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３ 研究のねらい： 

  真核生物の細胞内には、小胞体、ゴルジ体、リソソーム等のオルガネラ（細胞内小器官）が発

達し、それぞれのオルガネラが独自の機能を担っている。これらのオルガネラ間では直径

50-100nm の「輸送小胞」を介した小胞輸送と呼ばれるシステムにより、盛んに物質や情報のやり

とりが行われている。特に代表的なオルガネラの一つである小胞体では、各オルガネラで機能す

るタンパク質や脂質、あるいは細胞外に分泌されるタンパク質の合成が行われ、必要な翻訳後修

飾や高次構造の形成が完了したもののみが選択的に輸送小胞に取り込まれて目的の場所へと

運ばれていく。本研究では、小胞体からの輸送小胞形成に関わる精製因子と再構成人工膜小胞

を用いて、精製因子のみにより輸送小胞の形成と、輸送小胞へのタンパク質の選択的取り込みを

再現する完全再構成系を構築し、輸送小胞形成とタンパク質選別輸送の分子機構について詳細

に解析を行った。 

 

４ 研究成果： 

（１） 精製因子のみによる輸送小胞形成反応の完全再構成系の開発 

  小胞体から形成される輸送小胞は、COPII コートと呼ばれるタンパク質複合体によって覆われ

ていることから COPII 小胞と呼ばれる。COPII コートは、小胞体膜上の輸送されるタンパク質が持

つ輸送シグナルと特異的に結合し、この複合体が膜上で集合することにより、目的のタンパク質を

選択的に取り込んだ COPII 小胞が形成されると考えられている。COPII コートと輸送されるタンパ

ク質が結合するには、低分子量 GTPase である Sar1p が必要であり、Sar1p の GTPase 活性によ

り輸送されるタンパク質の輸送小胞への取り込みが厳密に制御されていると考えられている。本

研究では、出芽酵母を材料として、小胞体から輸送されるタンパク質を再構成したプロテオリポソ

ームを作成し、ここに COPII コートと低分子量 GTPase Sar1p を加えて、輸送されるタンパク質を選

択的に取り込んだ COPII 小胞の形成過程を、精製因子のみで再現する完全再構成系の開発を行

った（図１）（J. Biol. Chem. に掲載）。 

 
図１ 小胞体からの輸送小胞形成（左）と精製因子による完全再構成系の構築（右） 

 

（２） 低分子量 GTPase Sar1p によるタンパク質選別機構の発見 

  小胞体で機能する低分子量 GTPase Sar1p に限らず、細胞内すべての小胞輸送経路において、

輸送小胞の形成は低分子量 GTPase によって制御されていると考えられているものの、その制御

機構は長い間謎であった。その理由の一つとして、これまでの細胞から分画したオルガネラを用

いたin vitro実験系では、さまざまな種類のGTPaseが混在しているため、輸送小胞形成過程で機

能する GTPase 機能のみを切り離して解析することが非常に困難であったことが挙げられる。本研
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究で開発した、小胞体からの COPII 小胞形成を必要最小限の精製因子で再現する完全再構成系

を用いることにより、COPII 小胞形成反応で中心的な役割を担っている Sar1p の GTP 加水分解の

様子を直接測定することが可能となった。さらに、COPII コートに YFP、プロテオリポソーム上の輸

送されるタンパク質に CFP を融合させ、COPII 小胞形成過程における COPII コートと輸送されるタ

ンパク質との分子間相互作用を CFP-YFP 間の FRET を指標としてリアルタイムで追跡することの

できる実験系を開発した（図２）。これらのオリジナルな実験系を用いて詳細に解析を行った結果、

Sar1p は GTP 加水分解のエネルギーを利用して、輸送小胞に取り込むタンパク質の選別を行って

いるという現象を見いだすことができた（Nat. Struct.& Mol. Biol. に掲載）。 

 
図２ FRET を利用した COPII コートのアセンブリーをリアルタイムで検出する実験系 

 

（３） 輸送小胞形成過程の可視化 

 これまで、輸送小胞が形成される様子は、電子顕微鏡による固定されたスナップショットという静

止した情報しか得られないという限界があった。輸送されるタンパク質が輸送小胞に取り込まれる

過程をリアルタイムで可視化することができれば、輸送小胞形成の分子レベルでの作用機序につ

いて詳細に解析を行うことができる。そこで、COPII 小胞形成の完全再構成系を人工脂質平面膜

上に再現し、１分子観察用の全反射顕微鏡下で COPII 小胞形成過程における輸送されるタンパク

質の動態を１分子レベルで可視化することを試みている（図３）。これまでに、平面膜上の蛍光標

識された輸送されるタンパク質の二次元拡散が Sar1p の添加によって変化する様子を１分子レベ

ルで計測できるまでに至っている。 

 
図３ COPII 小胞形成過程の可視化 
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５ 自己評価： 

  生体膜とタンパク質複合体により機能発現している現象の分子レベルでの解析において、これ

まで最も大きな成果を残してきた手法の一つにプロテオリポソームへの再構成技術の活用が挙

げられる。本研究では、この技術を小胞輸送に応用し、他のグループにさきがけて精製因子のみ

による輸送小胞形成の完全再構成系の開発に成功した。この独自の実験系を用いることにより、

従来の実験系では解析が困難であった輸送小胞形成過程における低分子量 GTPase の役割を

解明することができた。この結果は、本研究において開発した完全再構成系以外の手段ではまず

解りそうもないことであり、大きなブレークスルーを達成したといえる。今後、この実験系を用いて

他のグループに先行して解析を進めていくことは大きなメリットとなる。 

 また、完全再構成系を発展させて、顕微鏡下で人工脂質平面膜上に再現した輸送小胞形成反

応の１分子計測を行うという試みでは、平面膜上に再構成した輸送されるタンパク質の動態が、

輸送小胞形成因子の添加によって変化する様子が捉えられるまでに至っている。このように、完

全再構成系と平面膜法を組み合わせた方法が、これまで行われてきた単一で機能する生体分子

の１分子計測とは異なり、複数の因子がダイナミックな解離会合を行うことで始めて発現する小胞

輸送のような現象の解析に非常に強力な手法となりえることを示した。今後、輸送小胞形成過程

を完全に平面膜上に再現し、この現象に関わる因子を１分子単位で計測することにより、輸送小

胞形成とタンパク質選別輸送のメカニズムの解明を目指していきたい。 

 

６ 研究総括の見解： 

  成功するには相当の技術レベルを必要とする難度の高い研究課題であったが、輸送小胞形

成の完全再構成に関する独自の実験系を創出し、輸送小胞形成過程における低分子量 GTPase 

Sar1p の役割を見事に解明した。本人の研究課題に対する問題意識が極めて明確で、かつ保有

する技術レベルが極めて高いことが成功の要因と評価している。成果の背景には膨大なトライア

ル量があったと推測するが、本研究は全て本人が一人で地道にやり遂げたものであり、個人型研

究さきがけの典型例であったことも付言したい。  
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