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研究成果の概要（和文）：細胞内内膜内の反応はごく狭い容積において行われるので、その容積の変化が反応自
体に影響すると予想される。細胞内の内膜を高い時空間分解能で観察した場合に小胞体で不規則な細かな揺らぎ
が発生している事に注目し、この現象の定量的解析とその細胞機能への影響の可能性について調べた。内腔にト
ラップされた凝集体の速度解析等により、この動きは小胞体に特有で他の内膜では観察されず、多くの細胞でほ
ぼ一定量の変化率からなることがわかった。これは小胞体膜の活性により発生し微小管結合により抑制され温度
依存性は見られない。解析ではこの構造揺動は少なくとも内腔での蛋白の熱運動による変位を増大させる事が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：As reactions confined in the endomembrane system of eukaryotes occur in a 
small volume, the volume change may affect the kinetics. When endomembrane　motion was observed at 
high frame rates, we noted small nonhomogeneous fluctuation of the endoplasmic reticulum (ER). 
Quantitative analyses using the trapped aggregates in the ER lumen revealed that this motion was 
unique to the ER and that the rate was nearly consistent in all cells examined. This motion was 
solely caused by the activity of the ER membranes and demonstrated no temperature dependence. By 
forcefully repressing by microtubules, we found that cargo motion was facilitated by the structure 
fluctuation.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 小胞体　揺らぎ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞外環境で機能する新生蛋白は、小胞体の
狭い空間内で様々な構造形成因子の作用に
より、安定な構造が形成される。この過程に
失敗した分子の多くは細胞質に戻されて、
proteasome による分解を受けるとされる。  
しかしこの逆輸送による異常分子の分解は
細胞・基質依存的で、細胞質のような効率の
高さはない。処理できない場合は凝集体とな
り、それが小胞体機能を阻害する場合には細
胞の死に至ることもあり、アミロイドーシス
など多くの疾患の直接の原因となる。 
 小胞体の凝集を回避する強い活性は
conditional 凝集体(CAD)の実験で見ること
ができる。 
CAD-EGFP
を小胞体内で
発現すると右
図のように凝
集体をすみや
かに形成する。これは GFP 同士のジスルフ
ィド結合を含むが、CAD 間結合を解消させ
る AP21988 を添加すると凝集体は直ちに解
消する(右図）。しかしこの凝集体は CAD 間
結合の解消だけでは消失しない。 
 これは、i)小胞体 microsome を調製し酸化
的 folding が進行する条件においても
AP21988 は CAD-GFP 凝集体を解消しない、
ii)細胞膜をジギトニン処理して細胞質成分
を除き i)の条件で AP21988 を加えても凝集
は解消しない、iii) i)や ii)の場合に DTT の添
加は効果がない等から、構造形成因子の存在
だけでは小胞体の強い凝集解消活性は説明
できない。 
 生きている細胞の構造は必ず動きを持つ。
中でも小胞体の特徴的な動きは注目を集め、
分子機構が解明されてきた。これは微小管と
の関連において起きる、膜融合も関わる小胞
体膜の複雑な形態変化がよく知られている 
(1)。しかしこれらは頻度の低い構造変化であ
り、分泌系カーゴ分子の輸送と共役した成熟
化に影響を与えるとは考えにくい。 
 そこで、高い時空間分解能で小胞体を観測
したところ、細胞膜や核に隣接してない広い
領域で顕著な微小振動が恒常的に観察され
た（下図）。 

上のパネルが全体像で下がキモグラフにな
り、細かな揺れが発生していることがわかる。 

 
 ２．研究の目的 
このような微小振動は、これまで知られてい
た構造の緩やかな動きとは異なり、agitation
として反応促進を行うかもしれない。これは、
反応において、分子間衝突頻度を増加させ、
反応産物の速やかな拡散を促すことで、結果
的に効率の良い反応を促進し、また、解離速
度が遅いタンパク質フォールディング中間
体やミスフォールドした分子などの処理に
おいても、困難な反応を破綻無く進めるため
の作用として機能する可能性も考えられる。 
 特に数十 nm しかない狭い小胞体内空間で
は反応に関わる分子が有意な大きさを占め、
さらに不安定でバルキーな新生蛋白が恒常
的に膜より産生されるので、すべての反応が
単純拡散に依存するとは考えにくい。 
 本研究で対象とするような、生体構造の微
小な揺らぎと細胞内反応での役割に関する
研究は極めて少ない。たとえば chromosomal 
jiggling として記述される染色体の振動が
ATP 依存的で subdiffusive な性質を持つと
いう報告がなされ (2)、また細胞骨格のアウ
トミオシン系のモーター依存的な振動は細
胞内での enhanced diffusion として細胞質
反応促進の可能性が示唆されている (3)。し
かし生理機能との関連はほとんど知られて
いない。 
 明らかに、本現象は上述の微小管により促
進される運動とは異なるものだが、極めて不
規則であるために、定量化が従来の方法では
難しい。この基盤となる分子機構の解明につ
なげるに、本研究ではまず、その定量的な方
法論を確立し、それに基づいて発生機作につ
いて解析を進め、関連する生理現象について
も研究の対象とする。 
 
３．研究の方法 
小胞体膜の観察は、小胞体膜蛋白である
Sec61bなどに蛍光蛋白であるSGFP2を付加し
たプラスミドをミドリザル腎細胞由来 COS-7
細胞や、その他の培養細胞などにポリエチレ
ンイミンを用いて導入して、16－24 時間後に
NIKON A1-SIM顕微鏡により蛍光を観察して行
った。顕微鏡でのイメージングは蛍光性の成
分を除きまた Hanks 塩からなる D-MEM に牛胎
児血清１％を培地に用いて、培地温度が設定
温度になるように制御した。 
 プラスミド構築は、従来からの一般的な分
子生物学的手法に加えて、Gibson Assembly・
NEBuilder(NEB)を用いて行い、得られたプラ
スミドの配列はすべて DNA sequencer により
確認した。 
 マウス卵の小胞体観察のために下記のよ
うに行った。まず、ゴナドロピン投与後 46
時間のマウスよりヒアルロニダーゼ存在下
で未成熟卵を調製した。その核に T7 RNA 
polymerase を用いて作成した Sec61b-SGFP2
の RNAをマイクロマニュピュレータを用いて
～5pL を投与した。発現産物は 37 度で 21 時



間培養後に上記のようにして観測した。 
 
４．研究成果 
A 小胞体膜微小揺動の定量法 
定量を容易にするために、膜全体でなく小胞
体の内の管腔にトラップされた凝集体の変
位を調べることで、膜構造の動きを定量した。
モニター分子として上記の ssCAD-EGFP を用
いた。この一分子トラッキングを 100Hz で記
録した輝点の位置は右図のようになった。こ
の場合には、4箇所に一
時的にトラップされて
各点で内腔を揺らいで
いることがわかる。トラ
ップされた各点での動
く速さについてプロッ
トすると下図のように
ほぼ等方的である事が
わかり、さらにこのこと
は詳細な解析で確認され
た 。 そ の 速 度 分 布 は
Maxwel の 2 次元速度分布
P()=*exp(-2/22) （ 
は速度、は標準偏差）に
ほぼ従うので（右図）、偏
差として動きが記述さ
れることもわか
った。 
 この一般性を
知るために、卵
子を含む多くの
細胞で調べたと
ころ、計測バッ
ク グ ラ ン ド が

0.660 ±
0.004 m/s
において～
0.9 m/s の
揺らぎを示
し、様々な
細胞種にお
いて一定の
値を示した。
マウス卵に
おいても小胞体はネットワーク構造を作る
が ssCAD-EGFP を発現した場合にも同程度の
揺らぎが観測された。 
 また、このような動きは小胞体以外の膜構
造では観測されない。下図には蛍光標識した
小胞体とゴルジ体のキモグラフを示す。左に
示した画像がそれぞれの 1枚目の画像で右が
線の位置でのキモグラフ。 

B.微小管と揺動の関係性 
このような構造の動きはよ
く知られている微小管によ
ってひきおこされる動きと
は 異 な っ て 、 微 小 管 を
Nocodazole で破壊した場合
には=～1.3m/s に増加し、
1000 枚の画像の max intensity projection
（右図）ではその存在する範囲が広がった
（上：DMSO、下：Nocodazole)。小胞体膜に
は多くの微小管結合蛋白が存在する。そこで、
その存在量が構造揺動に影響するかについ
て、単一細胞で解析するために赤外蛍光蛋白
タグをつけた shRNA ベクター、及びより高効
率で dox依存的に誘導性発現をするベクター
を作成して上記のモニター分子で解析した。
その結果、CLIMP-63 を shRNA により抑制した
場合には動きの幅がNocodazoleとほぼ同様
の値にまで増大し、また過剰に発現した場合
にはフロアーノイズのレベルにまで揺動が
抑制される事がわかった。これは、N 末側の
微小管結合領域を欠いた分子では影響がな
かった。又、ほぼ同様の揺動に対する作用が、
微小管に結合することが報告されている膜
蛋白 VIMP1 においても観察された。 
 これらの結果から、小胞体膜が微小管結合
タンパク質を介して膜の揺動を抑制してい
ることが示された。 
 
C. 小胞体構造揺動の内腔カーゴへの影響 
上記のような特性を持つ小胞体の微小な動
きが小胞体内腔でのタンパク質のダイナミ
クスにどのような影響を与えるのかを知る
ために、細胞機能に作用する様々な薬剤を用
いたスクリーニングを行ったが、現時点で揺
動を止める分子特異的な阻害剤は見つかっ
て い な い 。 少 な く と も 、 細 胞 質 で の
viscoelastic な特性に影響を与えるアクト
ミオシン系の阻害剤や、蛋白合成の阻害もま
ったく影響を与えなかった。 
 この動きはエネルギー依存的で、動きの特
性からもカーゴに与える積極的な生理作用
を持つ可能性が考えられる。そこで内腔での
カーゴ EYFP を 1000Hz の時間分解能で調べて
その一分子画像を用いて飛距離分布を調べ
たところ、カーゴ一分子の動きは下記のよう
な分布を持った。これは上述の ssCAD-EGFP
と比較すると一桁遅いが、新たに行った小胞
体管状構造自体の変位速度と比較すると、カ
ーゴの動きはオーバーラップすることがわ
かった。このような解析から、構造揺動は内
腔カーゴのブラウン運動に影響しうる時間
領域を含むことが明らかになった。 



 そこで内腔に含まれるタンパク質の動き
自体に構造の上述の揺動がどのような影響
を持つかを調べるために、内腔での単純拡散
についてさらに検討を行った。このためには
上記のような一分子トラッキング(SPT)や蛍
光相関分光法（FCS）、あるいは蛍光消光回復
法（FRAP）が用いられてきた。SPT と FCS は
一分子レベルでの変位計測で精度が高く
我々も用いてきたが、小胞体構造揺動の影響
を考慮するとその取り扱いが困難になる。
FRAP は、より広い領域で観測するので構造揺
動の特性からすると影響を受けにくいもの
の、フォトブリーチされた状態から自発的に
回復する可逆性があり、補正法も報告されて
いるものの (4)、高い精度が求められる場合
には適さない。 
 このため、光活性化からの回復を測定する
ために、小胞体内で自由に拡散することので
きる光活性化蛍光タンパク質 cfPAS を SGFP2
からの変異により作成した。405nm 光を照射
とこの分子は蛍光を持つようになり、これは
フォトブリーチと異なって可逆性を持たず、
精度良く知る事ができるメリットがある。 
 そこでこれを用いて狭い空間でのタンパ
ク質分子の動きについて基本的な特性を調
べた。単純拡散は温度依存的な熱運動であり、
Stokes-Einstein の式の予測に沿った温度依
存性が小胞体内腔で見られるという FRAP 計
測の結果が報告されている (5)。しかし
cfPAS を用いて内腔拡散を測定したところ、
報告された温度依存性は検出されなかった。 
 これが検出精度の問題でないとすれば、構
造揺動がカーゴの拡散に影響を与えている
可能性が考えられた。そこで、上記の
ssCAD-EGFP を用いて生理的温度におけるそ
の揺らぎの幅（σ）の変化を測定した。その
結果、構造揺動は生理的な温度の範囲内では、
有意な差が見らなかった。同様のことは、小
胞体ネットワーク構造自体を観察した揺ら
ぎの定量においても確認されている。 
 このような知見は構造揺動がカーゴ拡散
に影響を与え、低温での管腔内の反応を確保
するという可能性を示唆的である。ただし、
反応における温度の関与は、水の粘性への影
響を含めても生理的な範囲では大きな変化
ではないので、測定精度をさらに上げる必要
がある。 
 もっとも明確な証明は、小胞体の構造が同
一なときに構造揺動が停止した場合のカー
ドの動きを測ることである。このために、微
小管結合タンパク質である CLIMP-63 の内腔
ドメインを含まない分子の過剰発現により
小胞体膜を全面において微小管に結合させ
て、構造揺動を停止できるかを調べた。また、
内腔での分子の拡散は小胞体形態の影響も
受けるので、揺動がある場合とない場合とを
正確に比較するためには単一細胞において
測定を行う必要がある。 
 そこで、低分子(TMP)を添加した場合にの
み発現される eDHFR (6)を CLIMP-63 に結合さ

せて一時的に過剰な発現を行う系で実験を
行った。一般に CLIMP-63 の過剰な発現は小
胞体形態の大きな変形をもたらすが、TMP を
加えて eDGFR融合蛋白として誘導性発現を行
い 1時間後に観察した場合には、揺動を停止
したものの明らかな形態に変化は見られな
い。そこでこの系で、（CLIMP-63 は内腔ドメ
インがスペーサーとして内腔の幅を規定し
ているという報告もあるので）内腔ドメイン
を欠損した CLIMP-63ΔCを融合させた細胞の
小胞体内腔に cfPAS を発現して、その拡散を
TMP の有無で比較した。TMP を添加すると蛍
光分子の動きに遅れが観察され、揺動が内腔
での単純拡散を促進することが示唆された。 
 次に凝集性カーゴに対する影響について
調べた。モデル分子として、慢性閉塞性肺疾
患の主たる先天的要因であるアンチトリプ
シンの Z変異体に注目した。この変異体は巨
大な細胞内封入体を作る。この場合には単一
細胞での解析はできないので、CLIMPΔCを過
剰に発現した細胞集団において凝集体形成
が影響を受けるかどうかを計測した。しかし、
解析の結果では、明らかな小胞体の形態変化
が起きない程度に微小管が結合して揺動が
停止する条件においては、Z 変異体による封
入体の形成率が変化するような傾向は認め
られなかった。さらに、ミスフォールド産物
の処理のためのモデル分子としてよく用い
られるアンチトリプシンの nullHongKong 変
異体についても影響を調べたが、微小管結合
による構造揺動を停止させても凝集性に明
らかな変化は検出されなかった。 
 
D. 今後に向けて 
本研究により、小胞体に特異的な等方的な細
かな揺れが固有の機構により発生するもの
であることは証明された。しかしそれが小胞
体内での反応にどのような影響をもたらす
かは、容積と形態の変化の影響を排除するこ
とが難しく、さらに異なる実験系において検
討する必要がある。このためには揺動を起こ
す分子の同定が必要で、本研究でも上述の
shRNA ベクターを用いて小胞体膜蛋白の網羅
的抑制を行ったが、単独で形態変化を与えず
に揺動だけを止める分子は同定できていな
い。本研究遂行過程において、小胞体が揺ら
ぎを持つこと自体は、新たな超解像顕微鏡を
用いて NIH の研究者らにより Science 誌に報
告され (7)、本現象は注目を浴びている。こ
の報告では本研究結果とは一致しない部分
も多く、より精度の高い研究が必要とされる。 
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