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研究成果の概要（和文）：細胞膜に局在するシンタキシン 1オルソログ Psy1は、減数分裂時
に細胞膜からとりこまれ、前胞子膜へと局在をダイナミックに変化する。本研究は、その

分子メカニズムを明らかにすることを目的とする。Psy1の取り込みの認識には減数分裂特
異的に発現するアレスチン様タンパク質 Mug170、取り込みにはアクチン骨格系が関わる
ことを明らかにした。また、Psy1 の取り込みの際に Psy1 がユビキチン化される可能性を
示すいくつかのデータを得た。 
 
研究成果の概要（英文）：The plasma membrane syntaxin 1 ortholog Psy1 is internalized and changes 
its localization to the forespore membrane during meiosis. The aim of this study is to address the 
molecular mechanism of this meiotic endocytosis of Psy1. An arrestin-like protein Mug170 which is 
upregulated during meiosis was involved in this process. Like mitotic endocytosis, meiotic endocytosis 
required actin-cytoskeleton. Furthermore, we obtained data that ubiquitination of Psy1 triggers 
internalization during meiosis.  
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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
のを取り込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、物質の取り込みを制御している。
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、減数分裂特異的に作動する
エンドサイトーシスの存在を発見した。興

味深いことに、胞子形成時、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、代わって前胞子膜へと局
在をダイナミックに変化させる。膜小胞の
ターゲット膜を規定しているシンタキシン
１が局在を細胞膜から、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
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となる。申請者らは Psy1の局在変化にはエ
ンドサイトーシスが必要であることを明ら
かにした。 
 
２．研究の目的 
このエンドサイトーシスについては栄養増
殖時の通常のエンドサイトーシスと比べて
いくつかの違いが見られる。したがって、
減数分裂時のエンドサイトーシスは、胞子
という新しい細胞が新生するときにおこる
新しい細胞内の秩序を構築するのに必須な
システムであると考えられる。ここではこ
の新しいエンドサイトーシスを meiotic 
endocytosisと呼び、その分子メカニズムの
解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）meiotic endocytosis の可視化： Psy1
や核タンパク質、各オルガネラ局在マーカ
ータンパク質をさまざまな蛍光タンパク質
で標識し、さらにエンドサイトーシスを追
跡できる蛍光試薬なども含めたライブイメ
ージング系を構築する。 
 
（２）meiotic endocytosis の制御因子の取
得：①GFP-Psy1をもたせた細胞に変異を導
入し、胞子形成に欠損を示す変異株を多数
取得した。また、この中で GFP-Psy1 が減
数分裂時に細胞膜に残っているものの取得
を目指す。これらの変異株を分類し、原因
遺伝子を網羅的に取得・解析する。②胞子
形成時に転写誘導される因子のうち、エン
ドサイトーシスに関わると予想されるもの
について、解析を行う。③Psy1のユビキチ
ン化の解析：エンドサイトーシスの制御に
は標的タンパク質のユビキチン化があげら
れる。Psy1についても調べる。 
 
４．研究成果 
 
（１）meiotic endocytosisの可視化：meiotic 
endocytosisを蛍光顕微鏡下で追跡、観察す
る系を構築した。Psy1や核タンパク質、各
オルガネラ局在マーカータンパク質を CFP, 
GFP, mCherry など異なる蛍光タンパク質
で標識し、蛍光試薬 FM4-64 で標識したエ
ンドサイトーシスとともに観察可能とした。 
 
（２）meiotic endocytosisの制御因子の取得
：①GFP-Psy1を発現させた株を変異剤処理
し、約50,000株のスクリーニングで、約5,600
株のヨウ素蒸気で褐色に染まらない変異株
を取得した。これらの株を１つ１つ蛍光顕
微鏡下で観察し、減数分裂時にPsy1が前胞
子膜に移行しないもの、すなわち、meiotic 
endocytosisが欠損している可能性の高い株
を38株程度取得した。これらは16の相補性

グループに分類された。このうち5つの遺伝
子を決定した。そのうち４つはアクチン細
胞骨格系、１つはユビキチン修飾系の遺伝
子であった。②そこで胞子形成時に発現量
が大幅に増加するユビキチン関連因子であ
るアレスチン様タンパク質Mug170に注目
し解析を行った。mug170破壊株ではPsy1の
取り込みが部分的に阻害された。また、
Mug170を強制発現させると通常細胞膜に
みられるPsy1が細胞内に取り込まれ、ドッ
ト状に局在した。Mug170は胞子形成特異的
に発現することが知られている。以上のこ
とから、Mug170が胞子形成時にPsy1の細胞
内の取り込みに関わる可能性が示唆された
。 
（３）Psy1 のユビキチン化の解析： Psy1
にはユビキチン化の標的となるリジン残基
が 12個存在するが、それをアルギニンに置
換したさまざまな変異株を作製した。まず
12 個すべてをアルギニンに変えた変異株
はエンドサイトーシスが阻害された。次に、
どのリジンがエンドサイトーシスに必要な
のかを調べたところ、N 末付近に存在する
３つの近接するリジンが重要であることが
わかった。このことから、Psy1のエンドサ
イトーシスにもユビキチン化が必要である
ことが示唆された。HECT 型といわれるユ
ビキチンリガーゼはエンドサイトーシスに
必要なことが知られている。分裂酵母に存
在する HECT型ユビキチンリガーゼ遺伝子
のすべてについて破壊株を作製したが、ど
の破壊株でも Psy1 の取り込みは阻害され
なかった。このことから Psy1のユビキチン
化には複数のユビキチンリガーゼが関わる
可能性が示唆された。 
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