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研究成果の概要（和文）：中心体は、微小管の形成中心としてだけでなく、細胞膜の形成起点としてもはたらい
ているが、その分子メカニズムは不明な点が多い。分裂酵母の胞子細胞膜の形成は、中心体（酵母ではSPB）か
ら始まるため、中心体からの細胞膜形成のモデルになると考えた。本研究の目的は、ゲノムワイドな逆遺伝学と
生化学的手法を組み合わせ、この膜形成開始の分子メカニズムを解明することである。本研究では、カルモジュ
リンがCa2+依存的にSpo15と結合し、SPBに局在することによって、胞子細胞膜の起点としてはたらくことを明ら
かにした。さらにカルモジュリン/Spo15が結合するSPBタンパク質を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The centrosome functions not only as a microtubule formation center but also
 as a starting site for plasma membrane formation, but its molecular mechanism is still unclear.
Since the formation of spore cell membranes in fission yeast begins from the centrosome (SPB in 
yeast), it was considered to be a model for cell membrane formation from the centrosome. The purpose
 of this study is to elucidate the molecular mechanism of the initiation of this membrane formation 
by combining genome-wide reverse genetics and biochemical methods. In this study, we revealed that 
calmodulin binds to Spo15 in a Ca2 + -dependent manner and localizes to SPB, thereby acting as a 
starting point for the spore cell membrane. Furthermore, we revealed the SPB protein to which 
calmodulin / Spo15 binds.

研究分野： 酵母の分子遺伝学・分子細胞生物学

キーワード： 中心体　膜　胞子　酵母

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、分裂酵母中心体からの胞子細胞膜形成の分子メカニズムが一部明らかになった。具体的には、膜
形成時にSPBに新たに形成されるMOPという構造がSpo15という巨大なコイルドコイルタンパク質によって行われ
ていることを明らかにした。とくに、Spo15が真核生物で高く保存されているCa2+結合タンパク質カルモジュリ
ンと結合し、Ca2+/カルモジュリン依存的にSPBに局在するという結果は、単に分裂酵母の胞子細胞膜形成開始の
メカニズムだけでなく、中心体からの膜形成にCa2+シグナルが関わるという重要な知見が得られ、膜形成開始の
メカニズムの研究に重要な知見を与えうると考えてられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 中心体は、微小管の形成中心として染色体の分配等で機能することはよく知られている。しか
し、細胞膜形成の起点としての別の機能も有する。例えば、動物細胞の一次繊毛形成では中心体
の付属突起物と呼ばれる構造に、膜小胞が集まり、そこを起点として繊毛膜が新しく形成される。 
 一方、申請者の研究対象である分裂酵母の胞子形成においても同様の細胞膜新生がみられる。
胞子形成時になると、動物細胞の中心体に相当する SPB (spindle pole body)の細胞質側に MOP 
(meiotic outer plaque)という付加構造が形成され、そこに膜小胞が集まり、融合することによ
り胞子細胞膜が形成される。大変興味深いことに、この過程に関わる遺伝子の一部は一次繊毛の
形成に関わる遺伝子と共通のものが使われていることを申請者のグループは明らかにした。す
なわち、現象的にも分子レベルにおいても、中心体の細胞膜形成起点としてのはたらきは、進化
を超えて普遍的に保存されている可能性が考えられ、そのメカニズム解明には大変興味が持た
れる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、分裂酵母の胞子細胞膜形成の中で特に、中心体 (SPB)における膜形成開始に
焦点を当て、形成に必要な遺伝子の同定と解析により、その分子メカニズムを解明することであ
る。「微小管の形成中心」としての中心体のはたらきについては世界的に盛んに研究されてきた。
一方で、「細胞膜の形成起点」としての役割については研究例も少なく、その分子メカニズムは
不明な点が多い。本研究は、もっとも単純な真核モデル生物である酵母の胞子形成を対象として、
中心体における膜形成開始のメカニズム解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 胞子形成時にはまず、SPB の細胞質側に付加構造 MOP (meiotic outer plaque)が形成される。
MOP に膜小胞が集まり、融合して胞子細胞膜形成が開始する。MOP の構成因子としては、Spo2, 
Spo13 が知られているが、これらが SPB に局在するためには、MOP と SPB を結びつける巨大な
タンパク質 Spo15 が必要である。本研究では、とくに Spo15 に注目し、MOP はどのようにして
形成されるのか？MOP と胞子細胞膜を直接結びつけるタンパク質 X は何であるかについて、分
子遺伝学、分子細胞生物学および生化学的手法を組み合わせ明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 胞子形成に必須な遺伝子として取得された遺伝子として、Dms1 に注目した。Dms1 は膜貫通
ドメインを持つ機能未知のタンパク質であった。dms1 破壊株で胞子細胞膜は全く形成されなか
ったことから、Dms1 は胞子細胞膜形成開始に必須であることがわかった。Dms1 に GFP を付加
し、その局在を観察した結果、栄養増殖時から SPB に観察された。また、核膜にも弱いながら
シグナルが見られた。Spo15 および MOP 構成タンパク質 Spo2, Spo13 は dms1 の遺伝子破壊株で
はいずれも SPB に観察出来なかった。逆に spo15, spo2, spo13 の遺伝子破壊株では Dms1 は SPB
に局在できた。Dms1 の C 末端にある膜貫通ドメインを削った変異タンパク質は SPB に局在で
きなかった。逆に膜貫通ドメインだけでも SPB に局在することができた。以上のことから、Dms1
は膜貫通ドメインを介して核膜に局在し、N 末端側で MOP 構成因子と相互作用し、これらを
SPB にとどめている可能性が示唆された。しかしながら、Dms1 と Spo15 や既存の MOP 構成因
子との直接的な結合は見られなかったため、Dms1 は未知のタンパク質を介して MOP を SPB に
局在させていると考えられる。 
 カルモジュリンは真核生物の間で高く保存され、Ca2+シグナル伝達タンパク質として、さま
ざまな生命現象に関わっている。カルモジュリンの変異株では胞子形成に欠損があることが知
られていた。酵母ツーハイブリッド法およびプルダウン法により、カルモジュリンが、Ca2+依存
的に Spo15 と直接結合することを明らかにした。Spo15 は約 2000 アミノ酸からなる非常に巨大
な SPB の構造タンパク質である。様々な Spo15 部分欠失変異タンパク質を構築し、その機能に
ついて調べた。その結果、SPB への局在には C 末端側約 500 アミノ酸の領域が必要であること
が明らかになった。特に 1500-1600 アミノ酸の領域は安定して SPB に局在するために必要であ
った。次に、カルモジュリンとの結合領域を調べたところ、こちらについても C 末端側約 500 ア
ミノ酸が必要であった。また、Spo15 は Spo2 と結合することが知られているが、Spo2 との結合
には、逆に N 末端側 130 番目から 60 アミノ酸が必要であることがわかった。Spo2 はさらに別
の SPB タンパク質を介して胞子細胞膜形成の場所となると考えられている。興味深いことに
Spo15 の中央部分約 1200 アミノ酸を欠失させても胞子細胞膜形成はある程度おこった。以上の
結果から、Spo15 は C 末端側で Ca2+依存的にカルモジュリンを介して SPB に結合・局在し、N
末端側で MOP 構成タンパク質の足場となり、その中央部分は SPB 本体と膜形成が行われてい



る場所の空間的な距離を作るのにはたらいている可能性が示唆された。 
 カルモジュリンが MOP の形成に関わることが明らかになったため、胞子形成時に細胞内の
Ca2+濃度がどのように変化するかを蛍光タンパク質 GCaMP を用いて観察した。分裂酵母では
すでに栄養増殖で使用可能であることが示されていたので、これを胞子形成時に適用した。その
結果、胞子細胞膜形成開始時には細胞内で GCaMP の蛍光強度が高くなることが明らかとなっ
た。これが、膜形成と直接関わるかどうかについては、今後の課題である。 
 分裂酵母の SPB 本体を構成するタンパク質はかなり同定されている。この中で、核膜付近に
局在する Sad1、中央に局在する Pcp1、細胞質側に局在する Sid4, Cdc11 について、Spo15 と結合
するかを酵母ツーハイブリッド法を用いて調べた。その結果、Cdc11 についてポジティブな結果
が得られた。cdc11 遺伝子は生育に必須なタンパク質であるため、温度感受性変異株を用いた解
析を行った。しかしながら、用いた cdc11 変異株では胞子形成には大きな影響が見られなかった。
また、調べた cdc11 変異株では、Spo15-GFP タンパク質の SPB への局在も顕著な異常が見られ
なかった。これらの結果については、使用した cdc11 変異株の変異点の問題（cdc11 は多くのタ
ンパク質の足場としてはたらくので、どのタイプの変異を選ぶのかは重要である）や Cdc11 以
外に Spo15 の局在に関わるタンパク質が存在する可能性があると考えられる。 
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