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研究成果の概要（和文）： 細胞小胞輸送は、細胞の生存に必須の過程を制御するのみならず、

細胞内外の情報伝達においても重要な現象である。この細胞小胞輸送がどのように制御されて

いるのかを明らかにするために、蛍光共鳴エネルギー移動の原理に基づくプローブを作成し、

細胞小胞で低分子量 GTP 結合蛋白の活性が制御される様子を世界で初めて可視化した。さら

に、これら低分子量 GTP結合蛋白の活性制御に関わる分子を同定することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： Vesicular traffic regulates not only the process essential for cell 

survival but also intercellular and intracellular signaling. To elucidate the regulatory 

mechanism of vesicular traffic, we developed biosensors based on the principle of 

fluorescent resonance energy transfer, and succeeded for the first time to visualize the 

activity change of low-molecular weight GTPases on the vesicles. Furthermore, we 

identified molecules that regulate the activity of such low-molecular weight GTPases. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞小胞輸送は、細胞外からの栄養分の取
り込みや、新規に合成された脂質および膜結
合蛋白質の細胞膜や細胞内小器官への輸送
など細胞の生存に必須の過程を制御するの
みならず、細胞表面受容体の発現量のコント
ロールや増殖因子の放出などを介して、細胞
内外の情報伝達においても重要な現象であ
る。遺伝学的あるいは生化学的解析により、

多くの分子群がこの細胞小胞輸送に関わっ
ていることが明らかにされている。なかでも、
Rab ファミリーや Arf ファミリー低分子量
GTP結合蛋白は、細胞小胞の目的地別の仕分
けや目的地での細胞膜融合のタイミングを
規定する重要な因子群である。最近、高度な
蛍光顕微鏡技術を駆使した生細胞イメージ
ングが、小胞輸送機構の解析に大きなブレー
クスルーを生み出しつつある。例えば、本邦
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では東大の中野らが Golgi体から小胞体への
輸送機構を超高速ビデオカメラを用いて可
視化し、その機構に関わる長年の論争に決着
をつけたり、海外では、Zerialらが、タイム
ラプスイメージングを用いて、小胞融合にお
ける Rabファミリー低分子量 GTP結合蛋白
の役割を詳細に明らかにしたりしている。し
かし、これまでの生細胞分子イメージング技
術は、分子の局在を知ることはできても分子
の活性化状態を知ることまではできなかっ
た。特に低分子量GTP結合蛋白に関しては、
細胞の構築を保ったままでその活性化状態
を識別する適切な手段がなかったために、多
くの小胞輸送に関わる低分子量 GTP 結合蛋
白が、細胞内のいつどこで活性化されている
かについては、さまざまな変異体を用いて得
られる小胞の形態変化などから推察されて
いるに過ぎなかった。 

 

２．研究の目的 

小胞内輸送における低分子量 GTP 結合蛋
白群の On・Off 状態の制御機構、役割等につ
いて考察し、時空間制御機構の一般的原理を
構築することである。具体的には下記の研究
目的を設定した。 

(1) Rabファミリー低分子量GTP結合蛋白
の活性変化のイメージング： 初期エンドソ
ームに主として存在し、初期エンドソームと
小胞の融合を制御しているRab5をRabファ
ミリーの代表として研究する。Rab5のFRET

プローブを作成し、これを用いて Rab5 が小
胞輸送過程においてどういうタイミングで
活性化されるかを可視化する。さらに、この
Rab5 の活性変化とほかのどのような事象が
相関するのかを明らかにし、Rab5 の機能に
迫る。 

(2) Arf ファミリー低分子量 GTP結合蛋白
の活性変化のイメージング： エキソサイト
ーシスに関与する Arf6 を Arf ファミリーの
代表として研究する。Arf6 の FRET プロー
ブを作成し、これを用いて Arf6 がエキソサ
イトーシスにおいてどういうタイミングで
活性化されるかを可視化する。 

(3) Rasファミリー低分子量GTP結合蛋白
の小胞上における活性化のイメージング： 
われわれが小胞上に存在することを見出し
た R-Ras を Ras ファミリーの代表として研
究する。FRETプローブを作成し、R-Rasが
小胞輸送過程においてどういうタイミング
で活性化されるかを可視化する。さらに、
R-Ras に小胞上で結合する蛋白を同定し、
R-Rasの小胞上での機能に迫る。 

 

３．研究の方法 

(1) Rabファミリー低分子量GTP結合蛋白
の小胞輸送における活性化の可視化：Rabフ
ァミリー低分子量 GTP結合蛋白 Rab5の活

性をモニターする FRETプローブの開発し
た。このプローブを用いて、アポトーシス細
胞が貪食される過程での Rab5活性化機構を
解析した。 

(2) Arf ファミリー低分子量 GTP結合蛋白
の小胞輸送における活性化の可視化： Arf6

の活性を可視化する FRETプローブの開発
を試みた。 

(3) Rasファミリー低分子量GTP結合蛋白
R-Rasの活性をモニターするプローブの開
発： R-Rasの活性を測定する FRETプロー
ブを開発した。このプローブを用いて、R-Ras

が小胞内で活性化される様子を可視化し、そ
の機構をノックダウン実験等を用いた解析
した。さらに、R-Rasに対する特異性の高い
抗体を作成し、ついで、その抗体を用いて免
疫電子顕微鏡写真を撮影することで、R-Ras

の細胞内分布を解析した。 
 

 
４．研究成果 
 (1) 初期エンドソーム上でのRab5活性制
御機構の解明： Rab5 に対する FRET バイ
オセンサーを作成した。このバイオセンサー
はゲインが９０％程度あり、今まで作成した
バイオセンサーの中では極めてよいもので
あると評価された。このバイオセンサーを用
いて、アポトーシス細胞貪食過程における
Rab5の活性変化を可視化した。 

 

図１ Rab5の FRETバイオセンサーの構造 

 

さらに、Rho ファミリー低分子量 GTP 結合
タンパク Rac1 についても同様の検討を行っ
た。その結果、Rac1 活性の高い場所で、ア
ポトーシス細胞の貪食が起きること、アポト
ーシス細胞の細胞内への取り込み直後に、
Rac1の活性低下が起きること、この Rac1活
性の低下がファゴソーム周囲からのアクチ
ン線維の離散に必要であることを見出した。
さらに、Rab5 は、このアクチン線維の離散
直後に活性化され、約 20 分続くことがわか
った。この 20分の間にファゴソーム内の pH

の低下が観察された。Rab5 の活性化には、
微小管が必要であった。その原因を調べたと
ころ、微小管上にRab5活性化を司るGapex5

というグアニンヌクレオチド交換因子が
EB1分子を介して、結合していることが判明
した。以上の結果は、アポトーシス細胞の貪
食というプロセスにおいて、低分子量 GTP



 

 

結合タンパクがどのようにして時空間的に
制御されているかを明らかにしたものであ
る。下記には、このモデルを示している。 

 
 (2) Arf ファミリー低分子量 GTP 結合蛋
白の活性変化のイメージング： Arf6および
Arf1 の FRET バイオセンサーの作成を試み
た。プロトタイプ FRETバイオセンサーは作
製し、活性化型および不活性化型における
FRET 値の変化は観察できたが、Arf の活性
の変化に伴う、細胞内局在の移動のため、活
性変化と局在の変化とを明確に区別するこ
とができなかった。 

 

(3) Ras ファミリー低分子量 GTP 結合蛋
白の一つ R-Rasの FRETプローブを作成し、
R-Rasの機能を解析した。R-Ras蛋白に対す
る良い抗体がなかったのでまず抗体を作成
した。この抗体を用いて組織内分布および細
胞内分布を調べた。R-Rasは平滑筋にもっと
も多く発現しており、次いで、副腎髄質およ
び膵臓ランゲルハンス氏島に多く発現して
いた。細胞内では、初期およびリサイクリン
グエンドソーム上に存在していた。このこと
は R-Ras が細胞外分泌に関与することを示
唆する結果である。さらに FRETプローブで
RRas の活性を調べたところ、エンドソーム
上で活性が強いことがわかった。エンドソー
ムにおいては RalA の活性も高いことを我々
は報告している。そこで、R-Rasに結合する
RalA 活性化因子を調べたところ、このエン
ドソーム上でR-RasがRal活性化因子である
Rgl2/Rlf と結合していることを見出した。
RNAi により R-Ras の量を減らすと、RalA

の活性が低下したことから R-Rasが RalAの
エンドソーム上での活性化を制御している
ことが明らかとなった。さらに、PC12 細胞
および下垂体細胞を用いて細胞外分泌にお
ける R-Ras および RalA の影響を解析し、
R-Ras－RalA 経路がホルモン分泌に関与す
るという結果を得た。 
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