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研究成果の概要（和文）：酵母と植物を材料に用い，高性能化した超解像共焦点ライブイメージング顕微鏡
（SCLIM）を駆使して，膜交通を可視化し，小胞体―ゴルジ体間，ゴルジ体内，ゴルジ体以降，およびエンドサ
イトーシスのさまざまな過程における選別輸送の分子機構を詳細に解析した。積荷の受け渡しを直接可視化する
ことに成功し，従来信じられていたモデルを大きく覆す結果を得た。SCLIMについては，さらに劇的な性能向上
に成功し，個々の小胞の空間ダイナミクスをリアルタイムに解析するスペックを達成した。膜交通が植物の高次
機能に果たす役割についてもさまざまな解析を行い，トランスゴルジ網が病原菌応答に重要な役割を担っている
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By using yeast and plant cells as models and super-resolution confocal live 
imaging microscopy (SCLIM) as a powerful tool, we visualized membrane trafficking and analyzed 
molecular mechanisms of sorting during ER-to-Golgi, intra-Golgi, post-Golgi and endocytic transport 
steps. We succeeded in imaging cargo during transport and obtained amazing new results that overturn
 long-believed paradigms. SCLIM has achieved a massive progress in spatiotemporal resolutions and 
led to real-time and 3D analysis of individual vesicle dynamics. As for the functions of membrane 
traffic in plants, we have found that the trans-Golgi network plays a very important role in defense
 against pathogens.

研究分野： 生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 膜交通は，細胞内のさまざまなオルガネラ
の間で，小胞の出芽，繋留・融合などを通じ
てタンパク質の選別輸送を行う過程である
（図１）。その分子機構について，重要な未
解明の問題に加え，近年の研究の進展によっ
てさらに新たな謎が次々に生まれ，解決が待
たれていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1 細胞内膜交通 
 
２．研究の目的 
本研究では，応募者等が自ら開発した超解

像ライブイメージング顕微鏡を駆使し，生き
た細胞の中で起こっている現象を精密に観
察し，定量し，操作する方法論を推進する。
優れた実験系である出芽酵母を用いた研究
に加え，植物の形態形成や環境応答反応にお
いて重要な役割を果たす膜交通の意義を理
解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
膜交通の選別分子機構の解明については，

主に酵母を材料に用い，超解像共焦点ライブ
イメージング顕微鏡（SCLIM）をさらに高性
能化し，これを駆使して，未解決の多くの謎
の解決を目指した。また，植物における膜交
通に関しては，植物を用いる利点（ゴルジ体
の独立性と明瞭な層板構造，ポストゴルジ交
通網の分業化など）を大いに生かすとともに，
膜交通が組織レベル，個体レベルでの高次機
能で果たす生理的な意義に結びつける研究
を，シロイヌナズナやタバコを材料にして進
めた。 
 
４．研究成果 
(1) 膜交通の可視化による選別分子機構の解
明：主に酵母を材料に用い，さらに高性能化
した超解像共焦点ライブイメージング顕微
鏡（SCLIM）を駆使して次のような研究を進
めた。 
①ゴルジ体槽成熟の分子機構 
 積荷マーカーと同時に小胞体，ゴルジ体マ
ーカーを発現する株で，積荷タンパク質が分
泌経路を進んでいく過程を詳細に調べ，輸送
装置の変異体等を用いてそのメカニズムを
探った。可視化マーカーを増やし，超解像 4D

解析（高分解能 3D + 高速ライブ）による解
析を進め，異なる槽間で積荷が受け渡されて
いることを可視化した。また，槽成熟に必要
なゴルジ酵素の逆行輸送には COPI が必須で
あることを証明した。 
②小胞体からゴルジ体 cis 槽を形成する分子
機構 
 小胞体の COPII 小胞出芽部位（ERES）と
ゴルジ体cis槽マーカーのhug & kissアクショ
ンを詳細に解析した。cis 槽の ERES への接近
と接触によって積荷を直接受け渡しするこ
とを証明し，これまで信じられてきた小胞の
細胞質基質への放出ではなく，より安全かつ
効率的な選別輸送が行われていることを明
らかにした。また，COPII 形成の鍵を握る Sar1 
GTPase が，ERES の縁にのみ局在しているこ
とを示した。 
③ポストゴルジ交通網 
 トランスゴルジ網の可視化を進め，異なる
因子が時空間的に異なるゾーンで機能する
ことを明らかにした。時間的に前半と後半に
分け，ゴルジ槽とエンドソームからの積荷の
選別を行う時期を early TGN，被覆タンパク
質およびアダプタータンパク質複合体の種
類に応じて異なるキャリアに積み込む時期
を late TGN と呼ぶことを検討中である。 
④共焦点レーザー顕微鏡の改良開発 
 次世代機 SCLIM2 で，高速超解像観察の実
証実験をさらに進めた。増感装置の S/N 向上
と増感率向上，カメラの高速化により，単一
光子計測に成功した。またデコンボリューシ
ョンアルゴリズムも改良し，直径 100 nm 以
下の小胞のダイナミクスを 3 次元的にかつ実
時間で，完全に追跡できるスペックを実現し
た。 
(2) 植物における膜交通の研究 
 植物の利点を生かした研究を進めると同
時に，膜交通が組織，個体レベルでの高次機
能で果たす役割の理解を目指した。 
①Rab5 GTPase をツールとした植物膜交通の
研究 
 2 種類の Rab5 の機能分担とクロストーク
を明らかにするために，それぞれの相互作用
分子の解析を進めた。植物固有型 Rab5 であ
る ARA6 のエフェクターとして同定された
PUF2 が，保存型 Rab5 と協調して液胞輸送に
関わっていることを明らかにした。 
②植物のゴルジ体とトランスゴルジ網
（TGN）が担う膜交通の制御 
 ゴルジ体の層板構造の形成過程を調べる
ために，薬剤 BFA でゴルジ体を一旦小胞体に
吸収させ，除去後の層板再生過程を SCLIM
で詳細に解析した。ゴルジ体の最も cis 側の
区画が，小胞体からゴルジ体に入るための重
要かつ特別な役割を担っていることを明ら
かにし，Golgi entry core compartment (GECCO)
と名づけた（図 2）。また，タンパク質の選別
輸送における TGN ゾーンの挙動を SCLIM で
詳細に調べた。異なるアダプタータンパク質
複合体AP-1とAP-4が異なるゾーンに選別さ



れ，前者がクラスリン被覆と挙動を共にする
ことをライブイメージングにより明らかに
した。また，TGN が病原菌応答に重要な役割
を果たしていることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 SCLIM で撮影したゴルジ体の再形成 
 
③細胞極性形成と維持 
 シロイヌナズナに存在するミオシン XI と
ミオシン VIII の膜交通における役割につい
て，ライブイメージングによる研究を進めた。
とくにミオシン XI については，モータータ
ンパク質としての高速化が植物の大型化に
つながることを示し，細胞内のオルガネラの
流動が細胞伸張の制御につながる可能性を
示唆した。 
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