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研究成果の概要（和文）：　細胞内小胞輸送の最終ステップである膜融合の過程は、SNAREタンパク質によって
媒介される。本研究では、トランスフェリン－トランスフェリン受容体を含むリサイクリング小胞の細胞膜との
融合の過程を、繋留複合体であるExocyst複合体がt-SNAREタンパク質のSNAP-23/SNAP-25と連動することによっ
て調節すること明らかにした。
　さらに、VIPアッセイ（観るだけでわかるタンパク質間相互作用解析法）を活用して、８サブユニットから成
るExocyst複合体をはじめとして、タンパク質輸送に関与する様々なタンパク質複合体の複雑な構築様式を解明
した。

研究成果の概要（英文）：Membrane fusion, which is the last step of vesicular trafficking, is 
mediated by SNARE proteins. In this study, we have revealed that fusion of recycling vesicles 
containing transferrin-transferrin receptor is regulated by t-SNARE proteins, SNAP-23/SNAP-25 in 
conjunction with the Exocyst tethering complex.
By taking advantage of the visible immunoprecipitation (VIP) assay, we have revealed the 
architectures of various protein complex, including the Exocyst complex, involved in protein 
trafficking within cells.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 小胞輸送　SNAREタンパク質　Exocyst複合体　IFT-B複合体

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞内小胞輸送の最終ステップ（膜どう
しの融合）は、小胞膜に存在する v-SNARE
と標的膜（例：細胞膜）に存在する t-SNARE
（3本）が特異的な複合体（SNARE複合体）
を形成することによって媒介される。ヒト
には、v-SNAREが 9種類、t-SNAREが 25
種類存在する。2013年ノーベル生理学・医
学賞受賞者の Rothman らは、v-SNARE と
t-SNAREが特定の組合せでのみ SNARE複
合体を形成することによって、輸送小胞が
どの膜と融合するのか（どこに輸送される
のか）の特異性が決定されるという SNARE
仮説を提唱した。しかし近年の研究によれ
ば、v-SNARE と t-SNARE の間の認識は比
較的曖昧であり、これらの組合せだけで膜
融合の特異性が決定されるとは考えにくい。 
 
２．研究の目的 
 我々は最近、繋留タンパク質複合体の
Exocyst が、t-SNARE と相互作用すること
によって、膜融合の特異性を決定する可能
性を示唆するデータを得た。この膜融合特
異性決定機構について検証するとともに、
他の繋留複合体と SNARE タンパク質につ
いても当てはまるのかどうかについて調べ、
最終的には、繋留複合体と SNARE タンパ
ク質の組合せが膜融合の特異性を決定する
という小胞輸送の新たなパラダイムの提唱
を目指す。さらに、繋留複合体や SNARE
タンパク質と相互作用することによって、
膜融合の過程を制御する可能性のあるタン
パク質の実態の解明と機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ．相互作用解析 新たに開発した共免疫
沈降によるタンパク質間相互作用解析法
（VIP アッセイ『観るだけでわかるタンパ
ク質間相互作用解析法』（図 1）を用いて、

８つのサブユニットから成る Exocyst 複合
体の構築様式の全体像を解明する。さらに、
Exocyst 複合体の８つのサブユニットのす
べてと、t-SNAREタンパク質の SANP23、
SNAP25、 SNAP29、 SNAP47、および
v-SNARE の VAMP1〜VAMP8 の相互作用
を網羅的に解析して明らかにする。 
Ⅱ．siRNA 法、および改良型 CRISPR/Cas9
法による機能の解析 siRNA 法によって
Exocyst複合体サブユニットやSNAREタン
パク質をノックダウンした時の細胞の表現
型を解析する。また、我々が新たに改良し
たCRISPR/Cas9ゲノム編集法を利用して樹
立したノックアウト（KO）細胞の表現型を
解析する。特に、エンドサイトーシスされ
た蛍光標識トランスフェリン–トランスフ
ェリン受容体（Tfn–TfnR）を含む小胞の細
胞膜へのリサイクリング過程をチェイス実
験によって観察するとともに、細胞膜との
融合過程を全反射蛍光顕微鏡法によって観
察することで、Exocyst複合体や SNAREタ
ンパク質が果たす役割を推測する。 
 
４．研究成果 
① VIPアッセイを活用して、8サブユニッ
トから成る Exocyst 複合体の複雑な構築様
式を解明した（図２）。この複合体内で、
Sec3、Sec5、Sec6、Sec8がコアサブ複合体
を、Sec10、Sec15、Exo70、Exo84がペリフ
ェラルサブ複合体を形成することが明らか
になった。 
② t-SNAREの SNAP23、SNAP25、SNAP29、

SNAP47は、それぞれ Sec6、Sec8、Sec3、
Sec8に結合することを示した。このように、
t-SNAREタンパク質は別個の Exocystサブ
ユニットを介して、Exocyst複合体と相互作
用することが明らかになった。 
③ siRNA を用いてノックダウンした細胞
における Tfn-TfnR を含む小胞を観察する
ことによって、細胞膜上に存在する
SNAP23または SNAP25は、Exocyst複合体
と相互作用するとともに、小胞膜上に存在

図２ Exocyst複合体の構築様式 

図１ VIPアッセイの概要 



する v-SNAREタンパク質のVAMP3と相互
作用することによって、Tfn–TfnRを含むリ
サイクリング小胞の細胞膜との融合を媒介
することを明らかにした（図３）。 

 

④ 繊毛内タンパク質輸送を媒介する IFT
輸送装置を構成する IFT-B複合体が、サブ
ユニット IFT57を中心にして、Sec10、Sec3、
Exo70 を介して Exocyst 複合体と相互作用
することを示した。さらに、VIP アッセイ
を活用して、16 サブユニットから成る
IFT-B 複合体の構築様式（図４）の全体像
を解明したところ、IFT20 が IFT-B 複合体
内でハブ的な位置を占めることがわかった。 
さらに、 IFT20-KO細胞は、繊毛を全く形
成できないことから、IFT-B 複合体におけ
る IFT20の中心的な役割が裏付けられた。 

 

⑤ Sec8 の変異は繊毛病の原因になってい
ることから、改良型 CRISPR/Cas9法によっ
て Sec8-KO細胞を樹立して、Sec8の繊毛タ

ンパク質の輸送における役割を解明しよう
としたが、Sec8-KO細胞自体が得られず、
解析できなかった。Sec8は細胞の生存にと
って必須であるためと考えられる。 
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