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研究成果の概要（和文）： 
細胞膜上の受容体はリガンドと結合することにより活性化され、その後、エンドサイトーシスにより細胞

内へと取り込まれる。この機構は、細胞増殖シグナルの下方制御やウィルス感染に深く関わっている。

しかしながら、活性化した受容体がどのようにしてクラスリン小胞に取り込まれるのか、また受容体を含

むクラスリン小胞がどのようにして初期エンドソームに輸送されるのか、についてはまだ十分には解明さ

れていない。本研究において、私達はクラスリン小胞形成の初期過程について、詳細に解析し、受容

体の取込み過程に必要な複数のタンパク質の同定に成功した。また、酵母遺伝子欠損ライブラリーの

スクリーニングにより、受容体のエンドサイトーシスに異常のみられる変異体の複数単離に成功し、そ

の表現型の解析を行った。これらの成果は、これまで不明であった出芽酵母における受容体のエンド

サイトーシス新しい機構の解明に繋がると期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To elucidate the mechanisms how activated receptor is recruited to clathrin coated pits, we 
screened yeast genome library, and identified Bmh2p, yeast homologue of 14-3-3 protein, as 
a binding protein for yeast Ste2 GPCR. In addition, we tagged human CCR2B receptor with 
GFP and succeeded in expressing and analyzing endocytic pathway of the receptor in yeast 
cells. We also screened about 5000 gene deletion mutants and identified 200 of them that exhibited 
aberrant endocytic transport. 
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１．研究開始当初の背景 
エンドサイトーシスは様々な細胞外の物質を細

胞内へと取り込む機構で、栄養物質の摂取、免
疫応答機構、細胞膜受容体の取り込みなど多く



の生命現象に関与している。受容体のエンドサ
イトーシスは、活性化した受容体を速やかに細
胞内に取り込み分解する機構であり、これにより、
受容体を介する細胞内へのシグナルのダウンレ
ギュレーションが行われる。しかしながら、研究
開始当初においては、受容体のクラスリン小胞
への輸送機構、およびクラスリン小胞の細胞内
エンドソームへの輸送機構については、まだ十
分には明らかにされていなかった。これは、活性
化した受容体のエンドサイトーシス機構がまだ十
分に解明されていないからであり、受容体のエ
ンドサイトーシスによる不活性化の基本原理を明
らかにすることは、エンドサイトーシス異常により
生じるがんの原因究明のために非常に重要であ
る。 

 (2) クラスリン小胞の初期エンドソームへの輸送

機構の解明 

クラスリン小胞—エンドソーム間の輸送に異常の

ある変異体の同定を行った。蛍光標識した Ste2

受容体のリガンド(Alexa-α-factor) を用いて、

酵母の遺伝子欠損ライブラリーをスクリーニング

し、クラスリン小胞—エンドソーム間の輸送に異常

がみられる変異体のスクリーニングを行った。ま

た、クラスリン小胞とエンドソームの会合に必要と

されるアクチン骨格について、エンドサイトーシ

スおよびアクチン骨格関連タンパク質の変異体

を作製し、アクチンおよびクラスリン小胞の動態

解析を行った。 

 
 ４．研究成果 
２．研究の目的 (1) 受容体がクラスリン小胞へ取り込まれる機構

の解明 本研究では、私達の研究室が新規に開発した
出芽酵母のエンドサイトーシスマーカーを用い
て、リガンドの結合により活性化した受容体のク
ラスリン被覆小胞への輸送機構を明らかすること
を目的としている。エンドサイトーシスは下等単
細胞生物から哺乳類細胞にいたる全ての生物
種において見られる現象であり、出芽酵母と哺
乳類細胞のエンドサイトーシスの分子機構は非
常に類似している。このことから、本研究では出
芽酵母の接合フェロモン受容体をモデルとして
用いて先駆的な研究を行い、将来的に得られた
知見を哺乳類細胞に応用し、ヒトの病因の解明
や、治療法の開発など、医学上の展開の基盤と
することを目的としている。具体的には、活性化
した受容体が (1) 活性化後どのようにして速や
かにクラスリン小胞へ輸送されるのか 、そして細
胞内に取り込まれたクラスリン小胞が (2)どのよう
にして非常に小さなオルガネラである初期エンド
ソームを認識し、正確に会合するのか 、それら
の分子メカニズムを解明することにある。これら
の分子機構を解明することで、受容体のエンド
サイトーシスによる細胞膜から細胞内、そしてリソ
ソームまでの全輸送過程の基本原理を明らかに
することを目的としている

リガンド-受容体の移動を制御するタンパク質の

同定を試みた。酵母ツーハイブリッドスクリーニン

グにより、ユビキチン化したSte2pに結合する蛋白

質の解析を行い、Ste2受容体に特異的に結合す

る幾つかの蛋白質の単離に成功した。この中で

、哺乳類14-3-3蛋白質酵母ホモログである

Bmh2pをSte2pの新規結合蛋白質として解析を

進めた。哺乳類14-3-3蛋白質は様々な種の細

胞において幅広く発現し、高度に保存されてい

るアダプタ−蛋白質であり、標的蛋白質とリン酸

Ser/Thrを介して結合することが知られている。

Bmh2pがSte2pにリン酸化依存的に結合するか

調べるため、脱リン酸化型Ste2pを作製し結合を

調べた。この結果、Bmh2pは脱リン酸化型受容

体とは結合しなかった。BMH2遺伝子はクラスリン

遺伝子と遺伝学的に相互作用することが報告さ

れており、また、近年哺乳類ホモログである

14-3-3も細胞内輸送に関与することが報告され

ている。これらのことからBmh2pはSte2pのクラスリ

ン被覆小胞によるエンドサイトーシスに関与して

いる可能性が高い。さらに、Bmh2pの他に機能未

知タンパク質であるYlr419wを同定し、現在その

結合および機能を解析中である。 

。 
 
３．研究の方法 

(1) 受容体がクラスリン小胞へ取り込まれる機構

の解明 
 

出芽酵母の GPCR の一種である Ste2 受容体を

モデルとして用いて、活性化した Ste2p 結合タン

パク質のスクリーニングを行った。また、クラスリ

ン被覆ピットを可視化するために、エンドサイト

ーシスの初期過程で働くことが知られている複

数のタンパク質に GFP を付加し、その動態を解

析した。さらに、出芽酵母を用いた研究により明

らかにされた受容体輸送の機構が哺乳類細胞

にも適用できるかを調べるために、ヒト GPCR を

出芽酵母に発現させ、そのエンドサイトーシスを

調べた。 
 図1. Ste2pのBmh2pへのリン酸化依存的結合 

 



次に、出芽酵母にヒトGPCRを発現し、そのエンド

サイトーシスを調べた。ヒトケモカイン受容体の一

種であるCCR2BにGFPを付加し、出芽酵母の

TPI1遺伝子プロモーターの下流につなげ発現さ

せた。その結果、CCR2Bは細胞膜および液胞に

局在することが分かった。エンドサイトーシスに必

須の遺伝子であるEND3の欠損変異体に発現さ

せたところ、CCR2Bの主要な局在は細胞膜へと

変化した。さらに、CCR2Bの細胞内ドメインに存

在するYXXφモチーフに突然変異を入れたとこ

ろ、CCR2Bのエンドサイトーシスは著しく抑制さ

れた。これらのことは、ヒトCCR2B受容体のエンド

サイトーシス機構が出芽酵母でも保存されており

、出芽酵母を用いた解析が可能であることを示

唆している。 

 

(2) クラスリン小胞の初期エンドソームへの輸送

機構の解明 

エンドサイトーシスマーカーであるAlexa-α

-factorを用いて、クラスリン小胞—エンドソーム間

の輸送に異常がみられる変異体のスクリーニング

を行った。この結果、約200種類の輸送に異常が

見られる変異体を同定した。得られた変異体を

輸送異常の表現型で分類すると、「細胞膜から

細胞内の輸送」、「エンドソーム間の輸送」、「エン

ドソームからリソソームへの輸送」の三つに大きく

分類することができた。この中で、「細胞膜からの

取り込みに異常があるもの」について、さらにクラ

スリン被覆小胞の形成段階に与える影響、また

エンドソームマーカーの細胞内への取り込み量

の解析を行った。この結果、約10種類の変異体

ではクラスリン被覆の形成過程に異常があること

、また約20種類についてはエンドソームマーカー

の細胞への結合効率が低下していることが分か

った。また、本スクリーニングにより、約10種類の

機能未知の遺伝子の同定に成功した。現在、こ

れらの遺伝子の機能について解析を行っている

。また、クラスリン小胞とエンドソームの会合に異

常がある変異体の解析を行った。エンドサイトー

シス関連およびアクチン細胞骨格関連タンパク

質約50種類について、これらの遺伝子欠損変異

体におけるアクチン細胞骨格およびクラスリン小

胞の動態を解析した。この結果、アクチン重合制

御因子であるSrv2の変異体において、クラスリン

小胞の細胞内への取り込みが著しく抑制されて

いることが分かった。また、この変異体において

はアクチンフィラメントの形態、および重合速度な

どに顕著な異常がみとめられた。この結果より、

Srv2を介したアクチン骨格の制御がエンドサイト

ーシス過程におけるクラスリン小胞とエンドソーム

の会合において重要であることが明らかになった

。 
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