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研究成果の概要（和文）：減数分裂時のエンドサイトーシスを観察するライブイメージング系を構築した。その結果、
Mug170は胞子形成時に細胞膜の特定の領域に局在し、Psy1の局在変化と同時に観察することができた。Psy1のとりこみ
に重要なリジン残基を決定した。分裂酵母に存在する７つのHECTタイプユビキチンリガーゼ欠損株を作製し、Psy1のと
りこみを観察したところ、いずれの株でもとりこみの欠損は見られなかった。また、減数分裂時に発現量の上がるmug
遺伝子破壊株約200にGFP-Psy1を導入して、20の関連遺伝子を取得した。これらの中には、ユビキチンリガーゼ、サイ
クリン、微小管の構築に関わる遺伝子などが含まれていた。

研究成果の概要（英文）：We conducted live imaging of endocytosis during meiosis by fluorescence 
microscopy and demonstrated that Mug170 localizes to the specific region on the plasma membrane of 
zygote. We also observed dynamic behavior of Psy1 during meiosis and determined the lysine residue 
required for its internalization. No HECT-type ubiquiin ligase mutants showed defects in internalization 
of Psy1. Moreover, we identified 20 genes involved in Psy1 internalization, which encode ubiquitin 
ligase, cyclin, and microtubule-related proteins.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
エンドサイトーシスは、細胞が細胞外のもの
をとりこむ真核生物に普遍的な生命現象で
あり、細胞膜上のタンパク質のターンオーバ
ーや、物質のとりこみと放出を制御している。 
 申請者は分裂酵母の胞子形成過程を解析
している過程で、減数分裂に作動するエンド
サイトーシスの存在を発見した。細胞膜に局
在するシンタキシン 1 オルソログ Psy1 は、
細胞膜から消失し、代わって胞子細胞膜へと
局在をダイナミックに変化させる。シンタキ
シン１は、細胞膜上で膜小胞との特異的融合
に直接関わるタンパク質で、膜小胞のターゲ
ット膜を規定しているがその局在が細胞膜
から前胞子膜へと変化するのである。これに
より、分泌小胞の輸送方向の変化を大規模に
起こすことが可能となる。 
 
２．研究の目的 
それではこの減数分裂特異的な Psy1 のとり
こみを引き起こす因子は何であろうか？申
請者らはその候補としてアレスチン様タン
パク質をコードする mug170+を取得した。ア
レスチンは真核生物に普遍的に存在し、酵母
においては細胞膜タンパク質のエンドサイ
トーシスに関わっている。一般的に細胞膜タ
ンパク質のエンドサイトーシスはユビキチ
ン化が引き金になるが、アレスチンは細胞膜
タンパク質とユビキチンリガーゼのアダプ
ターとしてはたらくことにより、とりこまれ
るタンパク質に特異性を与えている。①
mug170+が減数分裂特異的に発現すること②
mug170 破壊株で Psy1 のとりこみが阻害され
ること③栄養増殖時に Mug170 を強制発現さ
せると Psy1 が細胞膜からとりこまれること
から、Mug170 が Psy1 のとりこみに直接関わ
る可能性が高いと考えられる。本研究は、Psy1
の減数分裂特異的なエンドサイトーシスの
分子メカニズムをアレスチン様タンパク質
Mug170 の解析を通して明らかにすることを
目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Psy1、Mug170 の減数分裂時のとりこ
みを蛍光顕微鏡下で観察できる系を構築す
る。 
 
（２）Psy1 のとりこみに関わる新たな遺伝子
を取得する。 
 
（３）Psy1 のとりこみのメカニズムを解明す
る。 
 
 
４．研究成果 
（１）Psy1、Mug170 や核タンパク質、各オ
ルガネラ局在マーカータンパク質などを
CFP, GFP, mCherry など異なる蛍光タンパ
ク質で標識し、さらにエンドサイトーシスを

追跡できる蛍光試薬FM4-64なども含めたラ
イブイメージング系を構築した。これにより
Mug170は胞子形成時に細胞膜の特定の領域
(Psy1 が局在できるところ)に局在し、Psy1
のダイナミックな局在変化をみることがで
きた。Mug170 が Psy1 のとりこみに関与す
ることをサポートする結果が得られた。 
 
（２）①アレスチンは通常、ユビキチンリガ
ーゼと結合して、ターゲットタンパク質のユ
ビキチン化に関わる。そこで、ユビキチンリ
ガーゼのうち、細胞膜に局在する HECT ドメ
インをもつユビキチンリガーゼが、Mug170
を認識する可能性があると考えた。分裂酵母
にはHECTタイプのユビキチンリガーゼが7
つ存在する。これら、すべての遺伝子破壊株
を作製し、Psy1 のとりこみを観察した。し
かしながら、いずれの株でもとりこみの欠損
は見られなかった。したがって、Psy1 のと
りこみには複数のユビキチンリガーゼが関
わっている可能性が考えられた。②Psy1 の
とりこみは減数分裂時に起こるので、とりこ
みに関連する遺伝子も同じような発現パタ
ーンを示すのではないかと考えた。分裂酵母
では、減数分裂・胞子形成時に発現が上昇す
る mug 遺伝子に注目した。約 200 の mug 遺伝
子破壊株に GFP-Psy1 を導入して、減数分裂・
胞子形成時のとりこみを観察した。その結果、
Psy1 のとりこみに異常のある株を 20 取得し
た。これらの中には、ユビキチンリガーゼ
（HECT タイプではない）、サイクリン、微小
管の構築に関わる遺伝子など興味深いもの
が含まれていた。 
 
（３）ユビキチンは標的タンパク質のリジン
残基に付加される。Psy1 に存在する 12 カ所
のリジン残基をアルギニンに置換したさま
ざまな変異株を作製し、減数分裂・胞子形成
時のとりこみについて調べた。全てのリジン
残基について調べた結果、とりこみに重要な
リジン残基を決定した。 
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