同
定が重要な役割を果たしてきた。一方、エンドサ
イトーシス経路については、その輸送に異常の
ある変異体の網羅的な解析は行われていなか
った。これは、出芽酵母においてエンドサイトー
シス経路を特異的に可視化できるマーカーが存
在しなかったことが大きな原因として挙げられる。
私は以前の研究において、出芽酵母の接合フ
ェロモンであるα-factor に蛍光分子を付加する
ことにより、世界で初めてエンドサイトーシス経路
を特異的に可視化することのできるマーカーの
開発に成功した (Toshima et al., PNAS, 2006)。
また、この蛍光α-factor を用いて、エンドサイト
ーシス経路に異常を示す酵母変異体の網羅的
なスクリーニングを行い、エンドサイトーシス異常
を示す変異体の単離に成功した。本研究では、
これらスクリーニングにより同定した遺伝子を解
析することで、エンドサイトーシスの機構を解明
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
酵母遺伝子欠損ライブラリー5155変異体につい
て蛍光-factorの輸送に異常がみられる遺伝子
のスクリーニングを行い、既知のエンドサイトーシ
ス関連タンパク質 44 種類を含む 196 種類の変
異体を同定した。これらの変異体について、そ
の蛍光-factor が蓄積している部位をもとに、ク
ラスリン小胞の形成に異常を示すもの (クラス A
変異体)、細胞内小胞輸送に異常を示すもの(ク
ラス B 変異体)、リソソーム（液胞）の融合および
形成に異常を示すもの(クラス C 変異体)に分類
した。これらの表現型はその遺伝子が輸送経路
で果たす機能と相関していると思われる。そこで、
本研究では、これらの分類を基に、⑴細胞膜上
におけるクラスリン小胞の形成機構、⑵クラスリン
小胞の初期エンドソームへの輸送の制御機構、
⑶初期エンドソームから後期エンドソームへの移

行および成熟機構、について研究を行った。ま
ず各輸送経路に関わると予測されるクラス A〜C
の変異体について、エンドサイトーシスの定量解
析や局在解析を行うことで重要遺伝子を絞り込
んだ。更に、これらの遺伝子の機能欠損変異体
の作製、蛍光顕微鏡を用いたライブセルイメー
ジングにより詳細な機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
1. 細胞膜上におけるクラスリン小胞の形成機
構の解明 
クラスAの表現型を示す変異体として、２４種類
の変異体を同定した。これらの変異体につい
て、放射標識した-factorを用い、細胞内への
取込み効率を定量的に調べた。その結果、10
種類の遺伝子欠損変異体での取込み効率の
異常が認められ、その中に低分子量 G タンパ
ク質Rhoファミリーの一つであるRho4が含まれ
た。この変異体では細胞膜受容体との結合量
も低下していることから、受容体のリサイクリン
グにも異常がある可能性が示唆された。一方、
クラス A 変異体には細胞膜脂質成分であるホ
スファチジルセリン(PS)の合成酵素遺伝子であ
る CHO1、およびホスファチジルイノシトール
(PI)のリン酸化酵素遺伝子である STT4 が含ま
れており、これらは細胞膜の脂質組成を調節
する役割が知られている。そこで、CHO1 遺伝
子欠損体や STT4 遺伝子変異体を用いて、ク
ラスリン小胞形成への影響、細胞膜上での PS、
PI(4)P、および PI(4,5)P2の局在を調べた。その
結果、CHO1遺伝子欠損体ではPS量が著しく
減少しており、クラスリン小胞を介した積み荷の
細胞内への取り込み効率が著しく低下すること、
また stt4 変異体および PI4P 5 キナーゼ mss4
変異体についても、積み荷の取り込みに著し
い異常を明らかにした。そこで、STT4 遺伝子、
MSS4遺伝子およびゴルジ体局在のPI(4)-キナ
ーゼである PIK1 遺伝子の温度感受性変異体
を作製し、これらのエンドサイトーシスに対する
影響を調べた。stt4-1 変異体、pik1-1 変異体
では PI(4)P が著しく低下し、クラスリン被覆ピッ
トへの積荷タンパク質のリクルートに異常が生
じたのに対し、mss4-1 変異体では PI(4,5)P2量
が低下し、クラスリン小胞の細胞内への取り込
みに異常が生じた。以上の結果はこれらのタン
パク質がエンドサイトーシスの異なる過程で働
いていることを示唆した（主な発表論文 1）。 
 
2. クラスリン小胞の初期エンドソームへの輸送
の制御機構の解明 
 エンドサイトーシス過程におけるクラスリン小胞
と初期エンドソームの会合にはアクチンフィラメ
ントが重要な働きをしている (Toshima et al., 
PNAS, 2006)。そこで同定したアクチン関連遺伝
子の中で、単量体アクチン結合タンパク質であ
る Srv2p の遺伝子変異体について、アクチン細
胞骨格やエンドサイトーシスに与える影響を二



重色リアルタイムイメージング解析により詳細に
解析した。その結果、アクチンケーブルの形成
の阻害や、顕著なエンドサイトーシスの抑制が
見られた。更に、Srv2がアクチン切断因子である
コフィリンと協調的に働き、エンドサイト−シスに
おける細胞膜陥入後のアクチンの脱重合を促進
していること、Srv2 による ADP/ATP 交換の促進
がアクチン重合を促進していることを明らかにし
た（主な発表論文 3）。 
一方、クラスリン結合タンパク質である Pan1（哺
乳類 Eps15 ホモログ）の変異体ではクラスリン小
胞の脱被覆に異常が見られ、pan1 変異体では
クラスリン小胞とアクチンケーブル、さらに初期エ
ンドソームの結合が安定化することを見出した
（主な発表論文 2）。この結果は、クラスリン小胞
とエンドソームの融合がアクチンケーブル上で起
こることを示している。 
3. 初期エンドソームから後期エンドソームへの
移行および成熟機構 
クラスB変異体として同定した低分子量Gタンパ
ク質 Rab5 の酵母ホモログである Vps21p はエン
ドサイトーシス経路だけではなく、ゴルジ体で生
合成された物質をリソソームへ輸送する VPS 経
路の両方に関わっていることが知られていたが、
輸送のどの段階で働いているかについては明ら
かになっていなかった。本研究では Vps21 の変
異体を用いた解析により、Vps21 が VPS 経路と
エンドサイトーシス経路の合流には必要ではなく、
その後の輸送経路で働いていることを明らかに
した。また、酵母 Rab5 のすべての遺伝子を欠損
させても、エンドサイトーシス経路は完全には遮
断されないことから、エンドサイトーシスによる積
み荷のリソソームへの輸送は従来の Rab5 依存
的なエンドサイトーシス経路とは別に、Rab5非依
存的なAP3経路を介するものがあることを明らか
にした（主な発表論文 7）。 
 一方、Rab5は下流のRab7の活性化に必要で
あり、初期から後期エンドソームの成熟に関わっ
ていると報告されている。そこで、出芽酵母の全
てのRab5ファミリータンパクを欠損した変異体に
おけるRab7の局在を調べたところ、Rab7は液胞
（リソソーム）膜に局在した。また、Rab5とRab7が
両方欠損した細胞では RAb5 とは独立した AP3
経路にも異常が見られた。これらの結果は Rab7
の活性が VPS 経路と AP3 経路の両方において
制御されていることを示唆している。 
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