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研究成果の概要（和文）： 受容体がクラスリン小胞へ取り込まれる機構を解明するために、酵母ゲノ

ムライブラリーを用いたスクリーニングを行い、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同定した。また、13 種のヒト GPCR に GFP を付加し出芽酵母に発現さ

せることに成功した。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については,出芽酵母の

全遺伝子（約 6500 種類）の約 8 割の変異体についてスクリーニングが完了し、約 200 種類の輸送に異

常が見られる変異体を同定した。 

 
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 GPCR. In addition, we tagged 13 human GPCR with GFP and 
succeeded in expressing in yeast cells. We also performed screening of about 80 % of yeast 
gene knock out strains for endocytosis defect, and identified about 200 genes that exhibited 
defects in 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、
細胞外シグナルの下方制御、病原ウィルスの
細胞内への感染など多くの生命現象に関与
している。私は以前の研究で、活性化した受
容体が細胞膜上で集積し、その後クラスリン
小胞へ移動する現象を可視化することに成

功した。しかしながら、その分子機構につい
てはまだ不明な点が多かった。一方、受容体
を取り込んだクラスリン小胞は初期エンド
ソームへと輸送されるが、私は以前の研究で、
クラスリン小胞が細胞内へと取り込まれる
場所と時間を正確に認識し、その場所に向か
って積極的に動くという非常に興味深い現
象を発見した。しかしながら、これらの輸送



を制御する分子機構についても研究開始当
時において全く解明されていなかった。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞膜上にランダムに局在
する細胞膜受容体が (I) 活性化後どのように
してクラスリン小胞へ移動するか、そして細
胞内に取り込まれたクラスリン小胞が広大
な細胞質の中で (II) 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
子機構を解明していくことで、活性化した受
容体が細胞膜上から細胞内、そして最終的に
リソソームまで運ばれる、その全輸送過程の
基本原理を明らかにすることを目的として
いる。 
 
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  については、まず①受容体の移
動を制御するタンパク質の同定、を試みた。
そのためにユビキチン化した受容体に結合
する蛋白質のスクリーニングを行った。また、
受容体のリン酸化は、その後のユビキチ化を
引き起こすため、スクリーニングにより同定
したタンパク質がリン酸化型受容体に特異
的に結合するかを調べた。また②ヒト GPCR
を用いた受容体輸送の分子機構の解析、につ
いては、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た。 
(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 については、まず①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。Alexa-�-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。野生型細胞ではクラスリン小
胞に取り込まれた Alexa-�-factor はエンド
サイトーシスにより約 20 分でリソソームへ
と輸送されるのに対して、酵母 Rab 蛋白質の
遺伝子欠損変異体では Alexa-�-factor は細
胞質のクラスリン小胞へ蓄積する。本研究で
は、酵母の遺伝子欠損ライブラリーを用いて、
同様の方法で出芽酵母の全遺伝子(約 6000
個)を対象とした網羅的なスクリーニングを
行った。また、②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につ
いては、クラスリン小胞もしくはエンドソー
ムに局在する蛋白質、もしくはリソソーム
（液胞）への輸送に関わる蛋白質の中から約
50 種類について、これらの遺伝子欠損変異体
におけるクラスリン小胞、初期エンドソーム
の動態を、蛍光イメージングにより解析した。 
 
 
 

４．研究成果 
(1) 受容体がクラスリン小胞へ取り込まれる
機構の解明 
酵母 GPCR である Ste2p のリン酸化型特異
的に結合する蛋白質の同定を試みた。酵母ゲ
ノムライブラリーを用いて 40 万種の形質転
換体をスクリーニングした結果、23 個のポジ
ティブなコロニーを得、哺乳類 14-3-3 蛋白質
酵母ホモログである Bmh2p を Ste2p の新規
結合蛋白質として同定した。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。そこで
Bmh2p の Ste2p への結合がリン酸化依存的
であるかを調べるため、脱リン酸化型 Ste2p
との結合を調べた。この結果、Bmh2p は脱
リン酸化型 （Ste2-6SA） とは結合しなかっ
た。以前の研究において、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、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
性が示唆された。また②ヒト GPCR を用いた
受容体輸送の分子機構の解析については、13
種の GFP を付加したリガンドが既知のヒト
GPCR 遺伝子を出芽酵母の 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、GPCR の局在は細胞膜および細胞質内、
また一部の GPCR では小胞体に局在するこ
とが分かった。更に幾つかの GPCR について
は細胞膜に加えて、液胞内への蓄積が見られ
たが、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、GPCR の主要な局在は細胞膜へと変化し
た。このことは、細胞膜上の GPCR が恒常的
なエンドサイトーシスにより液胞へと輸送
されていることを示す。 
(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、についてエンドサイトーシ

スマーカーであるAlexa-�-factorを用いて、

①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。本年度は、出芽酵母の全遺伝子（約6500
種類）の約8割の変異体についてスクリーニン

グが完了し、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。また、②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。クラスリン小胞やエンドソームに局在

する蛋白質、もしくはリソソーム（液胞）への輸送

に関わる蛋白質の中から約40種類を選別し、こ

れらの遺伝子欠損変異体における、クラスリン小

胞の動態を解析した。これらの遺伝子の中には

Alexa--factorの輸送に異常が認められた遺伝

子も含まれていたが、クラスリン小胞とエンドソー

ムの会合に明らかな異常があるものについては

現在解析中である。 
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