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研究成果の概要（和文）： 

 
小胞体における輸送小胞の形成に重要な役割を果たすSar1pとSec12pの相互作用と小胞体

膜上での拡散を母細胞と新しく出芽した娘細胞で比較した。その結果、母細胞と娘細胞間でこ

れらの相互作用効率の違いはみられなかった。また Sec12p の拡散速度は、母細胞、娘細胞間で

変わらないが、Sar1p は娘細胞で優位に拡散が遅いこと、さらに娘細胞のサイズに依存して調

節されていることが判明した。   
 
研究成果の概要（英文）： 
    In this study, we focused on the diffusion of and the interaction between Sar1p and 

Sec12p on the daughter and the mother ER in living yeast. There was no difference in their 

interaction and Sec12p diffusion between the daughter and the mother ER. However, Sar1p 

showed a slower diffusion on the daughter than on the mother. Furthermore, Sar1p diffusion 

rate depended on the size of daughter cell. 
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１．研究開始当初の背景 

 
細胞内で合成される種々のタンパク質

が、それぞれ機能すべき目的地に運ばれる細

胞内タンパク質輸送システムは時間的にも空間

的にも高度に制御されているシステムである。

種々のオルガネラや細胞膜を構成するタンパク

質群および分泌タンパク質群は小胞体で合成さ



 

れ、そこから出芽する輸送小胞によってゴル

ジ体を経由して他のオルガネラや細胞膜に

運ばれる。小胞体は静的なオルガネラではな

く非常に動的にその形態を変化させるオル

ガネラである。しかし、この小胞体の形態形

成機構やそのダイナミクスの制御に関して

はまだ多くが不明である。出芽酵母の極性を

持った増殖過程においては、元の細胞から出

芽した新たな細胞に小胞体が連続したまま

分配されるが、元の細胞と新たに出芽した細

胞間で小胞体膜タンパク質の移動を妨げる

障壁が形成されることが明らかになった

（Luedeke et al. J.Cell Biol.2005）。この

ことは、小胞体自体の動的な形態変化ととも

に、小胞体膜タンパク質が新たに生じた細胞

の小胞体と元の細胞の小胞体でそれぞれ異

なるダイナミクスや活性、そして制御機構が

存在しうることを示唆している。細胞内タン

パク質輸送システムの出発点である輸送小

胞の形成に関わる小胞体膜タンパク質も細

胞周期進行に合わせて時間的空間的に制御

されているかもしれない。 

 
 
２．研究の目的 

 
遺伝情報全貌の概要が明らかにされ、産

物であるタンパク質の機能をさまざまな細

胞というシステムのなかで総合的に理解す

ることが求められている今、従来の生化学に

基づいた細胞を破壊して調べる研究手法に

加えて、生きた細胞内でのタンパク質機能の

時間的、空間的解析が重要である。私は、さ

まざまな蛍光タンパク質及びそれを用いた

解析技術を駆使した研究をおこなってきた。

Dronpa 等の蛍光タンパク質を用いて細胞内

の微小空間で細胞性タンパク質のダイナミ

クスを比較することでタンパク質が機能す

る場を解析するという新たなアプローチも

開発してきた。 

そこで、本研究では、タンパク質のダイナ

ミクスや相互作用を明らかにする上で極め

て有効な手法であるイメージング技術を駆

使することによって、出芽酵母の輸送小胞の

形成に関わる小胞体膜タンパク質が細胞周

期進行に合わせて時間的空間的にどのよう

なダイナミクスをもち、また相互作用してい

るかを明らかにしていく。出芽酵母は、他の

生物系では得がたい精度の高い遺伝解析と

自由度の高い遺伝子操作が可能であり、プロ

ーブを内在性のタンパク質と置き換えるこ

とによりイメージング解析においてしばし

ば問題となる過剰発現による内在性タンパ

ク質とは異なるタンパク質の挙動を解析し

てしまう可能性や細胞内のシグナルをかく乱して

しまう可能性を低く抑えることができる。小胞体

から出芽する輸送小胞は、COPII 小胞と呼ばれ、

この小胞の形成をつかさどるのが低分子量 G タン

パク質 Sar1p、Sec23/24p と Sec13/31p サブ複合体

であり、Sar1p の活性は、小胞体膜上に局在する

活性化因子、Sec12p により制御される。また、

SNARE や、ｐ24 ファミリーなどの膜タンパク質の

積荷も輸送小胞中で複合体を形成する。そこで本

研究では、生きた細胞内でのこれらタンパク質の

ダイナミクスや相互作用を時間的空間的に解明す

る。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、イメージング技術を利用した研究

方法の中心としている。 

 

(1) Dronpa 融合タンパク質の作製とこれを用い

たイメージング 

 

① Dronpa 融合タンパク質の作成 

Dronpa 蛍光タンパク質は、強い励起光により速

やかに退色し、405nm の光によって再び蛍光が回

復する能力をもつ蛍光タンパク質である。また、

Dronpa は、この蛍光の退色と回復、すなわち蛍光

を on,off を繰り返し行うことができる蛍光タン

パク質である。Sar1p、Sec12p などの小胞体膜局

在タンパク質の C末端側、もしくは N末端側に

Dronpa を融合した融合タンパク質を作製し、これ

を発現する出芽酵母を得た。 

 

② 細胞内ダイナミクスの測定 

得られた出芽酵母を用いて、まず細胞内の全

Dronp 融合タンパク質の蛍光を退色させ、次に

405nm レーザーによって細胞内の任意の場所の

Dronpa の蛍光を回復させ、その後の Dronpa 融合

タンパク質の拡散を解析した。この実験は、所属

研究室に設置されている共焦点レーザースキャン

顕微鏡を用いた。細胞膜近傍の小胞体、核膜近傍

の小胞体での拡散速度の違いや細胞周期の進行に

伴う変化を中心に解析した。 

 

(2)  Sar1p、Sec12p、Sec23/24 などの相互作用の

研究 

 

① FRET プローブの作成 

細胞内でのタンパク質間相互作用を解析する

ためにFRETプローブの作成をおこなう。FRETは、

ある蛍光物質（エネルギー供与体）の蛍光波長と

他の蛍光物質（エネルギー受容体）の励起波長に

重なりがあり、それらの蛍光物質が非常に近接し

て存在し、かつ発色団の向きが適切に配置された

ときに、エネルギー供与体の蛍光物質を励起した



 

際に、エネルギーが無放射遷移してエネルギ

ー受容体から蛍光を示す現象である。緑色蛍

光タンパク質（GFP）の 2つの変異体 CFP、YFP

をそれぞれエネルギー供与体、エネルギー受

容体として、これらとそれぞれのタンパク質

の融合タンパク質を作製する。GFP はそれ自

体が複合体を形成しやすいため、複合体を形

成しない変異体(monomeric タイプ CFP、

YFP(mCFP、mYFP))を利用する。mCFP、mYFP を

それぞれ Sar1p、Sec12p に融合させた融合タ

ンパク質を発現するベクターを構築し、これ

らを同時に発現する出芽酵母細胞を得た。 

 

② FRET イメージング 

得られた出芽酵母を用いて、タンパク質同

士の相互作用を FRET 効率の変化によって可

視化する。フィルターホイールシステムによ

って CFP 及び YFP をそれぞれ励起でき、また

それぞれの蛍光と CFP を励起した際の YFP 蛍

光波長由来の光を取得できる蛍光顕微鏡を

用いた。FRET の観察では CFP 及び YFP から擬

似 FRET シグナルが生じるため(CFP の蛍光が

YFP のチャンネルに漏れるものと YFP が CFP

の励起光で一部励起されて蛍光を生じるも

の) この擬似 FRET 値を CFP 単独発現細胞、

及び YFP単独発現細胞を用いて測定し補正を

行った上で正確な FRET の値を得た。 
 

４．研究成果 
 

ER からゴルジ体への選択的な蛋白質の輸

送は、COPII 小胞と呼ばれる小胞が重要な働

きを果たしている。そこで、この COPII 小胞

の構成因子である Sar1p とその活性化因子

Sec12p が、出芽酵母の極性増殖過程において、

どのような動態を示すのかを解析した。 

 Sar1p、Sec12p とトランスロコンタンパク

質 Sec61p と蛍光を on、off できる蛍光タン

パク質 Dronpa との融合タンパク質を作製し

た。Dronpa 融合タンパク質を強い励起光によ

り退色させた後、母細胞及び娘細胞それぞれ

の小胞体の任意の領域で蛍光回復させ、その

後の蛍光を経時測定して、拡散を計測した。

小胞体膜タンパク質である Sec12p、Sec61p

は、母細胞と娘細胞間で障壁により、拡散が

阻害されることが報告されているが、Sar1p

も同様に母細胞、娘細胞間の拡散が抑制され

ており、小胞体上の拡散障壁によって母細胞

と娘細胞でそれぞれ別々の動態で働くこと

が明らかとなった。 

そこで、Sar1p、Sec12p、Sec61p の母細胞

と娘細胞それぞれの小胞体上での拡散を解

析した。その結果、Sec12p と Sec61p は、母

細胞と娘細胞の小胞体で同様の速度での拡

散することが明らかになった。次に Sar1p の拡散

を解析した。すると、Sar1p の拡散は、母細胞に

比べて娘細胞で優位にその速度が遅くなることが

明らかになった。 

次に、細胞骨格系がこれらの小胞体膜上での拡

散に影響しているかどうかを、薬剤処理によって

解析した。ラトランキュリンＡ処理、およびノコ

ダゾール処理によって、アクチン細胞骨格、マイ

クロチューブを壊し、母細胞、娘細胞における拡

散速度を測定した。その結果、これら細胞骨格を

破壊しても、Sar1p の母細胞、娘細胞間の拡散速

度の違いは、維持されていた。 

次に細胞周期の進行に伴う娘細胞の成長が、こ

れらのタンパク質の拡散がどう変化するかを解析

した。当然、Sec12p、Sec61p の拡散は、娘細胞の

成長にかかわらず母細胞、娘細胞で差がない。一

方、Sar1ｐは、娘細胞が成長し、母細胞と同様の

サイズに達すると、その拡散速度が母細胞と同様

にまで速くなることが判明した。このことから、

細胞周期の進行に伴う娘細胞のサイズの変化に依

存して、Sar1p の拡散速度も変化することが明ら

かになった。 

Sec12pと Sar1pにそれぞれmCFPと mYFPを結合

した融合蛋白質を作成し、これらを発現する出芽

酵母を用いて、小胞体膜上での Sec12p と Sar1p

相互作用を FRET イメージングにより可視化した。

以前に報告したようにSec12pとSar1p相互作用母

細胞及び娘細胞の小胞体上の FRET 効率は同程度

であり、母細胞と娘細胞で Sec12p と Sar1p の複合

体形成は、変わらないと考えられる。このことと、

Sar1p の拡散が娘細胞で優位に遅いことから、娘

細胞の Sar1p は、Sec12p 以外のタンパク質との相

互作用によりその拡散が遅くなっていると考えら

れる。そこで、Sar1p と Sec23p との相互作用を可

視化するためそれぞれにmCFPとmYFP を融合させ、

FRET イメージングをおこなっている。しかしなが

ら現在のところ優位な相互作用を可視化できてい

ない。今後 FRET 効率が上がるようにそれぞれの融

合タンパク質を改変していく。 

本研究では、小胞輸送の最初のステップである

COPII 小胞の形成をつかさどる Sar1p の小胞膜上

のダイナミクスが、娘細胞の成長と密接に関連し

ていることが明らかになった。娘細胞が成長する

ためには、骨格系に依存したゴルジ体以降の選択

的なタンパク質輸送する経路が関与しているが、

本研究は、小胞体からゴルジ体までの輸送におい

てもその極性が存在している可能性を示唆してい

る。今後 COPII 小胞形成の母細胞、娘細胞間での

違いなどを解析していくことにより、細胞の極性

形成によるタンパク質のダイナミクスの制御機構

へ迫っていけると考えられる。 
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