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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内新規膜構造形成過程である前胞子膜形成の分子機構の解明を目指
し、PP1複合体とSSV複合体の働きを調べた。PP1複合体については、脱リン酸化のターゲットの候補を明らかに
している。SSV複合体については、前胞子膜と小胞体の間のコンタクトサイトを形成して、tetherタンパク質や
Oshタンパク質と共に働く可能性を示した。また、Spo71がVps13のリクルートに加えて前胞子膜上のPI4Pの制御
あるいはVps13のPI4Pレベルの高い膜上での機能性に関与することを示した。これらの研究を通して、PP1複合体
とSSV複合体が互いに独立に関与する前胞子膜伸長の分子機構の理解に貢献した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the functions of the PP1 complex and the SSV 
complex to elucidate the molecular mechanism of the formation of the prospore membrane, a novel 
intracellular membrane structure formation process. As for the PP1 complex, we have identified a 
candidate target for dephosphorylation. As for the SSV complex, we have shown that it may form a 
contact site between the prospore membrane and the endoplasmic reticulum and work with tether and 
Osh proteins. We also showed that Spo71 is involved in the regulation of PI4P on the prospore 
membrane or in the functionality of Vps13 on membranes with high PI4P levels, in addition to Vps13 
recruitment. Through these studies, we have contributed to our understanding of the molecular 
mechanisms of prospore membrane expansion in which the PP1 and SSV complexes are involved 
independently of each other.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、微生物の環境応答・細胞分化の過程への理解が深まったのにとどまらず、生物に普遍的な新規膜
形成制御の分子機構に迫ることができた。細胞内新規膜構造の形成は、高等動物の精子の頭部の形成や、繊毛の
形成の初期の過程、そして植物の細胞板の形成など広く真核生物で見られる生命現象であり、その理解にも今後
つながると考える。さらに、この過程で働く因子の一つであるVps13のヒトホモログはさまざまな神経変性疾患
の原因として知られており、本研究は疾患の分子機構の解明へとつながるものでもある。

※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 
出芽酵母の胞子形成は、酵母が栄養源の枯渇を察知して細胞内をダイナミックに変化させ、スト
レス耐性の胞子を作り出す、環境応答・細胞分化の過程である。この過程では、前胞子膜と呼ば
れる膜構造が細胞質中に出現し、減数分裂によって生じる娘核、その他オルガネラ、そして細胞
質を包み込んで胞子の前駆体となる。前胞子膜はオートファジーで観察される隔離膜と同様に
細胞内で形成される新規二重膜構造であるが、隔離膜とは様々な面で異なっている。これらの膜
は形成に必要とされる因子も異なっており、特に前胞子膜形成の分子機構には未だ不明な点が
多い。オートファジーと異なる機構による新規膜構造形成は、精子の形成過程や動物細胞の繊毛
の形成過程、植物の細胞板形成過程にもみられる。前胞子膜形成はこれらの過程を理解するため
のモデルになりうる。 
研究代表者らはこれまで、前胞子膜形成の分子機構の解明に貢献してきた。前胞子膜形成過程の
詳細な解析をライブイメージングにより行い、前胞子膜の形成が以下の４段階よりなることを
示した(1)。① 輸送小胞が融合して前胞子膜が出現する② 第一伸長により小さな球状になる③
第二伸長によりカシュナッツ状の形態をとる④先端の閉鎖に伴って大きな球状に変形する。中
でも、第二伸長は、核、オルガネラ、細胞質を包み込む重要な段階であり、適切な膜の形態形成
を必要とする。研究代表者らはこの第二伸長に、1型プロテインホスファターゼ (PP1)複合体 と
脂質輸送タンパク質 Vps13 を含む SSV 複合体が、互いに独立に寄与することを示した。さら
に、PP1 複合体は前胞子膜に沿ってバー状の構造をとるセプチン細胞骨格と、SSV 複合体はホ
スファチジルイノシトール４−リン酸（PI4P）とそれぞれ機能的に関係することを示した(2)。研
究代表者らは、これら複合体の役割を中心に前胞子膜形態形成の分子機構解明に取り組んでい
る。 
酵母の前胞子膜形成は、新しい生体膜が適切な形、大きさへと形づくられる過程であり、生体膜
形成のモデルとして世界で広く研究されてきており (3-5)、国内からは研究代表者らがこの分野
に貢献してきた。また、PP1 の研究は、主に海外で大変進んでいるが、PP1 と精子形成の関係
が最近明らかにされてきており、本研究は、モデル生物を用いてこの分野に示唆を与える研究と
いう面も持つ。Vps13 については、オルガネラ間のメンブレンコンタクトサイトに局在する脂
質輸送タンパク質として酵母とヒトの両方で最近大変注目されている(6, 7)。ヒトでは４つのア
イソフォームがそれぞれ神経系の疾患の原因遺伝子とされており(8)、我々の研究は、細胞分化
における Vps13の働きの理解に貢献するのにとどまらず、疾患の理解にもつながる研究である。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは、『PP1複合体は小胞輸送と細胞骨格の制御により、SSV複合体は小胞体と前胞
子膜のメンブレンコンタクトサイトを形成して脂質組成制御と膜脂質供給を行うことにより、
それぞれ独立に前胞子膜第二伸長における膜の形態形成に寄与する』という仮説を立てている。
この仮説を検証することにより前胞子膜形態形成の分子機構を解明し、細胞内新規膜構造形成
の理解に寄与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) PP1 複合体(Gip1-Glc7)のターゲットを網羅的に調べるため、野生株と gip1∆株について胞
子形成を誘導したのち、リン酸化ペプチドを精製し、LC-MS-MS を用いて同定した。以前は成
功していなかったが、より詳細な条件検討により系を改善し、解析を行った。 
(2) Oshタンパク質(Osh1-7)について、GFPを付加して胞子形成時に発現させ、その細胞内局在
を観察した。 
(3) ER-前胞子膜コンタクトサイトの形成の可能性を、Split-GFP 法によって検討した。 以前の
研究では ERと前胞子膜の膜タンパク質を用いたが、今回は ER膜タンパク質と前胞子膜に結合
するマーカータンパク質を用いた。 
(4) SSV複合体中の Spo71について、その役割について知るため、Vps13と結合する PxPモチ
ーフを含むドメインに前胞子膜マーカーを融合させ、spo71 破壊株で発現させることにより
Spo71の役割を担えるかを検討した。また、同時に、前胞子膜上の PI4Pのレベルを下げる Sac1
と前胞子膜マーカーの融合タンパク質を発現させた場合についても胞子形成を観察した。 
(5) SSV複合体とともに働くと考えられる tetherタンパク質(Ist2, Scs2, Scs22, Tcb1-3)の遺伝
子について、多重破壊株を作製しその表現型を調べた。 また、Ice2の遺伝子の破壊も加えた７
重破壊株も作製し、その胞子形成を観察した。 
(6) SSV複合体で中心的な役割を果たす Vps13の C末ドメインは前胞子膜と相互作用すること
が予想されている。その近傍で働く因子の探索を目指して、Vps13のC末ドメインに error prone 
PCRによって変異を導入して温度感受性胞子形成変異株を作製し、その表現形を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) PP1複合体(Gip1-Glc7)のターゲットを網羅的に調べるための LC-MS-MS解析の結果、新た



にいくつかの胞子形成関連遺伝子の取得に成功した。現在、個別に解析を始めており、今後メカ
ニズムの解明につながることが期待できる。 
(2) 以前の研究で ER-細胞膜コンタクトサイトに局在する tether タンパク質が胞子形成時には
前胞子膜上に局在することを明らかにしていたが、それと協調的に働く脂質輸送タンパク質で
あるOshタンパク質のうち少なくともOsh2,3は明らかに前胞子膜上に局在することを示した。 
(3) ER膜タンパク質と前胞子膜マーカーを用いた Split-GFP実験により、前胞子膜に沿って蛍
光が観察された。(2)の結果と合わせて、ER-前胞子膜コ
ンタクトサイトの存在を強く示唆していると考えられ
る。 
(4) Spo71の PxPモチーフを含むドメインと前胞子膜マ
ーカーの融合タンパク質は、Vps13を前胞子膜にリクル
ートできるが(図１)、それだけでは spo71 破壊株の胞子
形成を回復できないことが明らかになった（図２）。これ
により、Spo71 には Vps13 を前胞子膜にリクルートす
る以外にも役割があることを示された。これに対して、
この融合タンパク質に加えて、前胞子膜の PI4P レベル
を低下させるタンパク質(Sac1-前胞子膜マーカー融合タ
ンパク質)を同時に発現した場合には、spo71破壊株の胞
子形成不全が部分的に回復することを明らか
にした（図２）。これにより、Spo71は Vps13
を前胞子膜にリクルートするのに加えて、前
胞子膜上の PI4P のレベルの制御、あるいは
PI4P レベルの高い膜上における Vps13 の機
能性に関与することが示された。  
(5) SSV 複合体とともに働くと考えられる
tether タンパク質(Ist2, Scs2, Scs22, Tcb1-3)
の遺伝子の 6 重破壊株は野生株と変わらない
効率で胞子形成をしたが、形成される前胞子
膜の形態、そして胞子の形態が異常になるこ
とを明らかにした。このことは、tetherタンパ
ク質が前胞子膜の形態形成に関係することを
示している。さらに ICE2 を加えて 7 重破壊
株を作製したが、不安定な表現型を示したの
で、これについては再度検討の必要がある。 
(6) Vps13 の C 末領域に変異を入れることにより作製された vps13 温度感受性胞子形成変異株
は、やはり前胞子膜の伸長が温度感受性になっていることが示され、今後の関連因子の解析と探
索の足掛かりを得た。  
(7) 本研究により、PP1複合体については、脱リン酸化のターゲットの候補を明らかにしするこ
とに成功し、さらなる解析を進めている。SSV 複合体については、前胞子膜と小胞体の間のコ
ンタクトサイトを形成して、tetherタンパク質や Oshタンパク質のそこへの局在化に必要であ
ることや、コンポーネントの 1 つである Spo71 が Vps13 のリクルートに加えて前胞子膜上の
PI4Pの制御、あるいは PI4Pレベルの高い膜上における Vps13の機能性に関与することを示し
た。これらの研究を通して、PP1複合体と SSV複合体が互いに独立に関与する前胞子膜伸長の
分子機構の理解に貢献した。本研究は、真核生物における新生膜やオルガネラの形成の理解につ
ながるとともに、関連するヒト疾患の理解にもつながるという意義もあると考える。  
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