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 The Functional Relationship between the Cdc50p-Drs2p

      Putative Aminophospholipid Translocase and

the Arf GAP Gcslp in Vesicle Formation in the Retrieval

    Pathway from Yeast Early Endosomes to the TGN

  （リン脂質輸送体Cdc50―Drs2とArf GAP Gcslによる

初期エンドソームからTGNへの小胞輸送機構の解析）

学位論文内容の要旨

    旧的と背景］

  細胞内小胞輸送機構の異常が様々な疾患を引き起こす事が明らかになって来ているが、

輸送小胞の形成機構にはまだ不明な点が多く残されている。生体膜は脂質二重層より形成

されており、脂質二重層を構成するりン脂質は膜の内外で非対称に分布することが知られ

ている。このりン脂質の非対称性は脂質を細胞外側から細胞質側に能動的に輸送するアミ

ノリン脂質卜ランス口ケース(APLT)により制御されると考えられている。API」Tに分類

される蛋白質は広く真核生物に存在し、出芽酵母にはDRS2，DNF1、DNF2. DNF3，NE01

が存在する。我々の研究室では出芽酵母においてNE01以外のAPLTはCDC50 familyと

複合体を形成することをこれまでに見出している。すなわち、Drs2pはCdc50pと、Dnflp、

Dnf2pはLem3p (Ros3p)と、そしてDnf3pはCrflpと複合体を形成する。これらのうち、

Cdc50p-Drs2pは細胞内において主にendosomeや後期ゴルジ体(TGN)構造に局在する。

cdc50A細胞では細胞膜からearly endosome、TGNを介して細胞膜にrecycleされる

v-SNAREであるSnclpが細胞内に蓄積することから（野生株では主に細胞膜に局在）、

Cdc50p-Drs2pはearly endosome-TGN間輸送において機能することが考えられた。しか

しながら、Cdc50p-Drs2pがどのようにearly endosome-TGN間輸送に関わるのか未だ明

らかではない。細胞内小胞輸送において輸送小胞が形成されるには低分子量G蛋白質Arf

を介してコート蛋白質が膜上に集積する必要がある。これまでの報告によりDr-s9pがArflp

機能に関与することが示唆されているため、本研究ではearly endosome-TGN間輸送にお

けるCdc50p-Drs2pとArflpの関連性をより詳細に解析した。

    ［結果］

  遺伝子同士の機能の関連性を簡単に調べる酵母遺伝学的手法のーっとして、致死でない2

つの変異の組み合わせにより致死性が引き起こされる合成致死というものがある。本研究
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ではまず、cdc50A変異がarflA変異と合成致死性を示すことを見出した。Arflpの活性状態

はグアニンヌクレオチド交換因子(GEF)とGTPase活性化因子(GAP)によって制御さ

れており、出芽酵母ではGEFとしてGealp、Gea2p、Sec7p、Sytlp、GAPとしてGcslp、

G103p、Agelp、Age2pが知られている。CDC50とこれらArf制御因子について合成致死

性を検討したところ、gcslA変異のみがcdc50A変異と合成致死性を示した。このことから、

Cdc50p-Drs2pがArflp機能と関連すること、またGcslpはcdc50A変異株において重要で

あることが示唆された。

  他のArf GAPが存在するにも関わらずcdc50A gcslAが合成致死性を示すことは非常に興

味深く、次にこの合成致死性の原因について検討した。そのためにPGALI- CDC50  gcsl4変

異株を作製した。この株はCdc50pの発現をGALl promoterにより制御しているため、

galactose培地では生育できるが、glucose培地では致死となる。Cdc50pの発現を抑制して

（Cdc50p-depleted)8hr後のgcslA変異株の表現型を観察した。Cdc50p-depleted gcslA

変異株について様々な輸送経路を検討したところ、endocytosis、exocytosls、cisG01giか

らendoplasmiCreticulum（ER）、ERからTGN、lateendOSOmeを経てvaCu01eまでの輸

送経路などはほぼ正常に機能していた。これに対して、GFP．Snclpに加え、earlyendosome

とTGN間をrecycleするt．SNAREであるGFPーTlglpは細胞内の膜構造に異常に蓄積して

いた。このGFP．Tlglpを含む膜構造はTGNmarkerであるSec7pを含まなかったことか

ら、earlyendosome由来の構造であると考えられる。すなわち、Cdc50p・Drs2pとGcslp

はearlyendosomeからの輸送に関わることが示唆された。次にCdc50p．Drs2pとGcslp

がどのように小胞輸送に関わるのかについて検討した。輸送小胞が形成されるにはコート

蛋白質であるclathrinがアダプター蛋白質であるAP．1を介して膜上に集積する必要がある

が、出芽酵母ではAP・1／clathrinがどのような機構で膜上に集積するか明らかにされていな

い。野生株、Cdc50p・depleted、あるいは舒箔14変異株ではAP．1はdot状の構造に存在す

るが、Cdc50p．depleted舒澑挧変異株では細胞質に異常に分散して存在していた。

    ［考察］

  本研究ではCDC50が輸送小胞の形成に関わるArfの制御因子GCS1と合成致死性を示

すことを明らかとした。Cdc50p-depleted gcslA変異株ではAP-1の局在が異常になること、

そしてearly endosomeからの小胞形成に強い異常が認められることから、Cdc50p-Drs2p

とGcslpは特にearly endosome膜上にAP-1を集積することで小胞形成に関わると考えら

れる。これまで、リン脂質の非対称性を制御するCdc50p-Drs2pが細胞内小胞輸送に関わ

ることが示唆されてきたが、どのような機構で関わるのかについては不明であった。今回

の結果から、Cdc50p-Drs2pがGcslpと協調的にAP-1を介して小胞輸送に関わることが示

唆されるという非常に興味深い知見を得た。

  小胞輸送は高等動物では上皮細胞の非対称性の維持や神経細胞における神経伝達物質の

シナプス小胞開口分泌などに深く関与しており、小胞輸送の異常は癌細胞の湿潤、転移や

神経疾患などに密接に関連している。出芽酵母は細胞内の詳細な分子機構を容易に解析で

きる点で非常に有用であり、今回得られた知見が疾病の分子レベルでの理解にっながるこ

とが期待される。
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学位論文審査の要旨

The Functional Relationship between the Cdc50p-Drs2p

      Putative Aminophospholipid Translocase and

the Arf GAP Gcslp in Vesicle Formation in the Retrieval

   Pathway from Yeast Early Endosomes to the TGN

  （リン脂質輸送体Cdc50－Drs2とArf GAP Gcslによる

初期エンドソームからTGNへの小胞輸送機構の解析）

  細胞内小胞輸送機構の異常は様カな疾患を引き起こすが、小胞輸送の制御機構にはまだ

不明な点が多く残されている。近年、生体膜脂質二重層におけるりン脂質の非対称性が′f

胞輸送に関与することが示唆されているが、その役割については明らかとなっていない。

分子遺伝学、細胞生物学的解析が容易に行える出芽酵母は高等動物の生命現象を理解する

上で、非常に優れたモデル生物である。そこで、本研究は出芽酵母をモデル系に用いてり

ン 脂 質 輸 送体 Cdc50-Drs2の小胞 輸送 にお ける役 割の 解明 を目 的とし た。

  遺伝子同士の機能の関連性を簡単に調べる酵母遺伝学的手法のーっとして、致死でない2

つの変異の組み合わせにより致死性が引き起こされる合成致死変異スクリーニングがある。

申請者はCDC50カ§どの小胞輸送関連遺伝子と合成致死性を示すかを検討し、輸送小胞の形

成に関与するARFIとその制御因子GCS1を同定した。Arflは細胞内では様々な輸送経路

に関与するので、より特異的な輸送経路に関与するGcslに着目してcdc50A gcslA二重変

異の合成致死性の原因について検討した。そのためにPGALl -CDC50  gcsl△変異株を作製し

た。この細胞はCdc50の発現をGALl promoterにより制御しているため、galactose培地

では 生育 でき るが、 glucose培地 では致死となる。Cdc50の発現を抑制して

(Cdc50-depleted)8hr後のgcslA変異細胞の表現型を観察した。Cdc50-depleted gcslA

変異細胞では、endocytosis、exocytosis、後期ゴルジ体(TGN)からlate endosomeを経

てvacuoleに至る経路などはほば正常に機能していた。これに対して、細胞膜からearly

endosomeとTGNを経て細胞膜ヘ戻るwSNAREであるGFP-Snclと、early endosome、
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TGN間をrecycleするt-SNAREであるGFPーTlglは細胞内の膜構造に異常に蓄積してい

た。よって、この二重変異細胞はearly endosome-TGN間輸送に異常があることが推測さ

れた。また、このときGFP-Tlglを含む膜構造はTGN markerであるSec7を含まないこ

とから、early endosome由来の膜構造であると考えられる。これらの結果から、

Cdc50-depleted gcslA変異細胞ではearly endosomeからTGNへ至る輸送経路に異常があ

ることが示唆された。小胞輸送において輸送小胞が形成されるには被覆蛋白質である

clathrinがアダプター蛋白質であるAP-1やGgaを介して膜上に集積する必要があるが、

出芽酵母ではアダプター蛋白質/clathrinがどのような機構で膜上に集積するか明らかにさ

れていない。野生株、Cdc50-depleted、あるいはgcsl,4変異細胞ではAP-1、Gga2はとも

にTGNあるいはendosome由来のdot状の構造に存在するが、Cdc50-depleted gcslA変異

株ではGga2は正常に局在する一方で、AP-1は細胞質に異常に分散して存在していた。こ

れらの結果により、リン脂質の非対称性を制御するCdc50-Drs2がGcslと協調的にAP-1

のearly endosome膜上への集積を制御することで、early endosome膜からの輸送小胞の

形成に関与することが示唆された。

  口頭発表において、副査の志田壽利教授からGcslが初期エンドソーム膜において特異的

に機能する要因や蛋白質の輸送機構について質問があった。続いて副査の畠山鎮次教授か

らAP．1の膜上への集積に対するCdc50-Drs2によるりン脂質の非対称性の関与の分子機構

や初期エンドソーム膜におけるArflとYpt31/32の関連性について質問があった。また、

主査の野口昌幸教授から合成致死変異スクリーニングで得られた結果の解釈やArfl機能に

おけるGcslの役割について質問があった。また、副査の田中一馬教授からGcslのArfl

を介さない機能やGcslが認識する積荷蛋白質について質問があった。これらに対して申請

者は自己の研究結果や文献的知識を引用し、誠実で概ね妥当な回答を行った。

  この論文は、リン脂質の非対称性を制御するCdc50-Drs2がどのように小胞輸送に関与す

るかを解明した点において高く評価され、今後、高等動物の小胞輸送が関わる疾患の病因

解明にっながることが期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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