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研究成果の概要（和文）：SH3YL1は新規の脂質結合ドメイン（SYLFドメイン）を有しており、細胞膜ラッフリング形成
に重要であることを報告している。本研究では、in vitroでのリポソームを小さくするSYLFドメインのvesiculation活
性の生理的意義の解明を目的とした。
細胞内でSH3YL1-GFPは、初期エンドソーム近傍に局在することが認められた。また、SH3YL1 RNAiにおいて、EGFの取り
込み、EGFRの分解の減少、またMultivesicular body（MVB）形成も抑制され、SH3YL1がMVB形成に必須であることが示
された。今後は、より詳細なメカニズム解明を実施する予定である。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitinated signaling receptors such as the epidermal growth factor (EGF) re
ceptor (EGFR) are delivered to early endosomes, and then sorted to lysosomes for degradation via multivesi
cular bodies (MVBs). The mechanism underlying the formation and scission of intraluminal vesicles to gener
ate MVBs has remained elusive. In this study, we find that the localization of SH3YL1, which has been foun
d by our group previously, shows the punctate pattern and the puncta is localized close to early endosomes
. Deficiency of SH3YL1 prevents EGF trafficking from early to late endosomes, and inhibits the degradation
 of EGFR. Moreover, we show that loss of SH3YL1 results suppression of EGFR sorting into MVBs, indicating 
that SH3YL1 is required for the MVB biogenesis. Taken together, our observations reveal that an indispensa
ble role of SH3YL1 in sorting of EGFR and MVB biogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜は、成長因子やホルモンなどの外界
刺激に応答し、ダイナミックな変化をとげ、
その結果、細胞の運動や分化等に適応するこ
とができる。その膜変形の基本原理を支えて
いるのが、細胞膜を構成する脂質分子と細胞
質中のタンパク質との直接的な相互作用で
ある。これまでに PH ドメイン、PX ドメイ
ン、BAR や F-BAR ドメイン等リン脂質結合
ドメインは広く研究され機能も判明してい
るものも多いが、未だ発見・解明されていな
いリン脂質結合ドメインも多い。 
 申請者は最近、新規のリン脂質結合ドメイ
ン SYLF ドメインを発見・定義し、そのドメ
インを有する哺乳類細胞唯一の SH3YL1 と
いう機能未知であったタンパク質が、イノシ
トールリン脂質との結合を介して膜ラッフ
リングの形成を制御することを見出してい
る（Hasegawa et al. J Cell Biol. 2011）。ま
た、興味深いことに、in vitro において、SYLF
ドメインが酸性リン脂質含有リポソームを
小胞化する活性（vesiculation 活性）を示す
ことを明らかにしている。さらに、全反射顕
微鏡（TIRF）を用いて SH3YL1-GFP の細胞
内局在を観察したところ、ドット状の局在を
示すことが判明した。このドットはクラスリ
ンやカベオリンといった既知のエンドサイ
トーシスマーカーと一致せず、SH3YL1 は新
規のエンドサイトーシス経路の分子である
ことが想定された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、in vitro 及び in vivo で観
察されたSYLFドメインの vesiculation活性
について、その生理的意義を解明することで
ある。SH3YL1 が既存のエンドサイトーシス
マーカーと一致しないことから、新規のエン
ドサイトーシス経路の分子であり、これまで
と異なる新規経路を発見・提示できるものと
思われる。 
 
３．研究の方法 
 a) in vitro vesiculation 活性の測定 
 リコンビナントタンパク質（SYLF ドメイ
ンのみ、SH3YL1 全長）を大腸菌より精製し、
Folch 画分（酸性脂質が豊富な画分）のリポ
ソームと混合し、顕微鏡下でその変化を観察
した。リポソームを可視化するため、Folch
画分に少量のローダミン-PE を添加した。 
 b) マーカータンパク質の探索 
 SH3YL1-GFP は、クラスリンやカベオリ
ン等のエンドサイトーシスマーカーとは共
局在しなかったため、EEA1（初期エンドソ
ーム）や CD63（後期エンドソーム）といっ
たオルガネラマーカーとの共染色を試みた。
また、EGF や transferrin（Tfn）を取り込ま
せて、SH3YL1-GFP のドットと共局在する
のか経時的に観察した。 
 c) SH3YL1 RNAi によるエンドサイトーシ
スへの影響 

 HeLa もしくは COS-1 細胞を用いて
SH3YL1 のノックダウンの系を構築し、EGF
の取り込みへの影響並びに EGF 受容体の分
解アッセイを行った。 
 d) Multivesicular body（MVB）形成への影
響の検討 
 SH3YL1 RNAi によって EGF の取り込み
に影響はないものの、初期・後期エンドソー
ム間の輸送に影響があることが示唆された
ことから、MVB への輸送に影響が出るか観
察した。具体的には、SH3YL1 RNAi による
MVB マーカーの局在変動及び EGFR の
MVB への移行具合を検討した。後者に関し
ては、Rab5（Q79L）発現に伴い形成される
ラージエンドソーム内に通常では EGF 受容
体が含有されるが、MVB 陥入に異常が生じ
るとラージエンドソーム内への局在は認め
られなくなる、ということを指標に検討した。 
 
４．研究成果 
(1) vesiculation 活性の再現確認 
 まずは、in vitro での vesiculation 活性の
確認を行った。リコンビナントタンパク質
（SYLF ドメインのみ、SH3YL1 全長）を精
製し、リポソームの挙動を顕微鏡下で観察し
た。以前と同様、SYLF ドメインを添加した
場合は、大きいリポソームは効率良く小さい
リポソームに変化した（vesiculation 活性）。
一方、SH3YL1 全長タンパク質の添加では、
vesiculation 活性を示したものの、SYLF ド
メインほどの活性はなかった。これは全長タ
ンパク質ではフォールディングにより、
SYLF ドメインが隠されてしまっているのが
原因だと思われる。現在、SYLF ドメイン及
び全長において結晶構造解析を進めており、
構造が解けたら、どのようにフォールディン
グされているのかより理解が進むものと思
われる。また、SYLF ドメイン内のどのアミ
ノ酸（特に塩基性アミノ酸）が vesiculation
活性に必須なのか、点変異体を作製し、検討
する予定である。 
 
 (2) オルガネラマーカーとの共局在 
 次に、SH3YL1-GFP のドットがどのオル
ガネラマーカーと重なるか、初期エンドソー
ムマーカーの EEA1、リサイクリングエンド
ソームマーカーtransferrin receptor（TfnR）、
後期エンドソームマーカーCD63 などとの共
染色を行った。その結果、いずれのマーカー
とも共局在を示さなかったが、SH3YL1 は
EEA1 の非常に近傍に局在することが明らか
となった（図１）。また、蛍光が付加された
EGF 及び Tfn を細胞に取り込ませ、経時的
に SH3YL1-GFP との共局在を観察したとこ
ろ、0min ではほとんど重ならなかったもの
の、取り込み後 15min で、EGF の一部が
SH3YL1 と共局在性を示した。このことから、
SH3YL1 はエンドサイトーシスの初期では
なく後期過程に局在し、機能していることが
推測された。 



(3) SH3YL1 RNAi によるエンドサイトーシ
ス経路への影響 
 SH3YL1 がエンドサイトーシスのどの段
階で機能しているのか検討するため、
SH3YL1 のノックダウン（RNAi）の系を構
築した。HeLa 細胞においてタンパク質レベ
ルでノックダウンされているか確認後、細胞
内に取り込んだ EGF を経時的に観察した。
取り込み後すぐ（0min）では、初期エンドソ
ームマーカーの EEA1 と良く共局在し、これ
は取り込み後 30nim では共局在率は減少し

た。SH3YL1 RNAi でもコントロールと同様
な結果が得られ（図２）、SH3YL1 は EGF の
細胞膜から初期エンドソームへの輸送には
機能していないことが示唆された。 
 次に、初期エンドソームから後期エンドソ
ームへの輸送を検討する目的で、EGF と
CD63 の共局在を経時的に観察した。その結
果、コントロールでは EGF 取り込み後
30min 及び 60min で CD63 と高い共局在を
示したものの、SH3YL1 RNAi ではいずれの
時間においてもほとんどCD63とは重ならな
かった（図３）。 

  
 また、EGF 受容体の分解アッセイでも上記
の実験結果と一致したデータが出ている。コ
ントロールでは、EGF 刺激によって EGF 受
容体は時間依存的に分解されるが、SH3YL1 
RNAi ではその分解は著しく抑制されていた。
これらの結果から、SH3YL1 は EGF のエン
ドサイトーシスで初期エンドソームから後
期エンドソームの間で重要な役割を担って
いることが強く示された。 
 
(4) SH3YL1 RNAi による MVB 形成への影
響 
 SH3YL1 はエンドソーム間で機能してい
ることが推測されたので、次に MVB 形成に
関与しているか検討した。MVB はエンドソ
ーム上に窪みを形成し、それが中へ陥入しエ
ンドソーム内に多数の小胞が局在するオル
ガネラで、その形成に ESCRT 分子が関わっ
ていることがすでに知られている。その
ESCRT 分子の幾つかに関して、SH3YL1 
RNAi で局在及び発現変動を検討してみたが、
抗体がうまく work せず、結果ははっきりし
なかった。そこで、Rab5（Q79L）を用いた
MVB の模倣の実験系で検討することとした。
Rab5（Q79L）を発現させるとエンドソーム
が膨張し、それが MVB を模倣し、実際 EGF
受容体はその肥大したエンドソーム内に局
在した。これは EGF 受容体が MVB 内に取
り込まれていることを意味している。一方、
SH3YL1 RNAi では、EGF 受容体が膨張エ
ンドソーム内ではなく、多くがその周りに局
在していることが判明した（図４）。すなわ
ち、SH3YL1 RNAi では MVB 形成に欠落が
生じており、その結果 EGF の輸送がその段
階で停止していることが示唆された。 
 
  

  
  
 

 以上の結果から、SH3YL1 は初期エンドソ
ームと後期エンドソームの中間的な位置に
局在しており、MVB 形成に極めて必須な分
子であることが考えられた。今後は、in vitro
の vesiculation 活性と MVB 形成の関連性を
探るため、vesiculation 活性に必須なアミノ
酸を同定し、その変異体を用いて MVB 形成
への関与を検討するとともに、MVB 形成の

図１. SH3YL1-GFP と EEA1 の共染色 

図２. EGF と EEA1 との共局在率 

図３. EGF と CD63 との共局在率 

図４. MVB 形成能への影響 



どの段階で SH3YL1 が機能しているのか、
様々な ESCRT 分子との相互作用などを調査
し、より詳細な SH3YL1 の機能解明を行って
いく予定である。 
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