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研究成果の概要（和文）：細胞膜受容体の一つであるGタンパク質共役型受容体（GPCR）の活性は、エンドサイ
トーシスによるダウンレギュレーションにより調節されている。近年、エンドサイトーシス過程におけるクラス
リン小胞の形成、細胞内への取り込み過程は解明が進んできたが、エンドソームの質的変化（形成、成熟）に伴
う細胞内輸送経路の制御については、未だ不明な点が多い。本研究において研究代表者らは出芽酵母の蛍光GPCR
マーカーを用いてGPCRのエンドサイトーシスを制御するタンパク質の機能や、それらの分子間相互作用を調べ、
エンドサイトーシスによるGPCRの活性制御の新しい分子機構の解明を目指したので、これを報告する。

研究成果の概要（英文）：The activity of G protein-coupled receptors (GPCRs), one of the plasma 
membrane receptors, is regulated by downregulation through endocytosis. Although the processes of 
clathrin coated vesicle formation and it's internalization during endocytosis have recently been 
elucidated, the regulation of intracellular trafficking pathways associated with qualitative changes
 (formation and maturation) of endosomes remains largely unknown. In this study, the principal 
investigators used fluorescent GPCR markers from budding yeast to investigate the functions of 
proteins that regulate GPCR endocytosis and their molecular interactions, aiming to elucidate a new 
molecular mechanism for the regulation of GPCR activity by endocytosis.

研究分野：機能細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者らはこれまでに、GPCRに結合しGPCR依存的にエンドサイトーシスされる蛍光リガンドを開発し、さら
にその蛍光マーカーを用いたスクリーニングにより、多くのエンドサイトーシス変異体を単離に成功した。この
ようなエンドサイトーシス経路関連因子の網羅的な単離はこれまでに例がなく、学術的意義が高い。さらに、同
定された変異体にはエンドサイトーシス経路とは別の輸送経路で働く遺伝子や、機能の明らかにされていないタ
ンパク質も多く同定されており、これらの機能の解明は、GPCRの分解機構につながるとともに、エンドサイトー
シスの基本的な分子機構にも繋がると考えられる。

※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 
G タンパク質共役型受容体（GPCR）の活性化は一般的に特異的なリガンド分子の結合により起
こり、その不活性化はエンドサイトーシスとよばれるタンパク質の分解機構により制御されて
いる。また、ある種の GPCR についてはエンドサイトーシスにより活性化される例も報告されて
いる。エンドサイトーシス過程において、GPCR はまずクラスリン小胞に取込まれ、初期エンド
ソームへと輸送される。初期エンドソームはゴルジ体から輸送される H+輸送体（V-ATP アーゼ）
により酸性状態に保たれており、このため、初期エンドソームに輸送された GPCR の一部はリガ
ンドと解離し、リサイクリング経路により細胞膜へと戻される。一方、受容体から解離したリガ
ンドおよび一部の GPCR は後期エンドソームを経てリソソームへと輸送され、分解される。しか
しながら、GPCR のエンドサイトーシス機構、特にエンドサイトーシス部位の決定機構、細胞内
へと取込まれた GPCR の初期エンドソームへの輸送機構、またエンドソーム間およびエンドソー
ム−リソソーム間の輸送機構については未解明な点が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
以前、私達の研究グループは出芽酵母 GPCR の一種 Ste2 受容体のリガンド(α-factor) に蛍
光分子を付加することにより、GPCR のエンドサイトーシスの全過程をリアルタイムに可視化す
ることができる蛍光 GPCR マーカー（蛍光α-factor）の作製に成功した (Toshima et al., PNAS, 
2006)。さらに、このマーカーを用いた出芽酵母遺伝子欠損変異体の網羅的スクリーニングによ
り、エンドサイトーシス経路に異常を示す約 200 種の変異体の同定に成功した。本研究ではこれ
らの変異体の解析を行うことで、GPCR のエンドサイトーシスを制御するタンパク質の機能を明
らかにするとともに、それらの分子間相互作用を調べ、エンドサイトーシスによる GPCR の活性
制御の新しい分子機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
出芽酵母遺伝子欠損変異体の網羅的スクリーニングの結果、輸送異常を示した約 200 種類の
遺伝子についてデーターベース解析により、99 種類を抽出し、その表現型ごとに分類した。そ
の結果、GPCR が細胞膜に蓄積し、細胞内への取り込みに異常を示すもの (クラス A変異体)、エ
ンドソームに蓄積し細胞内小胞輸送に異常を示すもの(クラス B 変異体)、リソソーム前領域に
蓄積しリソソーム（液胞）への輸送に異常を示すもの(クラス C変異体)に分類できた。これら変
異体の表現型をもとに、以下の点に焦点を絞り解析を進めた。(1) GPCR のクラスリン小胞への
取り込みにおける細胞膜脂質成分の役割、（２）細胞内へと取込まれた GPCR の初期エンドソーム
への輸送機構、（３）GPCR輸送におけるゴルジ体−エンドソーム−リソソーム間の輸送制御機構の
解明、について研究を実施した。 
 
４．研究成果 
(1)GPCR のクラスリン小胞への取り込みにおける細胞膜脂質成分の役割 
クラスリン小胞形成過程に異常を示すと考えられるクラス A変異体は 24種類存在するが、こ
の中には、細胞膜脂質成分であるホスファチジルセリンの合成酵素、およびイノシトールリン脂
質 代謝酵素関連遺伝子が複数単離された。このことは、細胞膜の脂質組成がクラスリン小胞の
形成もしくは GPCR の小胞への取り込みに重要であることが示唆している。そこで、PS合成と PI
のリン酸化代謝に関わる遺伝子の変異体を用いて、各脂質の産生量の低下が、GPCR のエンドサ
イトーシスのどの段階に影響を与えるかについて調べた。まず、ホスファチジルイノシトール
PtdIns(4)キナーゼである Stt4、および PtdIns(4)リン酸 5キナーゼである Mss4、またゴルジ体
に局在する PtdIns4 キナーゼである Pik1 の温度感受性変異体を作成し、これら変異体株におけ
る PtdIns(4)P および PtdIns(4,5)P2 の変化を調べた。その結果、細胞膜における PtdIns(4)P は
stt4-1 変異体では著しい減少が見られたが、pik1-1 変異体では影響が見られなかった。また
PtdIns(4,5)P2 は mss4-1 変異体では著しい減少が認められたが、stt4-1 変異体や pik1-1 変異
体では影響は見られなかった（図 1）。これらの変異体を用いてエンドサイトーシスへの影響を
調べたところ、mss4-1 変異体ではクラスリン小胞の形やその細胞内への取り込み過程に顕著な
抑制が見られたのに対し、stt4-1 pik1-1 変異体ではこれらの過程への影響は少なく、逆にエン
ドソーム―液胞間の輸送や細胞膜でのクラスリン小胞への積荷の集積に遅延が見られた。これ
らの結果から、エンドサイトーシス過程において PtdIns(4)P と PtdIns(4,5)P2 はそれぞれ異な
る役割を持ち、エンドサイトーシスを段階的に制御していることを明らかにした（Yamamoto et 
al.,J.Cell Sci., 2018）。 
 



 
図 1 温度感受性変異体における細胞膜リン脂質組成への影響 
 

（２）細胞内へと取り込まれたGPCRの初期エンドソームへの輸送機構 
クラスBの変異体として単離した42種の変異体の中にはアクチン重合調節因子が複数含まれ
ており、GPCRの初期エンドソームへの輸送にはアクチン細胞骨格を介した小胞輸送が必要で
あることが示唆された。この中でもPan1p（哺乳類 Eps15ホモログ）の変異体では、クラスリ
ン小胞および初期エンドソームとアクチン細胞骨格間の結合に顕著な異常が生じる（Toshima 
et al., eLife. 2016）。このためPan1pはアクチンを介したクラスリン小胞輸送の鍵となる
タンパク質であると考えられる。そこで、まずPan1pの脱リン酸化型変異体を用いて、クラス
リン小胞とアクチンの結合に関わるタンパク質の同定を試みた。Pan1脱リン酸化型変異体
(pan1-18TA)ではアクチンの脱重合が阻害されるために、クラスリン小胞を含む異常なアクチ
ン凝集体(アクチンクランプ)が形成される。そこで、Pan1pまたはPan1p結合タンパク質のア

クチン重合ドメインを欠損させた変異体を
作成し、これらのアクチンクランプ形成に
対する影響を調べた。その結果、クラスリ
ンアダプタータンパク質であるEnt1p, 
Ent2pまたSla2pがクラスリン小胞とアクチ
ンの結合に関わっていることが分かった(図
2)(Yoshida et al., J.Bio.Chem）。 
また、Pan1pをプローブとしたラパマイシ
ン誘導性二量体化法を用いて、クラスリン
小胞とアクチン骨格の結合におけるPan1pの
役割を調べた。その結果、 Pan1pはエンド
サイトーシスの中期から後期に現れる
Ent1p, Ent2p, Sla1pそしてSla2pをリクル
ートすること能力を持ち、異所性にアクチ
ン重合を誘導することが分かった。また、
アクチン脱重合因子であるコフィリンや     
 

図2.アクチン結合におけるPan1らの協調的役割  
 
Prk1pもリクルートし、脱重合誘導することが分かった。これに対して、Arp2/3複合体の強い
活性化因子であるLas17p(酵母WASP)やMyo3p/Myo5pを異所的に発現させてもPan1pやクラスリ
ンアダプターのリクルート、アクチン重合は誘導されなかった。この結果は、エンドサイト
ーシスの進行には複数のアダプタータンパク質の集積が必要であり、Pan1pはこの過程で中心
的な役割を果たしていることが示唆された。 
 
  (3) GPCR輸送におけるゴルジ体—エンドソーム-リソソーム間の輸送経路の解明 
クラスBまたはクラスC変異体の中には、ゴルジ体からの輸送経路とGPCRのエンドサイトーシ
ス経路との交差に異常が見られるもの、またはエンドソームからリソソームへの輸送に異常が
見られるものがあり、その中には、低分子量Gタンパク質Rabおよびゴルジ体関連遺伝子の変異
体が含まれていた。以前の研究において研究代表者らは、酵母Rab5がゴルジ体からリソソーム
へ向かうVPS経路とエンドサイトーシス経路の合流には必要ではなく、その後の輸送経路で働い
ていることを明らかにした（Toshima et al., Nat. Comm. 2014）。また、最近の研究におい



て、ゴルジ体から分泌経路への輸送を制御する酵母Rab11(Ypt31p/Ypt32p)がRab5を活性化する
ことでエンドサイトーシス経路を制御していることを明らかにした（Nagano et al., 
Comm.Biol.2019）。この様に、GPCRの細胞内輸送は様々な部位で合流や分岐を行っているがその
分子機構についてはほとんど明らかとなっていない。そこで、クラスB、Cの変異体の中で、VPS
経路とエンドサイトーシス経路の合流に関わる因子の同定を試みた。 
まず、ゴルジ体からのV型H+ポンプの輸送異常によりオルガネラの酸性化異常を指標に、変異
体のスクリーニングを行った。その結果、蛍光α-factor の輸送異常を示すものの、VPS経路と
エンドサイトシーシス経路の融合に異常を示す変異体は単離できなかった。次に、ゴルジから
リソソームへ向かうVPS経路とエンドサイトーシス経路との関連について、トランスゴルジ網 
(Trans golgi-network, TGN) からの小胞形成に関わるアダプタータンパク質の変異体を用いて
蛍光α-factorの輸送を解析した。その結果、クラスリンアアダプタータンパク質の中で、
Gga1pとGga2pがエンドサイトーシス輸送に関連していることが分かった。さらに、GGAsを欠損
した細胞ではTGNの中でTlg2pが局在する区画とArf1pGEFであるSec7pが局在する部位が顕著に異
なることを明らかにした。さらに蛍光α-factorがTGNに局在するt-SNARE画分に取り込まれ、そ
の後Rab5の局在するエンドソームと融合することを明らかにした。さらにエンドサイトーシス
により取り込まれた後にTGNを介して細胞膜へとリサイクルされるSnc1p(R-SNARE)もこのTlg2p
区画であることを明らかにした。よってこの区画はエンドサイトーシス経路において積荷の選
別を行う役割を担うことが示唆された。 
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