
基礎生物学研究所・細胞動態研究部門・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

６３９０４

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

RABとSNAREの新規獲得と二次的喪失が駆動する膜交通システム多様化機構の解明

Evolution of the membrane trafficking system associated with acquisition and 
secondary loss of RAB GTPases and SNAREs

１０３１１３３３研究者番号：

上田　貴志（UEDA, TAKASHI）

研究期間：

１５Ｈ０４３８２

平成 年 月 日現在３０   ５ ２２

円    17,930,000

研究成果の概要（和文）：植物の進化の過程で新たに獲得，または二次的に喪失したRAB GTPaseやSNAREの機能
解析を行った．植物特異的RAB GTPaseであるARA6のエフェクターの機能解析を進め，この分子に対する競合的な
結合が，ARA6と保存型RAB5の拮抗的な機能の基盤であることを突き止めた．また，植物特異的SNAREである
VAMP727については，RAB5とCORVET複合体とともにエンドソームと液胞の融合を実行していることを明らかにし
た．さらにANTH-domainタンパク質の機能解析も進め，分子ごとにSNAREのリサイクリングや受容体キナーゼのリ
サイクリングなど異なる機能を有することを見いだした．

研究成果の概要（英文）：We performed functional analyses of RAB GTPases and SNARE proteins newly 
acquired or secondarily lost during plant evolution. We found that PUF2, an effector protein of 
plant-unique RAB GTPase ARA6, also interacts with canonical RAB5 in a competitive manner with ARA6 
to integrate functions of the two groups of RAB GTPases. We also discovered that the plant-specific 
SNARE protein, VAMP727, mediates membrane fusion between endosomes and the vacuolar membrane in 
cooperation with RAB5 and the CORVET complex, while its homolog VAMP71 mediates membrane fusion 
between vacuoles with RAB7 and the HOPS complex. Furthermore, we unraveled that distinct groups of 
ANTH domain-containing proteins mediate endocytosis of distinctive cargo proteins including SNARE 
proteins and receptor-like kinases.

研究分野： 植物分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 小胞や小管を介したオルガネラ間輸送，「膜
交通」は，原始真核生物からヒトや植物に至
るまで保存された真核細胞に普遍的な生命
活動であり，細胞の生命維持から多細胞生物
の高次機能発現にいたる，多様な階層の生命
現象の基盤として機能している．一方で，多
様性に満ちた体制や生命現象に応じ，その分
子機構や生理機能は，真核生物の系統ごとに
進化し，洗練されてきたものと考えられる．
しかし，進化の過程で膜交通経路がどのよう
に多様化し，進化してきたのかの研究は比較
ゲノムによるものに限られており，膜交通経
路の新生や多様化の基盤となった分子の機
能解析を通した実証的な研究はほとんど行
われてこなかった．我々は植物の膜交通経路
の研究の過程で，植物のみに存在する RAB 
GTPase や SNARE を見いだしていた．これら
の分子の機能解析を行うことにより，植物に
おける膜交通経路の多様化の過程を再構築
するための重要な知見が得られるものと期
待された． 
 
２．研究の目的 
 植物の進化の過程において膜交通経路の
多様化がどのように進行したのかを，輸送小
胞の標的膜への繋留を制御する RAB GTPase
と膜融合の実行因子である SNARE の機能分
化をモデルとした実証的解析により解明す
ることを目的とした．具体的には，植物特異
的 RAB GTPase である ARA6 の機能解明を進
めるとともに，植物において多様化が著しい
SNAREの一群であるVAMP7グループの機能
分化メカニズムの解明を目指す．さらに，新
奇膜交通関連因子の獲得とともに膜交通経
路の多様化に重要な役割を果たしたと考え
られる，祖先から受け継いだ膜交通関連因子
の二次的喪失についてもその意義を明らか
にする．具体的には，陸上植物の進化の過程
で二次的に失われた RAB GTPase の機能をゼ
ニゴケを用いて解析する．これらの研究で得
られる知見を総合して，膜交通経路の多様化
機構という真核生物に共通する謎の解明を
目指す． 
 
３．研究の方法 
（1）ARA6 の機能解析 
 植物特異的 RAB GTPase である ARA6 のエ
フェクター分子の解析を行う．特に PUF2 に
ついて，相互作用因子の探索，機能欠失変異
体を用いた遺伝学的相互作用の解析，ゼニゴ
ケにおけるホモログの機能解析を進める． 
（2）VAMP7 の機能解析 
 植物の進化の過程で多様化を果たした
R-SNARE の VAMP7 のメンバーについて，そ
れぞれのメンバーの機能を詳細に調べると
ともに，その機能分化がいかにして起こった
のかを明らかにする．VAMP71，VAMP721, 
VAMP727 のそれぞれについて，アミノ末端
の longin domain に結合する分子を単離する

とともに，協調してはたらく RAB GTPase や
繋留因子を同定しその機能解析を行う． 
（3）植物の進化の過程で失われた RAB 
GTPase の機能解析 
 ゼニゴケに存在しシロイヌナズナには存
在しない RAB GTPase である RAB21 と
RAB23 について，ゼニゴケにおける機能を明
らかにする．細胞内局在や遺伝子破壊の影響
を詳細に解析するとともに，相互作用因子の
探索を行う． 
 
４．研究成果 
（1）ARA6 の機能解析 
 ARA6 のエフェクターである PUF2 の解析
において劇的な進展があった．PUF2 は活性
型である ARA6-GTP に結合するエフェクタ
ー候補として単離されたが，これが不活性型
の保存型 RAB5 とも結合することが明らかと
なった．さらに，PUF2 が ARA6 と保存型
RAB5 の双方を活性化する VPS9a と結合する
ことも分かった．そこでこれらの分子の機能
を欠失した変異体を用いて遺伝学的相互作
用の解析を進めたところ，PUF2 の機能欠失
の影響がARA6の機能欠失により抑圧される
こと，PUF2 が保存型 RAB5 と同じ輸送経路
ではたらくことが示された．さらに，詳細な
生化学的実験の結果，PUF2-不活性型保存型
RAB5-VPS9a の相互作用を活性型 ARA6 が阻
害することを見いだした．これらのことから，
活性型 ARA6 は不活性型保存型 RAB5 と競合
的に PUF2 に結合することにより，保存型
RAB5 の機能を負に制御することが明らかと
なった．このような２つの RAB GTPase の競
合的なはたらきによる膜交通の制御はこれ
まで他生物においても知られておらず，植物
が進化の過程で極めてユニークな膜交通制
御機構を獲得していることが示された（業績
1）．  
 
（2）VAMP7 の機能解析 
 VAMP71 と VAMP727 と協調して機能する
分子を共免疫沈降−質量分析法により同定し
た．その結果，VAMP71 は繋留因子複合体で
ある HOPS と相互作用するのに対し，
VAMP727 は別の繋留因子複合体 CORVET と
相互作用することが分かった．さらに，HOPS
は RAB7 に，CORVET は RAB5 により制御さ
れることが明らかとなった．続く液胞へのタ
ンパク質輸送に対するこれらの分子の機能
を調べた結果から，VAMP71-HOPS-RAB7 の
モジュールは液胞同士の融合を担っている
のに対し，VAMP727-CORVET-RAB5 のモジ
ュールは液胞とエンドソームの融合を担っ
ていることが示された．これらの結果から，
植物が動物や酵母と比較し複雑化した液胞
輸送経路を発達させてきたことが明らかと
なった（業績 2）． 
 また，VAMP721 の相互作用因子について
も解析を行った．VAMP721 が相互作用する
ANTH-domain タンパク質を同定し，これが



VAMP721 を細胞膜から回収する際に必要な
アダプタータンパク質であることを見いだ
した．異なる ANTH-domain タンパク質が花
粉管伸長時に受容体キナーゼのリサイクリ
ン グ に関わ る ことも 発 見し， 植 物 の
ANTH-domain タンパク質の機能分化を初め
て示すことに成功した． 
 
（3）植物の進化の過程で失われた RAB 
GTPase の機能解析 
 ゼニゴケの RAB GTPase の遺伝子を全て単
離し，その細胞内局在を網羅的に解析した
（業績 3）．その結果，RAB21 はエンドソー
ムに局在することが明らかとなった．さらに
RAB21 の遺伝子破壊株を作成し，その影響を
評価した結果，RAB21 がゼニゴケの正常な発
生に必須であること，RAB21 の変異体では細
胞膜タンパク質の輸送と細胞外マトリクス
の沈着パターンに異常があることが明らか
となった．これらのことから，RAB21 はエン
ドソームから細胞膜への輸送経路で機能し
ていることが示された．続いて RAB21 の相
互作用因子の探索を行い，複数の候補の単離
に成功した． 
 RAB23 についても遺伝子破壊の影響を調
べたところ，精子の鞭毛や多層構造体の形成
に RAB23 が必須であることが明らかとなっ
た．これらの結果から，RAB23 の二次的喪失
は陸上植物の雄性配偶子の進化と関連する
こと，RAB21 の二次的喪失はエンドソームか
ら細胞膜への輸送経路の多様化と関連して
いることが示唆された． 
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