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研究成果の概要（和文）：1 分子観察用の顕微鏡下に形成させた人工脂質平面膜を用いて、小胞

体からの輸送小胞形成反応を再現し、輸送小胞形成過程における蛍光標識した輸送基質タンパ

ク質、および輸送小胞形成因子の挙動を解析した。その結果、低分子量 GTPase Sar1 による GTP

加水分解とコートタンパク質の働きによって輸送基質タンパク質が効率的に輸送小胞へと集積

されていく分子メカニズムが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated the dynamics of fluorescently labeled cargo proteins 

during COPII vesicle formation using single-molecule microscopy combined with an 

artificial planar lipid bilayer. We show that continuous GTPase cycles of Sar1 facilitate 

cargo concentration into COPII vesicle buds. We propose that the minimal set of COPII 

components is required to concentrate cargo molecules. 
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１．研究開始当初の背景 

真核生物の細胞内には、オルガネラが発達し、
各オルガネラ間は直径 50〜100 nm の輸送小
胞を介した小胞輸送によって盛んに物質の
やりとりが行われている。細胞内の膜系の半
分以上を占める小胞体は、小胞輸送によって
運び出されるタンパク質の種類が最も多く、
COPII コートと低分子量 GTPase である

Sar1 によって輸送されるタンパク質の輸送
小胞への取り込みが厳密に制御されている。
しかし、輸送小胞が形成される様子は、電子
顕微鏡による固定されたスナップショット
という静止した情報しか得られないという
限界があった。そのため、輸送される基質タ
ンパク質が輸送小胞に選択的に取り込まれ
る過程や、コートタンパク質が Sar1 によっ
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て制御されながら自己集合する過程など、輸
送小胞形成の基本的特性については依然と
して不明なままであった。 

 

２．研究の目的 

小胞体における輸送小胞形成の反応メカニ
ズムを解明するには、従来の生化学的手法に
よる解析だけではなく、生体膜上における輸
送される基質タンパク質や、低分子量
GTPase とコートタンパク質の自己集合過程
を 1分子レベルで直接可視化して解析するこ
とが重要である。蛍光タンパク質を用いた細
胞内イメージング技術の発展により生体膜
因子を観察することが可能となっているも
のの、生体膜上での個々の因子のダイナミク
スを解析するのには限界がある。そこで本研
究では、これまでに研究代表者が構築した精
製因子により輸送小胞形成を再現する完全
再構成系を、1 分子観察用の顕微鏡下で人工
脂質平面膜上に再現して、これを制御された
実験条件下で観察・解析を行うことで、小胞
体からの輸送小胞形成反応の分子メカニズ
ムの解析を行い、小胞輸送研究のブレークス
ルーをめざす。 

 

３．研究の方法 

精製した輸送される基質となる積み荷タン
パク質を蛍光標識し、顕微鏡下に形成させた
人工脂質平面膜に再構成する。ここに輸送小
胞形成に必要なコートタンパク質や低分子
量 GTPaseなどの精製因子を加えることによ
り、積み荷タンパク質が輸送小胞へと集積さ
れる様子を可視化し、形成される蛍光輝点の
座標、および蛍光強度から定量的に解析を行
う。また、輸送小胞形成において最も重要な
役割を担っている低分子量 GTPase を蛍光標
識し、輸送小胞形成過程における低分子量
GTPase の動態を明らかにする。さらに、非輸
送基質タンパク質（非積み荷タンパク質）の
動態についても積み荷タンパク質の動態と
同時に解析を行い、輸送小胞形成過程におけ
る、積み荷タンパク質と非積み荷タンパク質
との選別の分子メカニズムについても詳細
な解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）精製因子による COPII 小胞形成過程の
定量的可視化法の確立 
1 分子観察用の顕微鏡下に形成させた人工脂
質平面膜に、蛍光標識した積み荷膜タンパク
質を再構成し、小胞体から形成される輸送小
胞（COPII 小胞）の形成に必要な可溶性因子
を加えることによって、COPII 小胞形成過程
における積み荷膜タンパク質のダイナミク
スをリアルタイムでイメージングして解析
を行う手法を確立させた。この実験系の最大
のメリットは蛍光標識した積み荷タンパク

質の「時空間情報」が蛍光輝点の座標と蛍光
強度を指標として定量的に得られることで
ある（下図）。 
 

 
（２）人工脂質平面膜系を用いた COPII小胞
への積み荷タンパク質濃縮の分子メカニズ
ムの解明 
これまで、細胞内のどの小胞輸送経路におい
ても、輸送小胞 1個あたりに取り込まれる積
み荷タンパク質の数は何分子なのかという、
ごく素朴な問いに答えられていなかったも
のの、この実験系を用いて解析を行うことに
より、膜上で形成途上の COPII 小胞を蛍光の
輝点として定量的に捉えることができ、
COPII小胞 1個あたり約 70分子の積み荷タン
パク質が取り込まれることを明らかにした。
さらに低分子量 GTPaseである Sar1が GTPの
加水分解を繰り返すことにより、積み荷タン
パク質の COPII小胞への濃縮が促進される様
子を初めて可視化し、これまでの試験管内再
構成系の結果から予測されていた Sar1の GTP
加水分解サイクルによる積み荷タンパク質
の濃縮モデルを証明した。 
 
（３）COPII 小胞形成過程における非積み荷
タンパク質の排除メカニズムの解明 
小胞体からの COPII 小胞形成過程において、
輸送シグナルを持たない非積み荷タンパク
質が COPII小胞から積極的に排除される現象
が知られているものの、この現象に関わる因
子や分子メカニズムについては明らかとな
っていなかった。そこで、構築した人工脂質
平面膜を用いたダイナミクス解析により、積



 

 

み荷タンパク質、および非積み荷タンパク質
をそれぞれ別々の蛍光色素で標識すること
により、COPII 小胞形成過程における両者の
ダイナミクスについて解析を行った。COPII
因子の添加後、積み荷タンパク質を検出する
チャネルで観察を行ったところ、人工脂質平
面膜上に GTPおよび COPII因子依存的に積み
荷タンパク質によるクラスターが形成され
ているのが確認された。この時、非積み荷タ
ンパク質を検出するチャネルで観察を行う
と、積み荷タンパク質が形成するクラスター
領域がバックグラウンドと比べて 6〜7 割程
度蛍光シグナルが減少していることが確認
された。これらのことから、COPII 因子によ
って膜上に形成された積み荷タンパク質の
クラスターから、輸送シグナルを持たない非
積み荷タンパク質が積極的に排除を受けて
いることが示唆される。さらに、この非積み
荷タンパク質の排除の効率は、GTP の非加水
分解アナログである GMP-PNP存在下では低下
することから、Sar1 による GTP加水分解サイ
クルによって非積み荷タンパク質の COPII小
胞からの排除が促進されていることが明ら
かとなった。以上のことから、COPII 因子の
みでも積み荷タンパク質の COPII小胞への濃
縮と同時に、非積み荷タンパク質の COPII 小
胞からの選択的排除が行われていることが
初めて示された。 
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