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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 

 本研究は、メンブレントラフィック－ 小胞輸送で結ばれるダイナミックな膜の流れの中で、あ

る特定の場所で機能すべき膜タンパク質がいかにしてそこに局在するかを、徹底的に分子の言葉

で解明することを目的とする。脂質を含んだ膜の環境の中で、いかにしてこれらの膜タンパク質

同士が相互作用し、いかにしてその機能を発揮すべきかを、細胞内の膜系の連続性と機能分化の

中で「局在」という観点から解明することは、細胞生物学の重要なテーマであるのみならず、タ

ンパク質の細胞内の挙動を理解する上でもきわめて重要であり、ポストゲノム時代の新しい生物

学に膜の視点から大きく寄与するものである。  
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 

1) Rer1p を中心とした選別レセプターに関する研究 
 
 ゴルジ体膜タンパク質 Rer1pは、ゴルジ体に誤って輸送されてきた一群の小胞体膜タンパク質の膜
貫通領域(TMD)を認識し、COPI 小胞を介して小胞体へと送り返す分子選別装置である。荷として
Sec71pに注目し、その TMDが小胞体膜へのターゲティングおよび局在化に必要十分であり、Rer1p
に直接認識されることを明らかにした。また、この認識には TMD における極性残基の空間的な位置
が重要であることを示した。一方、Rer1pの 4つの TMDにおける極性残基についても網羅的に変異
解析を行った結果、ある特定のチロシン残が Sec12pの小胞体局在化には必須であるが、Sec71pの局
在化には関与しないことを明らかにした。 
 酵母鉄イオン輸送体は Fet3p/Ftr1pというヘテロ 2量体からなり、そのいずれが欠失しても細胞膜
に正しく発現しない。この現象は小胞体における品質管理機構によるものであるが、Fet3p が小胞体
に留まるのは、静的残留ではなくゴルジ体に存在する逆送レセプターRer1p に依存したリサイクリン
グによるものであることを明らかにした。また Rer1pによる認識には、Fet3pの膜貫通領域にある極
性アミノ酸残基が必須であることがわかった。 
 

2) レクチン型選別レセプターに関する研究 
 
 小胞体−ゴルジ体間の小胞輸送における積み荷レセプターの候補として、レクチン様膜タンパク質
Emp46/47p に注目した。C 末端領域に COPI、 COPII 結合モチーフがあり、これらに依存して小胞
体−ゴルジ体間をリサイクルしていること、順行輸送が機能に重要であることを明らかにした。また、
Emp46/47pの欠損株では一群の糖タンパク質の分泌損傷がみられ、これらが糖タンパク質レセプター
として機能している可能性を示唆した。 
 次に、Emp46/47pが小胞体においてオリゴマーを形成すること、またこのオリゴマー形成が小胞体
からの COPII小胞の出芽に必須であることを示した。Emp47pは単独でオリゴマーを形成し、小胞体
を出ることができるが、Emp46pは Emp47pとヘテロオリゴマーを作ることで初めてゴルジ体に進む
ことができる。またこのヘテロオリゴマーは、小胞体内および COPII小胞内では維持されるが、ゴル
ジ体に到達すると解離することがわかった。 
 このオリゴマー形成に依存した COPII小胞形成を、精製 Emp46/47pとリン脂質からなるプロテオ
リポソームを用いて試験管内で完全に再構成することに成功した。この系を用い、Sar1 GTPaseによ
る GTPの加水分解は積み荷の良し悪しにかかわらず起こること、つまり GTPの加水分解がタイマー
として働いて、正しい積み荷のチェックに利用されている可能性を示唆した。 
 

3) 膜タンパク質選別における脂質およびユビキチンの役割に関する研究 
 
 エルゴステロール合成に欠損を示す酵母 erg6 変異株では、トリプトファン輸送体 Tat2p の誤輸送
が 2つのオルガネラで起こっていた。Tat2pはゴルジ体から細胞膜ではなくてエンドソームへ運ばれ、
さらにそこで内腔側へ取り込まれて限界膜から消失した。これら 2つの誤輸送は、ユビキチンリガー
ゼの機能の低下によって矯正された。この結果から、ユビキチンによる翻訳後修飾が Tat2pの輸送シ
グナルとして機能しており、その選別にステロール脂質が密接に関与していることが明らかになった。 
 

4) 膜タンパク質の選別過程のリアルタイム可視化の研究 
 
 超高感度高速カラー共焦点レーザー顕微鏡システムを用い、酵母細胞内の膜タンパク質の動態を観
察した。小胞体、ゴルジ体 cis 領域、ゴルジ体 trans 領域など、さまざまな局在を示す蛍光タンパク
質マーカーを作成した。これらを複数種発現し、同時観察することにより、選別の過程をリアルタイ
ムで追うことが可能になった。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク
ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
1) 輸送小胞形成時における膜タンパク質積み荷の選別の完全再構成系の構築に成功 
 
 Emp46/47pをオリゴマー形成が必須な積み荷タンパク質のモデルとし、これらを精製後リポソーム
に再構成して、COPIIおよび Sar1p-GTPまたは Sar1p-GMPPNPの存在下に 50 nm小胞が形成する
無細胞系の構築に成功した。膜タンパク質の選別過程を試験管内で再構成したのは世界でも初めての
ことである。この系の成功により、選別過程における Sar1p による GTP の加水分解の意義という、
発見以来 10数年続いてきた論争に決着をつける実験が可能になった。 
 
 
2) 酵母生細胞でゴルジ体のダイナミクスを観察し、ゴルジ体の槽成熟モデルを証明 
 
 槽 (cisterna) が積み重なった構造をとるゴルジ体の層板構造がどのように形成され、どのように維
持されるかという問題については、槽が固定した区画として存在し、その間で小胞が荷を運ぶという
小胞輸送モデルと、cis 側の槽が新しく形成し、古い槽は次第に成熟して trans槽となってついには消
滅するという槽成熟モデルの 2 説の間で激しい論争が続いてきた。異なる色の蛍光タンパク質とゴル
ジ体膜タンパク質の融合タンパク質で cisと transの槽を標識し、そのダイナミクスを生きたままリア
ルタイムで観察した結果、cisの槽が次第に transに変わることが観察された。つまり、古典的な小胞
輸送モデルでは説明できないことが明確に証明された。 
 
 
 
1)と 2)の研究成果は、2003 年のゴードン会議 (Molecular Membrane Biology) で招待講演に取り上
げられ、いずれも絶賛を浴びた。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（発表予定のものを記入することも可能。）
の全著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会

等における発表状況について記入してください。） 
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