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研究成果の概要： 
ヒトの体はさまざまな細胞で構成され、細胞が恒常性を保つことで健康に維持されてい

る。細胞の恒常性には、細胞内で合成されたタンパク質や脂質などが機能すべき場所へ正
しく運ばれることが重要である。細胞内で新規に合成された膜タンパク質などは細胞のな
かのゴルジ体に一旦集積され、選別が行われた後、それぞれの場所へと輸送されていく。
本研究では、ゴルジ体を中心としたタンパク質の輸送経路において重要な役割を果たすあ
るタンパク質の分子機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
（1） 私たちおよび他のグループの研究に
より、低分子量 GTPase である ARF の活性化
因子 BIG1や BIG2がエンドソームで機能して
いることが示唆されたが、具体的にどの経路
をどのように調節しているかは不明であっ
た。 
 
（2） また、ARF の不活性化因子である
ARFGAP1の相同性の高い ARFGAP2, ARFGAP3を
databaseから見出したが、その機能は全く不

明であった。 
 
（3） 低分子量 GTPase ARF ファミリーの
ARFRP1 の欠損マウスは胎生致死であること
から発生段階を含む生命の恒常性に必須で
あることが示唆されていた。しかしながら、
その細胞内での機能は全く不明であった。 
 
（4） 近年、私達や他のグループの研究に
より ARFRP1 は ARL1（ARF ファミリーの低分
子量 GTPase）の上流で機能していることが示

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2007～2008   

課題番号： １９７７０１６９ 

研究課題名（和文） 低分子量 GTPase ARFRP1によるメンブレントラフィックの調節 

                     

研究課題名（英文） Regulation of membrane trafficking by small GTPase ARFRP1 

 

研究代表者 

 申 惠媛  （SHIN Hye-Won） 

京都大学・薬学研究科・助教 

 研究者番号：10345598 

 
 



 

 

唆された。しかし、その分子機構は不明であ
った。 
 
２．研究の目的 
（1） ARF1/3 の活性化因子である BIG1, 
BIG2 が関与する輸送経路の同定とその分子
機構 
 
（2） 新規 ARF の不活性化因子、ARFGAP2, 
ARFGAP3の機能解析 
 
（3） ARFRP1と ARL1のクロストークのメカ
ニズムを明らかにする。 
 
（4） ARFRP1と ARL1によるゴルジ体以降の
輸送経路の制御における分子機構を明らか
にする。 
 
（5） ARFRP1と ARL1の結合タンパク質の同
定とその機能解析 
 
３．研究の方法 
（1） ARF の活性化因子、不活性化因子、
ARFRP1、ARL1とこれらの下流因子の RNAi法
を用いたノックダウンによる細胞内オルガ
ネラの変体変化やタンパク質の局在変化を
調べる。 
 
（2） （1）で述べたノックダウンによる輸
送経路への影響を解析する。 
① ゴルジ体から細胞膜までの輸送は EGFP 
タグのついた VSVGtsO45を用いて調べる。 
② エンドサイトーシス経路は蛍光標識し
たトランスフェリン、EGFを用いて調べる。 
③ エンドソームからゴルジ体までの輸送
は蛍光標識した志賀毒素の Bフラグメントを
用いて調べる。また、FLAG-TGN38や CD4-Furin
の発現している細胞株を樹立し、FLAGや CD4
の抗体を用いてエンドソームとゴルジ体間
の輸送を調べる。 
④ 小胞体とゴルジ体間の輸送は
VSVG-tsO45-KDEL recetporのキメラタンパク
質を用いて調べる。 
 
（3） ARFRP1あるいは ARL1の関与する積み
荷タンパク質の輸送をタイムラプスを用い
てその動態を解析する。 
 
（4） ARFRP1の affinity columnを用いて
その結合タンパク質を同定する。 
 
４．研究成果 
（1） 私たちや他のグループにより ARFRP1
は ARL1 の上流で機能することが知られてい
たが、それぞれ独立した輸送経路を調節して
いることが分かった。（論文②） 
① ARFRP1 をノックダウンした細胞で ARL1

の局在には変化がない。また、ARL１の
effector である Golgin の局在にも影響を及
ぼさないことから、ARFRP1は ARL1 と独立し
た機能を持つことが示唆された。 
② さらに、RNAi 法による解析により、
ARFRP1 は VSVG のゴルジ体から細胞膜への順
行輸送に（図 1, 4）、ARL1は志賀毒素のエン
ドソームからゴルジ体への逆行輸送に関与
していることが分かった（図 2, 4）。つまり、
図 1 のように 15 分、30 分 chase をするとコ
ントロールや ARL1 のノックダウンした細胞
では VSVGが徐々に細胞膜まで輸送されるが、
ARFRP1 をノックダウンした細胞では輸送が
顕著に阻害された。一方、図 2 のように 30
分間蛍光標識した志賀毒素を取り込ませる
とコントロールや ARFRP1 のノックダウンし
た細胞では志賀毒素がゴルジ体まで輸送さ
れていくが、ARL1のノックダウンした細胞で
はその輸送が阻害された。 
 
（2） ARL1の下流には膜融合に必要な SNARE
タンパク質、Syntaxin 6、Syntaxin 16, Vti1a
が機能していることが分かった。 
① ARL1のノックダウンした時、ゴルジ体に
局在するこれらの SNAREがゴルジ体からなく
なることが分かった。（論文②） 
② さらに Syntaxin 6, Vti1aをノックダウ
ンした時、ARL1のノックダウンと同じように
志賀毒素のエンドソームからゴルジ体への
輸送が阻害されることが分かった。（図 3, 4）
コントロールや Vti1bのノックダウンでは影
響がなかった。 

図 1．ARFRP1 のノックダウンによる VSVG の
ゴルジ体から細胞膜への輸送阻害 

図 2．ARL1のノックダウンによる志賀毒素の
エンドソームからゴルジ体への輸送阻害 



 

 

図 3．Syntaxin 6と Vti1aのノックダウンに
よる志賀毒素のエンドソームからゴルジ体
への輸送阻害 
 

図 4．ARL1 と ARFRP1 の関与する細胞内輸送
経路 
 
 
（3） ARFRP1 の Affinity column から小胞
輸送に関与するさまざまなタンパク質が見
つかった。本研究では ARFRP1 の関与する輸
送過程でのこれらのタンパク質の機能は解
析できなかったが、これは今後の課題である。 
 
（4） ARF1/3 の活性化因子 BIG1, BIG2 は
CD4-Furin のエンドソームからゴルジ体への
輸送に関与することが分かった。さらにこの
下流にはクラスリン／アダプタータンパク
質である AP-1 が機能していることが分かっ
た。（論文④） 
 
（5） ARF1 の新規不活性化因子である

ARFGAP2, ARFGAP3は ARFGAP1と redundantに
KDEL receptor のゴルジ体から小胞体への輸
送に関与することが分かった。この経路は
COPI コートタンパク質依存的であることを
明らかにした。（論文①） 
 
（6） ARF ファミリー低分子量 GTPase の
ARF1/3、ARL1, ARFRP1はいずれも主にゴルジ
体に局在し、機能していることは示唆されて
いた。しかしながら、ARL1 や ARFRP1 に関し
てはゴルジ体を中心とするどの輸送経路に
かかわっているのか、またどのような因子が
かかわっているのかは不明であった。 
本研究では、ARL1 や ARFRP1 がそれぞれ巡

行輸送、逆行輸送に関与することを明らかに
し、さらに ARL1 の下流に一群の SNARE が機
能していることを明らかにした。 

また、ARF は主にゴルジ体に局在するが、
本研究によって furinのエンドソームからゴ
ルジ体への逆行輸送に関与することが明ら
かとなった。 
このように、ゴルジ体を中心としてエンド

ソーム、細胞膜の間の輸送経路における制御
機構が明らかになることは、タンパク質の分
泌や分解の人為的な制御を考える上での基
盤となり、学術的基礎にとどまらず、医学・
薬学などにも応用されることが期待される。 
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