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研究成果の概要（和文）：合成された蛋白質が細胞内輸送経路によりオルガネラに正しく局在化されることは細胞の生
存にとって必須のプロセスである．ER, ゴルジ体における選別輸送の機構を明らかにするために，非常に優れた真核モ
デル微生物である出芽酵母を用いて，遺伝学的，生化学的な解析を行った．我々がゴルジ体に見いだしたSvp26, Erv41
-Erv46複合体のERからの蛋白質の搬出レセプターとしての機能を解析し，新たな積み荷蛋白質を同定した．また搬出レ
セプター候補の複数遺伝子破壊株を作製した．その解析より，選択的なERからの積み荷の搬出が出芽酵母の生育に必須
であることを示した．また新たな搬出レセプター候補を見いだした．

研究成果の概要（英文）：It is an essential step for cells that newly synthesized proteins are correctly ta
rgeted to the organelles where they function. We performed genetical and biochemical experiments to reveal
 the mechanisms for selective membrane transport between ER-Golgi using Saccharomyces cerevisiae, an excel
lent model eukaryotic cell. We identified a new cargo for the Erv41-Erv46 complex and found an ER-Golgi re
cycling membrane protein whose precise function was previously unknown as a new candidate of a cargo recep
tor protein.
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１．研究開始当初の背景 
ER からゴルジ体への輸送，またさらにゴル
ジ体における槽成熟は，正しいカーゴが正し
いタイミングで順行輸送，逆行輸送を行う
COPII 小胞，COPI 小胞に積み込まれること
により実現される．現在までに，その過程に
関与する多くの蛋白質が見いだされ、その機
能が解析されているものの，カーゴの各輸送
ステップでの仕分けの機構の詳細に関して
は多くの不明な点が残されている． 
 
２．研究の目的 
我々が見いだしたゴルジ体局在膜蛋白質の
機能解析を中心に，輸送経路における選別輸
送の機構の一端を明らかにし，ER-ゴルジ体，
あるいはゴルジ体の槽の間の輸送に機能す
る新たな蛋白質の発見や，槽成熟におけるゴ
ルジ体各槽における選択的な輸送の機構を
明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
COPII 小胞出芽アッセイ 
（コート成分の精製） 
COPII 小胞のコート成分である Sar1, 
Sec23/24 複合体，Sec13/31 複合体を，Sar1
は大腸菌から，残り二つは高発現した酵母か
ら 調 製 し た ． 生 産 株 は す べ て Randy 
Schekman 博士から頂き，精製は彼らの発表
しているプロトコールに従って行った． 
（ER 膜の準備） 
コート成分を含む膜表在性の蛋白質を ER 膜
から除くために，凍結した酵母スフェロプラ
ストから調製した ER 膜に等量の B88+1 M 
NaCl w/DTT, PMSF, pics を加えて混ぜて，
氷上に 5 分静置する．B88 w/DTT, PMSF, 
pics で 2 回膜を wash した後，B88 w/DTT, 
pics and PMSF を加えて homogenizer を用
いて均質化した．ここから 10 ml 採って 240 
ml の 2% SDS に混ぜ、OD280を計測，そこ
からタンパク質濃度を求めた．上記の様に洗
った ER membrane 250 mg/ml、Sar1 4 g、
Sec23/24 4 g、Sec13/31 8 g、10 mM ATP 
60 ml, 2 mM GTP 60 ml, 400 mM 
phosphocreatine 60 ml, 2 mg/ml creatine 
kinase 20 ml を合わせ、total 200 ml になる
よう B88 w/DTT, PMSF, pics で調節して出
芽反応溶液を準備した．出芽反応溶液を 25 
oC で 30 分間 Incubate した．氷上に 5 分間
静置した後，ここから 5 ml 採って，
2×SDS-PAGE sample buffer 5 ml を加えて
1 分間 boil，T 画分とした．残りの反応溶液
を 10 kprm, 5 min, 4℃で遠心し，その上清
150 ml を超遠心にかけた（45 kprm, 1 時間, 
4℃, Beckman Coulter TLA55）．上清を捨て
1×SDS-PAGE sample buffer 20 l をペレッ
トに加えて，water bath sonicator を用いて
ペレットを溶解して 1 分間煮沸した．これを
S+ （コート成分あり）or S-（コート成分無
し）画分とした．サンプルを SDS-PAGE に
供し，抗 HA 抗体でマンノース転移酵素を検

出，Image J で定量を行い，T に対する S の
量を計算することにより積み込みの効率を
算出した． 
 
免疫沈降 
YEPD あるいは SD-ura 培地  10 ml で
OD600=1.0 まで培養した後，室温で 5 分間遠
心して集菌し，0.9 ml water で洗浄した．菌
体に B88 w/ pics, PMSF, benzamidane を
700 ml 加えて懸濁し，1 g の glassbeads を
入れた Multi Beads Shocker 用の tube に移
し，Multi Beads Shocker (Yasui Kikai)を用
いて細胞を破砕した． 上清とビーズを洗っ
た液を合わせて，未破壊菌体を遠心で除き， 
１／９量の 10 % (w/w)digitonin を加えて氷
上に 10 分間静置した．10 krpm，4℃で 5 分
間遠心し，その一部をS画分として回収した．
残りの上清に抗 HA 抗体を加え，低温室で 30
分間回転した後，0.2 % digitonin で wash し
た Protein A Sepharose beads を加えて低温
室で一晩回転した．遠心の上清 30 一部を採
って U（unbound）とし，残りの上清は捨て
た．0.5% digitonin で 4 回 wash した beads
に 1×SDS-PAGE sample buffer を加えて 1
分間煮沸し，これを B（bound）画分とした．
S, U, B 画分をウエスタンに供した． 
 
 
４．研究成果 
（１）ER からの搬出アダプター候補遺伝子多
重欠損株の解析 
出芽酵母 ER での concentrative transport
において，出芽酵母の ER からの搬出カーゴ
レセプターのうち，どれが生育の維持に必須
なのか，また新たなカーゴレセプターの同定
を目指して，カーゴレセプター候補をコード
する複数の遺伝子を破壊した株を作製した．
svp26 遺伝子破壊株から始めて，svp26 を含
めて８つのカーゴレセプターの遺伝子を順
番に破壊したところ，得られた８重破壊株は
温度感受性の生育（37℃で致死）を示した．
またこの温度感受性の原因を，破壊した遺伝
子の単独の導入により調べたところ，Erv14
の寄与が大きいことを見いだした．網羅的な
解析から，多くの蛋白質を担当する Erv14 の
ER 搬出への寄与が大きいことは予想されて
いたが，他のアダプター遺伝子との多重破壊
により高温で致死になることは初めての知
見であった．またさらに今までに機能の不明
であった ER-Golgi 体間をリサイクルする膜
蛋白質と結合する蛋白質を共沈実験により
新たに見いだした． 
 
（２）Erv41-Erv46 の新規な担当積み荷蛋白
質の同定 
Kre2 ファミリー蛋白質は９つの蛋白質から
構成されるが，その３つのゴルジ体局在が，
Svp26 に依存することを以前に明らかにした．
本研究では， Kre2 ファミリー蛋白質のうち，
Svp26 に依存しない蛋白質の，ゴルジ体局在



化機構を明らかにするために，過去に報告さ
れているCOPII小胞に豊富に存在する膜蛋白
質のうち，非必須な遺伝子にコードされるも
のを選び，遺伝子欠損株における Kre2 ファ
ミリー蛋白質の局在を顕微鏡観察により解
析した．その結果，Ktr4 蛋白質のゴルジ体局
在が， その詳細な機能の不明であった
Erv41-Erv46 複合体に依存することを見いだ
した．生化学的な解析の結果，Erv41-Erv46
複合体は Ktr4 の ERからの搬出を促進するカ
ーゴレセプターであることを明らかとした．
出芽酵母での知見から，Erv41，Erv46 の相同
蛋白質が動物を含む他の生物でも，糖転移酵
素のゴルジ体局在に関与している可能性が
高いと考えられる． 
 
（３）機能未知必須遺伝子産物の解析 
必須遺伝子にコードされ ER に局在する機能
未知の一回膜貫通型蛋白質が，初期輸送過程
で機能する可能性について解析を行った．温
度感受性の変異株を作製して，その性質を調
べたところ，ER 膜蛋白質，細胞質膜の蛋白質
のショ糖密度勾配遠心での挙動に大きな変
化が見られた． 
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