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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特に，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，おもに出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae

と高等植物シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）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
胞生物の組織・器官形成，環境応答などの高次機能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目指す。

1. メンブレントラフィック経路における小胞形成・融合
の分子機構の研究（東尾 ＊1，矢原 ＊2，二瓶 ＊1，中野）
小胞体からゴルジ体に移行する COPII 小胞の形成に関
与する新奇因子の同定を目的とした遺伝学的探索を，酵母
COPII小胞構成因子 SEC24 の温度感受性変異株を用いて
行い，強い遺伝学的相互作用を示す酵母遺伝子 SMY2 を得
た。これまでに，（1）Smy2pは小胞体膜上で COPII小胞
関連因子と共局在するが COPII小胞には存在しないこと，
（2）Smy2pにはCOPII小胞構成因子との生化学的相互作用
があること，などを示してきた。本年度は Smy2pとCOPII
小胞構成因子との生化学的相互作用について詳細な解析を
行い，この相互作用が SMY2 の過剰発現による sec24 温度
感受性変異抑圧の必要条件であることを明らかにした。こ
れらの結果より，Smy2pは小胞体膜上で COPII小胞形成
を直接補助する因子であると考えられる。
酵母 arf1 温度感受性変異アレル arf1-16 の多コピーサプ
レッサーとして，ArfGAP（GTPase活性化因子）をコード
する GLO3 を得た。arf1-16 に対する抑圧効果は，酵母内
に複数存在するArfGAPの中でもGLO3 特異的であり，そ
の特異性にはGlo3pの C末部分が重要な役割を示すことが
分かった。Glo3pの C末には，ヒトから植物に至るさまざ
まな真核生物において保存されている特徴的な配列があり，
その配列が in vivo における Glo3pの機能に重要であるこ
とが明らかとなった。
小胞体-ゴルジ体間における小胞輸送の分子機構を構造の
観点から明らかにするために，その選別輸送に関与する酵
母の分子装置の精製と結晶化，X線解析を進めている。本
年度は Sec12p，Emp46pおよび Emp47pの結晶構造を明ら
かにした。また，I型膜タンパク質 p24ファミリーの酵母
新奇遺伝子とその産物について生化学的および分子遺伝学
的な機能解析を行った。新奇 p24タンパク質は，他の p24

ファミリータンパク質，COPIおよび COPII因子と相互作
用することを明らかにした。本研究は一部，KEK 物質構
造科学研究所 若槻壮市教授らとの共同研究によるもので
ある。

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（12），平田，武田 ＊3，川崎（関谷）＊3，
竹内 ＊1，松浦 ＊1，市原 ＊2，砂田 ＊4，中野）
小胞体から輸送される積荷タンパク質の選別は，輸送小
胞を被覆する COPII コートと呼ばれるタンパク質複合体
が，積荷が持つ輸送シグナルに直接結合することによりな
されている。この結合を制御する低分子量 GTPase Sar1p

の機能を解明するため，酵母因子の完全再構成系と FRET

（蛍光共鳴エネルギー移動）を組み合わせた実験系を構築し
て解析を行った。その結果，Sar1pは，GTP加水分解のエ
ネルギーを利用して，積荷選別過程における校正能を発揮
していることを明らかにした。
脂質の選別輸送の役割を検討するための酵母無細胞系の
実験で，酵母小胞体膜からDpm1p（ドリコールリン酸マン
ノース合成酵素）を輸送する新奇の小胞が形成することを
発見した。本年度は，（1）Dpm1p は小胞体膜だけでなく
脂質顆粒にも局在すること，（2）この小胞は密度が小さく，
200,000 xg でも沈降しないこと，（3）トリグリセリドの合
成基質の添加により小胞の形成効率が上昇することを明ら
かにした。この新奇小胞は，脂質顆粒の前駆体ではないか
と考えられる。
低分子量 GTPase，Rabファミリーは小胞輸送のさまざ
まな段階を制御する分子スイッチである。ゴルジ体からの
小胞形成と積荷選別機構の理解を目指し，酵母の後期ゴル
ジ体に局在する Rab-GTPases，Ypt31p/32pを中心に研究
を展開した。生化学的には Ypt31p/Ypt32p，Rab-GDIを
含むタンパク質複合体の単離・解析を行った。一方，ゴル
ジ体膜系の動態を解明すべく，Ypt31p/Ypt32p，SNARE，
積荷タンパク質の GFP融合タンパク質を作成し，リアル
タイムでの顕微鏡観察を行った。
液胞型 H+-ATPaseは小胞輸送経路上に位置するさまざ
まな細胞内小器官の内腔酸性化に機能する。酵母の液胞型
ATPaseの欠失株変異株（vma1∆）は，一部の細胞膜タン
パク質を液胞に蓄積する。誤輸送を受ける積荷の 1つであ
る細胞膜 H+-ATPase，Pma1pには異常なユビキチン化が
認められるが，この修飾に Bul1p/Bul2pが機能することを
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明らかにした。vma1∆株ではトリプトファン輸送体 Tat2p
の細胞膜への発現も阻害され，結果としてトリプトファン
要求性が亢進するが，この表現型は bul1∆ bul2∆ 二重欠
失変異で相補される。ところが，Pma1pの誤輸送は bul1∆

bul2∆ では回復しない。以上の結果から，Pma1pの誤輸送
にはユビキチン化以外にも原因がある可能性が示唆された。
細胞膜タンパク質の局在決定のメカニズムを探る目的の

1つとして，酵母のゲノム解析で明らかにされた機能未同定
な読み枠のうち，哺乳動物のクローディンと弱い相同性を
示す膜タンパク質 3つ（Ylr413p，Ylr414p，Ykl187p）を
選んで解析した。これらのタンパク質は一次構造上に 25～
50%の相同性を持つ。GFPあるいは HAタグを付加した融
合タンパク質の挙動から，いずれも主に細胞膜に存在する
糖タンパク質であり，ユビキチン修飾を受けることが示唆
された。本研究は，京都大学大学院 医学研究科 月田承一
郎教授との共同研究によるものである。
ゴルジ体の層板形成-ゴルジ槽（Golgi cisterna）間のタン
パク質輸送の機構を明らかにするために，ライブイメージ
ングのアプローチを進めた。酵母生細胞でゴルジ体のシス，
トランス各槽を GFPとmRFPを用いて可視化し，その動
態を，新たに開発したニポウディスク方式共焦点顕微鏡と
高感度・高速のカメラシステムによりリアルタイム 3D観察
した。その結果，シス槽がトランス槽の膜成分を受け取り
変化して行く過程を観察することができた。本研究は，横
河電機，NHKエンジニアリングサービス，NHK技術研究
所，日立国際電気との共同研究開発によるものである。

3. 多細胞生物の形態形成・高次機能におけるメンブレ
ントラフィックの役割の研究
（1）高等植物のメンブレントラフィックに関する研究（安
部，上田 ＊2，井藤＊3，内田 ＊3，二瓶 ＊1，竹内＊1，郷 ＊5，
庄田 ＊6，中野；戎井，二木，御子柴（BSI発生神経生物研
究チーム））
Rab5 グループをはじめとするエンドサイトーシスに関
与する遺伝子に変異を持つシロイヌナズナ変異体を収集し，
その解析を行った結果，Rabと SNARE間の遺伝学的相互
作用を見いだした。また，植物細胞中におけるエンドソー
ム動態のさらなる解析を行い，kiss and run様のエンドソー
ム融合の観察に成功した。
Rab5GDP/GTP交換因子（GEF）によく保存されてい
る Vps9ドメインを有する遺伝子をシロイヌナズナから単
離し，その機能解析を行った。このタンパク質は，in vitro

で植物のRab5と特異的に結合し，それらに対するGEF活
性を有することを明らかにした。また，この遺伝子のノッ
クアウト変異体は胚致死であったことから，胚発生に必須
な遺伝子であると結論した。
植物のエンドサイトーシスの分子機構を構造の観点から
明らかにするために，その過程に関与すると考えられる分
子装置の精製と結晶化，X線解析を進めている。本年度は
GDP結合型 Ara7GTPaseの結晶構造を明らかにした。本
研究は，KEK 物質構造科学研究所 若槻壮市教授らとの共
同研究によるものである。
Arf GTPase の制御因子である GNOM の機能に損傷を
持つシロイヌナズナ変異体細胞中では，肥大した異常なエ
ンドソームが観察される。このことから，エンドソームの

形態の異常から機能の異常を推定できると考えた。そこで，
エンドソームの形態の異常を指標にスクリーニングを行い，
その変異体の表現型を細胞レベル，個体レベルで観察する
ことによって高等植物におけるエンドサイトーシスの役割
を明らかにしようと試みている。
植物のゴルジ体は，動物や酵母とは異なる特徴的な構造
や運動様式を備えている。その形成や維持の分子機構を探
るため，ゴルジ体を可視化したシロイヌナズナを変異原処
理し，ゴルジ体形態異常変異体の探索を行った。現在，得ら
れた変異体の遺伝学的解析を進めるとともに，ゴルジ体各
層板の極性維持機構とその機能をより詳細に解析するため，
槽特異的マーカータンパク質（シス，メディアル，トラン
ス，TGN）を発現する形質転換植物の作製も進めている。
高等植物の液胞形成は個体の形態形成や成長にとって重要
な役割をしていると考えられる。液胞形成の分子機構を明ら
かにするために，酵母の液胞形成に関連するクラス C VPS

遺伝子のシロイヌナズナホモログの解析を行った。AtVAM6
は低分子量 GTPaseの AtRab75に対するグアニンヌクレ
オチド交換因子活性を持つことを明らかにし，液胞形成の
重要な調節因子の 1つであることを示唆した。
維管束の構成要素である道管要素の形成過程では，液胞
の崩壊を引き金としてプログラム細胞死が起こる。この液
胞崩壊機構を解明するため，GFP-AtRab75を導入した形
質転換シロイヌナズナ培養細胞を作出し，分化に伴う液胞
膜の動態の可視化を試みている。また，分化に伴う液胞膜
のダイナミクスの分子機構の解明に向けて，Rab GTPase
に着目し，少なくとも 2種類の Rab GTPase遺伝子が維管
束に発現していることを見いだした。
高等植物において，タペート細胞は花粉の発達に重要で
ある。タペート細胞は，花粉壁の成分を供給し，細胞内構
造をダイナミックに変化させて細胞死する。シロイヌナズ
ナの生タペート細胞のオルガネラの挙動をマーカータンパ
ク質で可視化することを目指した。タペート細胞での発現
を誘導すると考えられる数種類の配列をプロモーターとし，
GFPを融合させて植物に形質転換して，共焦点顕微鏡で観
察したところ，プロモーターごとに発達段階の異なる時期
に発現していた。ムービー画像の解析から，それぞれの発
達段階の生タペート細胞の動きを観察する。
高等植物におけるイノシトール 1,4,5-三リン酸（IP3）の
生理機能を調べるために，哺乳動物の IP3 受容体の IP3 結
合部位を過剰発現する形質転換シロイヌナズナを作製した。
形質転換体は根，茎，葉の器官分化はするものの著しい生
育阻害を示し，植物細胞の増殖・成長の制御に IP3 が関与
することが示唆された。
（2）線虫のエンドサイトーシスに関する研究（佐藤（10），
中野）

C. elegans を用いたエンドサイトーシスの分子メカニズ
ムの解析を行った。卵母細胞による卵黄タンパク質の取込
みに異常を示す rme-3 変異株の解析を行ったところ，rme-3

は卵黄タンパク質の取込みに温度感受性を示し，高温では
胚性致死を示すことが明らかとなった。クローニングの結
果，rme-3 はクラスリン H鎖遺伝子上に変異を持つ高等真
核生物においてはじめての温度感受性変異株であることが
判明した。高温において運動させると麻痺を起こすことか
ら，神経・筋肉系にも異常を示すことが明らかとなった。一
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方，rme-6 変異株についても解析を行った結果，N末端側
に RasGAP様領域，C末端側に RAB-5の GTP/GDP交
換因子様領域を持つ高等真核生物において高度に保存され
る新奇遺伝子に異常を持つことが判明した。RME-6 タン
パク質に GFPを結合したタンパク質はクラスリンと共局
在を示すことから，クラスリン被覆ピット上に局在化する
RAB-5の新たな制御因子であることが示唆された。本研究
は，米国 Rutgers大学 Barth Grant教授，佐藤美由紀博士
との共同研究である。

＊1協力研究員，＊2客員研究員，＊3基礎科学特別研究員，＊4

研修生，＊5 ジュニア・リサーチ・アソシエイト，＊6 派遣研
究員

1. Molecular mechanisms of vesicle formation
and fusion in the secretory pathway
To identify novel factors that participate in or facilitate

COPII vesicle formation, we isolated high-copy suppressors
of the sec24 ts mutant defective in COPII vesicle formation
at the restrictive temperature. One of them was identified
as SMY2, which encodes a protein of unknown function
and exhibits a strong genetic interaction with SEC24. Bio-
chemical analyses revealed that Smy2p is tightly associated
with the cytosolic face of the ER and co-localized with
COPII components, but is not incorporated into COPII
vesicles. Moreover, specific co-immunoprecipitation be-
tween Smy2p and COPII components was observed in the
sec24 ts background, this interaction was found to be a
requisite for the suppression of the sec24 ts phenotypes by
overexpression of SMY2. These results suggest that Smy2p
facilitates COPII vesicle formation through direct interac-
tion with COPII components.
To isolate components that regulate the pleiotropic

roles of Arf1p, we screened multicopy suppressors of these
arf1 mutants. We obtained GLO3, encoding an Arf
GTPase-activating protein (Arf GAP), as a multicopy sup-
pressor of the arf1-16 allele. Other Arf GAPs did not
suppress the ts phenotype of arf1-16. We identified a C-
terminal region of Glo3p that is important for the speci-
ficity of its suppression activity and is conserved among
Glo3p-like Arf GAPs of eukaryotes.
To understand the molecular mechanism of vesicular

transport between ER and Golgi apparatus from the view-
point of structures, a variety of molecular components of
yeast traffic machinery have been purified and some are
now under X-ray crystallographic analysis. This year, we
determined the crystal structures of Sec12p, Emp46p and
Emp47p. We are also characterizing the function of a novel
member of the yeast p24 family, biochemically and genet-
ically. This protein appears to be associated with other
members of the p24 family, as well as COPI and COPII
components. This work is in part in collaboration with
Professor Soichi Wakatsuki and his colleagues (High En-
ergy Accelerator Research Organization, Institute of Ma-
terials Structure Science).

2. Mechanisms of protein sorting during mem-
brane trafficking
Secretory proteins are transported from the ER in vesi-

cles coated with COPII. We used a fluorescence resonance
energy transfer (FRET)-based method for monitoring the
kinetics of COPII coat complex assembly and disassem-
bly in reconstituted proteoliposomes. Our data indicate

that the Sar1p GTPase cycle regulates cargo sorting into
transport vesicles.
In an attempt to understand the sorting mechanism

of membrane lipids in yeast, we found that novel types
of vesicles conveying Dpm1p (dolichol-phosphate mannose
synthase) are formed from the ER membrane in an estab-
lished cell-free assay. We further showed that (1) Dpm1p
localizes in lipid particles as well as the ER membrane, (2)
these novel vesicles are of low density and not sedimented
even at 200,000 xg, (3) the budding efficiency of the vesicles
is enhanced by the addition of substrates for triglyceride
synthesis. We suggest that these vesicles are the precursor
of lipid particles.
Rab GTPases are crucial regulators in various stages

of vesicular traffic. To understand the traffic mechanisms
from the Golgi apparatus, we focused on Ypt31p/Ypt32p,
the yeast GTPases that locate and probably function at
the late Golgi. First, we biochemically isolated complexes
containing Ypt31p/Ypt32p and RabGDI. Second, we car-
ried out real-time analysis of the Golgi dynamics by ob-
serving GFP-fusion proteins of Ypt31p/Ypt32p, SNAREs,
and cargo proteins.
Yeast V-ATPase mutant (vma1∆) missorts several

plasma membrane proteins to the vacuole, and one such
protein, the plasma membrane ATPase (Pma1p), is ab-
normally ubiquitinated in the mutant cells. We found that
the bul1∆ bul2∆ mutation inhibits the ubiquitination of
Pma1p. We also found that the bul1∆ bul2∆ restores tryp-
tophan auxotrophy of vma1∆ cells, which is caused by in-
efficient cell surface expression of the tryptophan permease
Tat2p, however, the mutation did not correct the targeting
of Pma1p. These results suggest that an additional molec-
ular mechanism is involved in mistargeting of the protein.
As an approach to understand the mechanisms of

plasma membrane protein localization, we characterized
three predicted membrane proteins (Ylr413p, Ylr414p
and Ykl87p), which show weak similarity to mammalian
claudin and 25–50% amino-acid sequence identities with
each other. We found that GFP-tagged proteins are local-
ized mainly to the plasma membrane, and that HA-tagged
proteins receive N-glycosylation and ubiquitination. This
work is done in collaboration with Professor Shoichiro
Tsukita (Kyoto University).
To elucidate the mechanism of Golgi cisternal forma-

tion, we are pursuing a live imaging approach. We tagged
cis and trans cisternae with GFP and mRFP and observed
their dynamics in living yeast cells under the newly devel-
oped Nipkow-disk confocal laser scanning microscopes with
high-sensitivity and high-speed camera systems. By 3D
analysis, we could observe a dynamic “cisternal take-over”
process, in which a cis cisterna changes its nature to trans
by acquiring trans membranes and discharging cis mem-
branes. This work is in collaboration with Yokogawa Elec-
tric Corporation, NHK Engineering Service, NHK Science
and Technical Research Laboratories, and Hitachi Kokusai
Electric.

3. Roles of membrane traffic in the morphogen-
esis of multicellular organisms
(1) Studies on plant membrane traffic
We carried out genetic analyses of Arabidopsis mutants

defective in the endocytic pathway and found genetic inter-
actions between members of the Rab5 family and SNAREs.
Live imaging of endosome dynamics enabled us to observe
“kiss-and-run”-type endosomal fusion.
We isolated and characterized an Arabidopsis gene

harboring the Vps9 domain, which is conserved among
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guanine-nucleotide exchange factors (GEF) for Rab5. The
gene product binds Rab5 specifically and enhances the
GDP-GTP exchange reaction on Rab5 in vitro. A T-DNA
insertion mutant of this gene showed an embryonic lethal
phenotype, indicating that it is essential for embryo devel-
opment.
To understand the molecular mechanism of plant en-

docytosis from the viewpoint of structures, a variety of
molecular components of plant traffic machinery have been
purified and some are now under X-ray crystallographic
analysis. This year, we determined the crystal structure
of Ara7 GTPase (GDP form). This work is in collabo-
ration with Professor Soichi Wakatsuki and his colleagues
(High Energy Accelerator Research Organization, Institute
of Materials Structure Science).
We expect that abnormal structures of endsomes are

a good indication of their malfunction, as is the case of
gnom mutant cells. We are now screening for Arabidopsis
mutants that show abnormal endosome structures, hoping
to elucidate the roles of endocytosis in plants.
The Golgi apparatus in plant cells has many unique

features in its structure, localization pattern, and func-
tion. To investigate its function and the mechanism of bio-
genesis, we screened for Arabidopsis mutants that showed
abnormal Golgi morphology. We succeeded in isolating
several putative mutants, and their genetic analysis is now
underway. We are also constructing transgenic Arabidop-
sis expressing cisterna-specific markers (cis, medial, trans,
and trans-Golgi network) to characterize cisterna-specific
events.
It has been suggested that vacuolar biogenesis of higher

plants is important for their growth and morphogenesis.
To investigate molecular mechanisms of vacuolar biogen-
esis, we analyzed Arabidopsis homologues of yeast class
C-VPS genes, which play roles in yeast vacuolar morpho-
genesis. We revealed that AtVAM6 possesses a guanine-
nucleotide exchange activity to the AtRab75 GTPase, and
suggest that it is an important factor regulating vacuolar
biogenesis.
During formation of a mature tracheary element (TE),

a component of the plant vascular system, vacuole rupture
triggers the execution of programmed cell death. To clar-
ify the mechanism of vacuole rupture in TEs, we have an-
alyzed vacuolar membrane dynamics using an Arabidopsis
cultured cell line expressing GFP-AtRab75 and its molec-
ular mechanism with a focus on the function of Rab GT-
Pases during cell death. An expression profile of Rab GT-
Pases showed that at least 2 Rab GTPase genes are ex-
pressed in the vascular system.
In higher plants, tapetum cells play an important

role in pollen development. They provide pollen wall
constituents and shift their intercellular structures dy-
namically, resulting in cell death. To observe each or-
ganelle behavior in a living tapetum cell of Arabidopsis
thaliana, we used several sequences that are expected to
drive gene expression in tapetum cells as promoters. The
promoter-conjugated GFP clones were stably transformed
into plants. Confocal laser scanning microscopy demon-
strates that each promoter sequence drives GFP expression
at a particular stage of development.
In order to reveal physiological functions of inositol

1,4,5-trisphosphate (IP3) in higher plants, we generated
transgenic Arabidopsis that express the IP3 binding re-
gion of the mammalian IP3 receptor. Although transgenic
plants developed roots, stem and leaves, they showed a re-
markable growth defect. This suggests that IP3 is involved
in the regulation of plant cell division and/or growth.

(2) Studies on endocytosis in C. elegans
We have studied the molecular mechanisms of receptor-

mediated endocytosis in C. elegans. Among the rme mu-
tants that show a defect in yolk uptake by oocytes, we
first studied the rme-3 mutant. The rme-3 (b1025 ) mu-
tant showed a temperature sensitive defect in yolk uptake
by oocytes and ts embryonic lethality. Cloning revealed
that rme-3 (b1025 ) is a temperature sensitive allele of the
clathrin heavy chain (CHC), the first temperature sensitive
CHC mutant in a higher eukaryote. Interestingly, rme-3
(b1025 ) also shows severe defects in neuro-muscular func-
tion. We also studied the rme-6 mutant. RME-6 has a pre-
dicted Vps9 domain at its C-terminus and a RasGAP-like
domain at its N-terminus. The Vps9 domain is a known
motif conserved among guanine-nucleotide exchange fac-
tors (GEFs) of the small GTPase Rab5. GFP::RME-6
shows a significant spatial overlap with clathrin and α-
adaptin, suggesting that RME-6 is a new regulator of Rab5
on clathrin coated pits. This work is in collaboration with
Professor Barth Grant and Dr. Miyuki Sato of Rutgers
University (New Jersey, USA).
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