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真核生物の細胞内は緻密に分化した膜系（オルガネラ）で満たされ，その多くがダイナミック
な膜の流れ（メンブレントラフィック）によって結ばれている。そのメンブレントラフィックを
担うのが小胞輸送である。当研究室では，メンブレントラフィックの中でもとくに分泌経路にお
ける小胞輸送の役割に焦点を当て，輸送小胞の形成と融合のメカニズム，またその過程における
タンパク質の分子認識と選別のメカニズムを遺伝子レベル，分子レベルで解明することを目標に
して主に出芽酵母を用いた研究を行っている。さらに，小胞輸送の過程が細胞の極性や分裂方向
を決定する上で重要な役割を果たしていることに注目し，多細胞生物，とくに高等植物の組織・
器官形成におけるメンブレントラフィックの意義を明らかにしていくことをめざす。

1. 分泌経路における小胞形成・融合の分子機構の研究
（佐藤（健）（12），斉藤（由）＊1，村上＊1，矢原＊2，上田，
佐藤（健）（10），山本 ＊3，中野）
小胞輸送における，可溶性積み荷タンパク質の輸送小胞

への積み込み機構を解明するため，酵母由来の試験管内再
構成系を用いて解析を行った。小胞体－ゴルジ体間におけ
る輸送小胞の形成途上段階において，被覆タンパク質と可
溶性積み荷タンパク質が複合体を形成するための最適な条
件を見いだした。このことから，可溶性積み荷タンパク質
は，被覆タンパク質と直接，あるいは何らかの因子を介し
て輸送小胞に選択的に濃縮されていると考えられる。
小胞体からの COPII小胞形成に必須な GTPase，Sar1p

の調節因子の候補として Sed4pの機能の遺伝生化学的解析
を行った。その結果，Sed4pは小胞の形成が完了するまで
Sar1pの GAP，Sec23pを阻害し，その結果として GTPの
加水分解を阻害するというモデルを支持するデータを得た。
一方，小胞体からの輸送小胞形成における SEC12 の調

節機構を探る目的で遺伝学的に獲得した Sec12pの調節因
子の候補の 1つ，カゼインキナーゼ I Hrr25pを用いて two-

hybrid法を行い，新奇遺伝子を含む 5つの候補因子を得た。
そのうちの 1つAdy1pを過剰発現させたところ sec12 温度
感受性株（制限温度 30◦C）の細胞増殖が 33◦Cまで回復し
た。Ady1pは Hrr25pの活性化状態にかかわらず強固に結
合していることが two-hybrid法，共免疫沈降法，GST 融
合タンパク質を用いた pull-down assay法により分かった。
また新奇遺伝子のうちの 1つは過剰発現よりむしろ欠損に
よって sec12 変異株の成長を 35◦C まで回復でき，ADY1

とは反対の性質を示した。
Sar1pと類縁の small GTPase，Arfについても遺伝生化

学的な研究を行った。出芽酵母 ARF1 の温度感受性変異株
を単離し，その変異株について遺伝学および生化学的な解
析を行った。得られた複数の変異株は，アレルによって損傷
の生じている輸送過程や制限温度下での微細構造が明らか
に異なり，また遺伝子内相補が成り立つグループに分類す
ることができた。これらの結果から Arfが実際に生体内で複
数の輸送機構を制御していることが示された。現在 ARF1

による輸送系の制御メカニズムを調べるために，arf1 温度

感受性変異株をツールとして用い，ARF1 と遺伝的相関関
係のある因子のスクリーニングなどを進めている。

2. メンブレントラフィックにおけるタンパク質の選別機
構の研究（佐藤（健）（10），佐藤（美）＊4，梅林＊4，山本

＊3，中野）
出芽酵母の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 Sec12pや Sec71pなどの一群の小胞
体膜タンパク質の膜貫通領域（TMD）を認識し，ゴルジ体
から形成される COP I小胞を介して小胞体へと送り返す新
たな分子選別装置である。この Sec12pの TMDにおけるア
ミノ酸配列について変異解析を行い，クロスリンク法によっ
て Rer1pによる認識に重要なモチーフの検索を行った。そ
の結果，Rer1pとの相互作用には特定のアミノ酸配列とい
うよりはむしろ，Sec12pの TMDにおける極性残基の存在
とその空間的な位置が重要であることを突き止めた。また，
Sec12pとは正反対のトポロジーを持つ Sec71pの TMDに
ついても同様の結果を得た。また一方で，緑色蛍光タンパク
質（GFP）と Rer1pの融合タンパク質（GFP-Rer1p）を構
築し，Rer1p自身のゴルジ体局在化に重要な領域について詳
細な解析を行った。その結果，Rer1pのカルボキシル（C）
末端側細胞質領域における dilysine様配列と 2つのチロシ
ン残基が Rer1pの機能と動態に重要であり，この配列に変
異が入ると液胞へと輸送されてしまうことを見いだした。
さらに，この C末端領域が COPI複合体と相互作用するこ
と，また COPI複合体に欠損を持つ変異株では GFP-Rer1p

が液胞へと輸送されてしまうことなどから，Rer1pはゴル
ジ体－小胞体間，ゴルジ体槽板間をダイナミックにリサイ
クリングしながらゴルジ体に局在化しており，その動態に
は Rer1pの C末端領域を介した COPI 複合体の働きが重
要であると結論した。

Sec12pの局在異常を引き起こすもう 1つの原因遺伝子と
して同定した RER2 は，これまで未同定であったドリコー
ル合成系の鍵酵素，cis-プレニルトランスフェラーゼをコー
ドしている。さらに，酵母のもう 1つのアイソザイムの遺
伝子を rer2 変異株の多コピーサプレッサー，SRT1 として
同定した。しかし，Rer2pが増殖期に合成され小胞体に局
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在するのに対し，Srt1pは定常期で合成が誘導され，定常
期において発達してくる lipid particleに局在した。また，
2つの酵素では合成する産物の鎖長も異なっていたことか
ら，何らかの機能分担をしていることが考えられた。本研
究は，藤崎真吾博士，西村行進教授（東邦大・理）との共
同研究として行ったものである。
生体膜の構成成分である脂質が分泌タンパク質の選別輸

送に果たす役割について解析を行った。エルゴステロール
合成に欠損を示す erg6 変異株では，トリプトファンパーミ
アーゼである Tat2pが細胞膜まで正しく輸送されないこと
をこれまでに明らかにした。この変異株では Tat2pがオル
ガネラの膜から内腔側に転移しており，multivesicular body

（MVB）と呼ばれる経路に誤って選別されることを強く示
唆する結果を得た。MVB経路は成長因子の受容体などを
エンドソームの膜から内腔側に取り込んで細胞質から完全
に隔離し，シグナル伝達の脱感作を保証する役割があるこ
とが知られている。本研究によって MVB経路へのタンパ
ク質の選別が膜のステロール含量や組成によって影響を受
けることが初めて示された。

3. 高等植物の形態形成におけるメンブレントラフィッ
クの役割の研究

（1）高等植物の小胞輸送に関与する因子の研究（竹内＊4，
上田，松田＊4，佐藤（健）（10），庄田＊3，中野）
シロイヌナズナの出芽タイプの small GTPaseであるAt-

Sar1と AtArf1の GFPとの融合遺伝子を作製し，シロイ
ヌナズナの培養細胞において一過的に発現させて観察した。
GFP-AtSar1は小胞体膜上に，AtArf1-GFPは細胞質とゴ
ルジ体と考えられる点状の構造にそれぞれ局在していた。
優性阻害型変異 AtArf1の効果を検討するために，培養細
胞において GFPと融合させたゴルジ体膜タンパク質と優
性阻害型AtArf1を共発現させた。その結果，このマーカー
が，優性阻害型 AtSar1を発現させた場合と同様に，小胞
体に局在化されることを明らかにした。現在，優性阻害型
AtArf1の発現が，このような小胞体－ゴルジ体間の順方向
輸送に対する損傷のみならず，逆方向輸送にも損傷を持つ
かどうかに関して詳細に検討している。
高等植物に特異的に存在するRab/Ypt GTPase，Ara6に

ついて，その細胞内局在化機構と機能の解析を行った。そ
の結果，Ara6は植物細胞内においてエンドソームの融合を
制御しており，アミノ末端の脂質修飾，ヌクレオチドの結
合，カルボキシル末端の数アミノ酸の協調的な働きにより，
エンドソームに局在していることが明らかとなった。また，
植物細胞内には，Ara6が局在するエンドソームと局在し
ないエンドソームの少なくとも二種の異なったエンドソー
ムが存在することも示唆された。本研究は，内宮博文教授，
山口雅利氏（東大・分生研）との共同研究として行ったも
のである。
酵母 sec15 変異を抑圧するシロイヌナズナ遺伝子として

単離した RMA1 産物の機能を解析した。RMA1 産物はリ
ングフィンガーモチーフを有しており，ユビキチンリガー
ゼ（E3）であることが示唆されていたが，実際に Rma1が
Ubc4/5と協調して働く E3であることを生化学的に明らか
にした。また，リングフィンガーモチーフがその E3活性に
必要であることも示した。本研究は田中啓二博士，鈴木俊

顕博士（都臨床研）との共同研究として行ったものである。
（2）高等植物の分泌経路の可視化と小胞輸送損傷突然変
異体の単離（安部，齊藤（知）＊4，上田，庄田＊3，中野）
スポラミンは N末端のプロペプチド依存的に液胞へ運ば

れる。スポラミン-GFP融合タンパク質を発現する形質転
換植物を作製し，液胞へのメンブレントラフィックを可視
化した。スポラミン-GFP 発現個体における GFP の蛍光
局在は光条件依存的な細胞内パターンを示した。黄化芽生
えや明所から暗所に移した植物個体では，スポラミン-GFP

の蛍光は主に液胞内腔に局在したが，暗所から明所に移し
た植物個体では，液胞内腔の蛍光が消失した。この現象は，
液胞へ輸送されたスポラミン-GFPがその連接部付近で速
やかに切断され，スポラミン部分は比較的安定に液胞に蓄
積するのに対して，GFP部分は光条件依存的に分解される
ために起こることが示唆された。GFP部分の液胞内腔での
分解は青色光が促進することが分かった。
液胞の水チャネル γ-TIPと GFPとの融合タンパク質を

発現する形質転換シロイヌナズナを用いて，リアルタイム
で液胞の動態を観察した。発達途中の子葉や胚軸で，しばし
ば液胞内に大きな陥入が生じて，球状やチューブ状の構造を
取っているのが観察された。そのうち球状の構造（“bulb”）
は，直径が 1～5 µmで，GFP マーカーの蛍光強度は外側
の液胞膜の約 3倍だった。野生型の子葉を金属圧着型の急
速凍結により固定し電子顕微鏡観察したところ，表皮細胞
において良好な像が得られ，bulbと考えられる液胞内の構
造が観察された。連続切片像からの立体構築により，bulb

は時に 2枚の液胞膜に挟まれた細胞質が液胞内に陥入する
ような複雑な構造を取り，狭い領域で外側の液胞膜と連続
していることが明らかになった。本研究は，古谷雅樹博士，
久田明子氏（日立基礎研），黒岩常祥教授（東大・理・生物
科学），和田 洋助教授（阪大・産研）との共同研究による
ものである。

＊1 共同研究員，＊2ジュニア・リサーチ・アソシエイト，＊3

協力研究員，＊4 基礎科学特別研究員
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（総 　説）
中野明彦，村上明子: “小胞輸送を制御するカゼインキナー
ゼ”, 医学のあゆみ 190, 760–761 (1999).

中野明彦: “第 8 章 メンブレントラフィックのダイナミク
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フォーラム研究報告会，東京，8月 (2000).

松田憲之，中野明彦: “Rma1は RINGフィンガーを持つ新
奇膜結合型ユビキチンリガーゼである”, 学術振興会・科
研費企画公開ワークショップ「ユビキチンワールド：新
しい生体反応制御システム」，札幌，9月 (2000).
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村上明子: “カゼインキナーゼ I, Hrr25p, の小胞輸送開始シ
グナルにおける役割”, 第 59回日本癌学会総会，横浜，10

月 (2000).

松田憲之，鈴木俊顕，田中啓二，中野明彦: “Rma1はリン
グフィンガーを持つ新奇膜結合型ユビキチンリガーゼで
ある”, 第 73回日本生化学会大会，横浜，10月 (2000).

佐藤美由紀，藤崎真吾，西村行進，中野明彦: “酵母のド
リコール合成系酵素 cis-prenyltransferase (Rer2p, Str1p)

に関する解析”, 第 73回日本生化学会大会，横浜，10月
(2000).

佐藤健，佐藤美由紀，中野明彦: “小胞体膜タンパク質局在
化にはたらく分子選別装置 Rer1pの解析”, 第 73回日本
生化学会大会，横浜，10月 (2000).

中野明彦，安部弘，佐藤健，上田貴志，齊藤知恵子，竹内
雅宜: “植物の細胞内メンブレントラフィックと組織形成”,

第 73回日本生化学会大会，横浜，10月 (2000).

梅林恭平，中野明彦: “分泌タンパク質の選別輸送における
ステロールの役割についての解析”, 第 73回日本生化学
会大会，横浜，10月 (2000).

佐藤美由紀，藤崎真吾，西村行進，中野明彦: “異な
る性質を持つ二つの酵母ドリコール合成系酵素 cis-

prenyltransferase”, 第 53 回日本細胞生物学会大会，福
岡，10-11月 (2000).

佐藤健，佐藤美由紀，中野明彦: “小胞体膜タンパク質局在
化にはたらくゴルジ体膜タンパク質 Rer1pの細胞内動態
の解析”, 第 53回日本細胞生物学会大会，福岡，10-11月
(2000).

矢原夏子，上田貴志，佐藤健，中野明彦: “小胞輸送におけ
る酵母 ARF1 の多面的機能の解析”, 第 53回日本細胞生
物学会大会，福岡，10-11月 (2000).

竹内雅宜，上田貴志，佐藤健，安部弘，中野明彦: “植物細
胞における小胞輸送の制御：植物 Sar1の優性阻害型変
異を用いたアプローチ”, 第 53回日本細胞生物学会大会，
福岡，10-11月 (2000).

齊藤知恵子，安部弘，中野明彦: “子葉の液胞のダイナミズ
ムとその微細構造”, シロイヌナズナワークショップ，岡
崎，11月 (2000).

上田貴志，山口雅利，内宮博文，中野明彦: “植物に特異的
なエンドサイトーシス機構の解析”,シロイヌナズナワー
クショップ，岡崎，11月 (2000).

中野明彦: “理研 ILsにおける植物科学研究：バイオアー
キテクト研究による取り組み”, 第 1回植物科学研究セン
ターシンポジウム「植物科学の将来と展望」，和光，11月
(2000).

齊藤知恵子，安部弘，中野明彦: “シロイヌナズナ子葉の液
胞のダイナミズムとその微細構造”, 第 53回日本細胞生
物学会大会，福岡，11月 (2000).

上田貴志，山口雅利，内宮博文，中野明彦: “植物特異的
Rab/Ypt GTPaseである Ara6の解析”, 第 53回日本細
胞生物学会大会，福岡，11月 (2000).

中野明彦: “植物における小胞輸送の意義と GTPaseによる
調節”, ワークショップ「高等植物研究の最前線」，(京都

大学化学研究所), 京都，12月 (2000).

森田（寺尾）美代，新濱充，上原路子，齊藤知恵子，中野
明彦，田坂昌生: “シロイヌナズナの重力屈折反応に関わ
る ZIG (SGR4)は v-SNAREをコードする”, 第 23回日
本分子生物学会年会，神戸，12月 (2000).

中野明彦，佐藤健，梅林恭平: “小胞輸送のダイナミズムと
タンパク質の選別”, 第 23回日本分子生物学会年会，神
戸，12月 (2000).

中野明彦: “タンパク質の翻訳後動態-細胞内メンブレトラ
フィックの研究”,文部省科研費基盤研究C公開シンポジウ
ム「プロテオーム研究の動向と展望」，和光，1月 (2001).

中野明彦: “高等植物の生存戦略とメンブレントラフィック：
オルガネラから細胞，そして組織へ”, 文部省科研費特定
領域研究 (B)核-細胞質間輸送・小胞輸送共催公開シンポ
ジウム「細胞内機能分子トラフィック」，東京，1月 (2001).

中野明彦: “Cell biologistが欲しい structural biology: Traf-

fic sorting machineryの atomic structure”, 理研シンポ
ジウム「構造生物学 (VI)」，和光，1月 (2001).

Research Subjects and Members of Molecular
Membrane Biology Laboratory

1. Molecular Mechanisms of Vesicle Formation and Fu-

sion in the Secretory Pathway

2. Mechanisms of Protein Sorting during Membrane

Trafficking

3. Roles of Membrane Traffic in the Morphogenesis of

Higher Plants

Head
Dr. Akihiko NAKANO

Members
Dr. Hiroshi ABE

Dr. Ken SATO (10)

Dr. Ken SATO (12)

Dr. Takashi UEDA

Mr. Noriyuki MATSUDA

Dr. Chieko SAITO

Dr. Miyuki SATO

Dr. Masaki TAKEUCHI

Dr. Kyohei UMEBAYASHI

Ms. Keiko SHODA

Ms. Hiroyo YAMAMOTO

Visiting Members
Dr. Akiko MURAKAMI (Fac. Nursing, Miyagi Univ.)

Dr. Yumiko SAITO (Natl. Inst. Infectious Diseases)

Ms. Natsuko YAHARA (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)
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