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研究成果の概要（和文）： 

出芽酵母 Rab GTPase ファミリーのうち、小胞体ゴルジ体間の輸送に関与する Ypt1p、ゴルジ体
からの分泌小胞の輸送の輸送に関与する Ypt31/32p、分泌小胞の細胞膜への輸送と結合に関与
する Sec4p はカスケード様にはたらくと考えられている。本研究課題ではこれら Rab GTPase
が細胞内において、いつどこではたらくのかを可視化できる１分子型 FRETプローブを作成し、
これを用いた解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Rab GTPase cascade in the regulation of ER-to-Golgi step of the secretory pathway was 
proposed in Saccaromyces cerevisiae. Ypt1p involved to ER to cis-Golgi transport acts 
upstream of the Ypt31/32p, mediating the budding of post-Golgi vesicles from the 
trans-Golgi. Ypt31/32p acts upstream of Sec4p, the Rab GTPase associated with post Golgi 
derived secretory vesicles. In this study, I developed the intra molecular FRET probes 
of these Rab GTPases to visualize the spacio-temporal activities in the living yeast 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 
Rab GTPaseは、不活性型の GDP結合型と活

性型の GTP結合型をサイクルすることにより

細胞内小胞輸送過程の調節因子としてはたらく。
細胞内小胞輸送のうち、小胞体ゴルジ体間とゴル
ジ体層板間の輸送には Ypt1p が、ゴルジ体からの
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分泌小胞の出芽には Ypt31/32pが、分泌小胞
の輸送と細胞膜への融合には Sec4pが関与す
る。Ypt1p のエフェクターが Ypt31/32p の活
性化因子(GEF)であり、Ypt31/32p のエフェク
ターが Sec4pの GEFの Sec2pであることから、
Ypt1p、Ypt31/32p、Sec4p は Rab カスケード
を形成すると考えられている。これらの知見
は遺伝学的、生化学的手法と局在情報の組み
合わせによって明らかにされたものである。
しかし Rabは GTP結合型となってはじめて活
性化することから、ただ局在情報を得ただけ
では Rabが真に機能する場を理解することは
できない。細胞膜へ向かう分泌経路のいつ、
どこでこれらの Rabがどのような活性状態に
なるか、またそれぞれの関連性が重要であろ
うと考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Rab カスケードにおける

Ypt1p、Ypt31/32p、Sec4p の活性状態の時空
間的情報とそれぞれの関係性を視覚化する
ことである。このために出芽酵母ではほとん
ど報告例はない Rab GTPase の細胞内におけ
る時空間活性の可視化に有効である 1分子型
FRET(蛍光共鳴エネルギー移動)プローブを
作成する。この作成過程を通して、出芽酵母
における 1 分子型 FRET プローブを用いた解
析法の確立も目指す。 
 
 
３．研究の方法 
1 分子型 FRETプローブとは FRETがおこる

蛍光タンパク質ペア(CFPと YFP)と Rab 
GTPaseと活性型 Rabに結合するタンパク質ド
メインを一つの融合タンパク質としたもの
である。プローブ内で活性型 Rab GTPaseと
活性型 Rabに結合するタンパク質ドメインが
相互作用して FRET がおこる（図 1）。 

 
図 1 
本研究課題で作
成した 1 分子型
FRETプローブの
模式図。Rab が活
性化すると、プ
ローブ内の活性
型 Rab結合ドメ
インが Rabに結
合してプローブ
の構造が変化す
る。この構造変
化により CFPと
YFPが近接する
と、CFPの励起に
より YFP の蛍光
が検出される。 
 

本研究課題では、この 1分子型 FRETプローブを
作成し、出芽酵母の細胞内における FRETプローブ
の局在と FRET効率変化を解析することによって
Rab GTPase の時空間活性の可視化を行う。また、
Rabに関わる他のタンパク質との局在を比較する
ことで Rabの構造変化が膜輸送にどのように関与
するのか視覚的に示すことを目指す。 
 
 
４．研究成果 
(1)Ypt1p プローブの作成 

活性型 Ypt1p に結合するタンパク質(エフェク
ター)としては Uso1p と COG2/3p がしられている。
COG2/3p は複合体の形ではじめて Ypt1p と結合で
きるため、プローブに用いるには難しいと考えら
れた。そこで活性型 Ypt1p を認識するドメインと
して Uso1p のエフェクタードメインの採用を検討
した。Uso1p のエフェクタードメインは特定され
ていなかったため、まず GST プルダウン法により
エフェクタードメインの探索を行った。その結果
エフェクタードメインを 350 アミノ酸まで絞りこ
むことができた。このドメインを用いて Ypt1p の
プローブ作製を行った。しかし、このプローブは
Ypt1pの局在を反映できなかった。Ypt1pの mammal
のホモログである Rab1 のエフェクタータンパク
質のエフェクタードメインを用いても同様に
Ypt1pと同一の局在を示す FRETプローブを得るこ
とができなかった。 
 
 
(2)Ypt31/32pプローブの作成 
Ypt31/32p のエフェクターとしては Sec2p、

Rcy1p、Gyp1p が報告されている。それぞれの
Ypt32p 結合ドメインは、Sec2p は 161-374 アミノ
酸部分、Rcy1p は 414-868 アミノ酸部分、Gyp1p
は 1-210 アミノ酸部分であると報告されている。
この報告をもとにプローブの作成を試みた。局在
が観察できたプローブにおいては Ypt31/32p と類
似した局在を示した。しかし、Ypt31/32p の活性
型に応じて FRET効率が変化するプローブは、現在
まで得られておらず今後の課題である。 
 
 
(3)Sec4p プローブの作成 

Sec4p のエフェクターとしては Sec15p と Sro7p
の 2つが報告されている。Sec15pの C末が活性型
Sec4p へ結合すると報告されていた。そこで
Sec15pの C末領域を用いたプローブ作成を行った。
このプローブは Sec4p と同様の局在を示したが、
プローブの FRET効率は Sec4pの活性状態を反映し
なかった。GST プルダウン法により Sec15pのエフ
ェクタードメインを C 末領域のうちの 200 アミノ
酸にしぼり、これを用いた改良型 FRET プローブを
作成した。このプローブは Sec4p と類似した局在
を示した。しかし詳細に観察するとこのプローブ
の発現は細胞内で蛍光を有する凝集体の形成を起
こすことがわかった。このため Sec15p を用いたプ
ローブ作成は困難であると判断した。もう一つの



 

 

エフェクターである Sro7pはエフェクタード
メインが全く報告されていなかった。GST プ
ルダウン法により、C 末にエフェクタードメ
インが存在することをつきとめた。この
Sro7pの C末領域を用いて作成した FRETプロ
ーブは Sec4p の活性状態を反映した FRET 効
率の変化を示し、Sec4p と全く同じ局在を示
すことが確認された。 
 
 
(4)Sec4pの FRETプローブを用いた解析 
分泌小胞の細胞膜への輸送と結合に関与

する Sec4pは主に成長する芽の先端と、細胞
質分裂時の分裂面に局在する。芽の先端にお
ける Sec4pの活性を詳細に解析すると、より
芽の先端、細胞膜付近にて活性化しているこ
とがわかった。一方で Sec4p の量が最も多い
のは最も活性化した領域の内部であった(図
2)。成長する芽においては Sec4p の量と活性
の高さに位置の違いがあることが明らかと
なった。 

 
図 2．成長する芽における Sec4p の活性 
左:FRET 効率の擬似カラー像 赤いほど活性
が高い。右:FRET 効率と存在量の比較。左図
の白矢印で示した方向にしたがって芽の断
面における FRET 効率(赤)とプローブの存在
量(青)を比較した。FRET効率はプローブの量
の最大値よりもより先端(右)側で最大値を
示した。 
 
 
次に分裂面における Sec4pの活性について

も詳細に解析した。出芽酵母の細胞質分裂で
は、まず分裂タンパク質の足場となるセプチ
ンリングの間に収縮環であるアクトミオシ
ンリングが形成される。アクトミオシンリン
グの収縮とともにキチンを主成分とする一
次隔壁が形成される。一次隔壁の両面にマン
ナンやグルカンを主成分とする二次隔壁が
形成される。最後に一次隔壁を分解すること
により母細胞と娘細胞は分離する。この間、
Sec4p はアクトミオシンリング付近に出現し、
アクトミオシンリングが収縮して消失する
とセプチンリングの間で母細胞側と娘細胞
側の 2 つに分かれる。Sec4p の活性ははじめ
アクトミオシンリング付近で高く、アクトミ
オシンリングの消失直前(Sec4p の母細胞側
と娘細胞側への分離の直前)にセプチンリン
グの内側の領域で高くなった(図 3、4)。 

図 3．アクトミオシンリング収縮時の Sec4p の活
性変化。左から Sec4p プローブの局在、アクトミ
オシンリングを構成するタンパク質のひとつの
Myo1p の局在、FRET 効率の擬似カラー像を示す。
Sec4p の活性は Myo1p の近傍からその両端へと移
動した。 

図 4. 細胞質分裂時の Sec4p の活性変化とセプチ
ンリングの局在。セプチンリングを構成するタン
パク質のひとつ Cdc3p の局在を白で重ねあわせた。
Sec4p はセプチンリング間に局在した。はじめは
より内側で活性が高いが、活性の高い領域はセプ
チン付近へと移動した。 
 
 
一次隔壁形成と Sec4p 活性の関連性が示唆され

たため、一次隔壁が形成されず分裂面側面の細胞
壁が肥大化して分裂する変異体、myo1Δ と chs2Δ
における Sec4p の局在と活性を解析した。Sec4p
は野生型ではセプチンリング間に一様に局在する
のに対し、myo1Δ と chs2Δ では特に側面の細胞
壁に強く局在し、そこで高い活性を示した。分裂
面の内部に着目すると、分裂面に対して垂直方向
に Sec4p 活性はランダムに移動することが観察さ
れた。これより myo1Δ と chs2Δ では一次隔壁が
形成されないために Sec4p 活性の空間制御が不安
定になると考えられた。次にセプチンが分裂面だ
けでなく異所にも局在する変異体 cla4Δにおい
て Sec4p の局在と活性を調べた。Sec4p は細胞質
分裂面や成長する芽の先端だけでなく異常な局在
を示したセプチン付近にも観察された。この
Sec4p の活性はセプチンに隣接した領域で特に高
まった。野生型でアクトミオシンリング消失直前
にみられた Sec4p 活性のセプチン内側への移動は、
セプチンに依存しておこったものである可能性が
示唆された。 
 
 
(5）Sec4pの活性と Ypt31/32pの関連 

Sec4pプローブの FRET効率と Rabカスケードで
Sec4p の上流に位置する Ypt31/32p の局在の比較
を行った。Sec4p と Ypt31/32p ともに主な局在は
成長する芽の先端と分裂面で一致した。これらの
場所では Sec4p の活性は細胞質より高かった。さ
らに Ypt31pの局在とSec4pの活性の関連性につい

 



 

 

て明らかにするために輸送される分泌小胞
に結合していると思われる細胞質内のドッ
ト状の局在について観察した。Sec4p のドッ
ト状局在と Ypt31p のドット状局在が重なり
あうと Sec4pの活性がより高まることが明ら
かになった。 
 
 
(6)FRETプローブ作成についてまとめ 
今回の研究期間の中では Sec4pのプローブ

は得ることができたが、Ypt1p、Ypt31/32pの
プローブは得られなかった。特に Ypt1p に至
っては局在自体が異常になってしまった。
Sec4pの GEFは 1つのタンパク質(Sec2p)だけ
であるのに対し、Ypt1p、Ypt31/32pの GEFは
複合体(TRAPP I/II)として初めて機能する。
Rab GTPase自身の分子量は 25 kD弱であるが、
1 分子型 FRET プローブではこれに 30 kDa 弱
の大きさの蛍光タンパク質 2つとエフェクタ
ードメインを融合させている。このために
FRET プローブ内の Rab GTPase に GEF が結合
できなくなった結果、Rab GTPase の活性化や
正しい場所への局在ができなくなった可能
性がある。プローブ内のタンパク質の順番を
いれかえることや、さらなるエフェクタード
メインの絞り込みを行うことにより、立体構
造の障害を最低限にすることがこれらのプ
ローブ作成には必要であると考えられる。 
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