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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質を選別して適切な細胞膜ドメインへと送る極性輸送は、真核生物の複雑
な細胞構造を保つ基盤である。
申請者らは、膜タンパク質選別の中枢であるトランスゴルジ網(TGN)とリサイクリングエンドソーム(RE)が接触
と分離を繰り返していることを見出していた。本研究ではTGNとREの境界に局在するARFGEFに着目し、ゲノム編
集と薬剤投与によりTGNからの選別輸送を可逆的に停止する実験系を開発した。この実験系でARFGEFの活性化阻
害を解除すると、全方向への選別輸送が急速に回復し、一部の積荷タンパク質が速やかにTGNからREへと受渡さ
れる様子が観察された。

研究成果の概要（英文）：Polarized transport of integral membrane proteins is an indispensable basis 
of highly developed structure of eukaryotic tissue. We have reported the two centers of protein 
sorting, trans-golgi-network (TGN) and recycling end-some (RE), are repetitively interacting. In 
this work, by the combination of genome-editing and pharmacology, we developed a system to regulate 
TGN-RE interaction, quickly and reversibly. In response to the removal of inhibitors, post-TGN 
transport to multiple directions was immediatly restarted.  

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多種の疾患の原因として細胞内輸送の異常が同定されており、細胞内輸送のネットワークを分子レベルで明らか
にすることは診断・予防・創薬の為に重要である。本研究では、トランスゴルジ網ーリサイクリングエンドソー
ム間の輸送についてこれまで知られていなかった新たな経路を明らかにするととともに、その薬理学的制御を可
能にした。これにより細胞内輸送経路に関わる分子の探索が容易になり、新たな創薬ターゲットの発見につなが
ると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ゴルジ体は小胞体で生合成されたタンパク質(積荷)を受け取り修飾した後、積荷を選別し様々
な細胞小器官や細胞膜へ輸送する。その最小単位をゴルジ層板という。リサイクリングエンドソ
ーム(RE)は、エンドサイトーシスされた物質を細胞膜へ戻す役割を持つ。申請者らは、微小管破
壊した哺乳類細胞とショウジョウバエ細胞/組織の両方で、ゴルジ層板のトランス側にリサイク
リングエンドソームが付着していることを見出した(図 1)。さらに理化学研究所の高速超解像度
共焦点レーザー顕微鏡(SCLIM)を用いたライブイメージングにより、リサイクリングエンドソ
ームから付着しているゴルジ層板へチューブ構造が微小管非依存的に伸長/縮退する様子や、こ
のゴルジ層板に付着しているリサイクリングエンドソームが、ゴルジ層板から離れて、別のゴル
ジ層板や他のリサイクリングエンドソームに付着する様子が観察された。またリサイクリング
エンドソーム同士は接着と分離を繰り返していたが、ゴルジ層板同士が接着することは稀だっ
た。 
膜タンパク質や分泌タンパク質は、小胞体膜上で合成された後、ゴルジ体で修飾を受け、トラ
ンスゴルジ網(TGN)に到達する。TGN は選別の中枢であり、様々な細胞膜ドメインやオルガネ
ラへ輸送されるポストゴルジ小胞が形成され、選別されたタンパク質が積み込まれて輸送され
る。これら TGNから細胞膜ドメインへの特異的輸送を極性輸送と呼ぶが、この極性輸送の分子
機構については知見が乏しい。極性輸送は生命機能の維持には不可欠であり、その破綻は微絨毛
封入体病・多発性嚢胞腎・網膜変性症など様々な疾患を引き起こす。極性輸送の分子機構解明は、
細胞生物学の基本的命題であるとともに、極性輸送欠損が引き起こす疾患についての治療法の
開発に繋がることが期待される。 
代表者らは TGNから細胞
膜に直接輸送される経路に
加えて、TGNからリサイクリ
ングエンドソーム(RE)を経
て細胞膜に至る輸送経路も
存在することが見出した。ま
た、TGN と RE が反復的に
相互作用していることを見
出し報告した。これらの結果
から、RE が TGN と相互作
用する際に積荷が受け渡さ
れ、RE が特異的な輸送キャ
リアとして働いていると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
代表者らは、ゲノム編集と薬剤投与を組み合わせることにより、TGNと REの反復的な相互作
用を可逆的に停止して安定な接着状態を作り出す実験系を考案した。本研究ではこの実験系を
実証し、TGN/RE 相互作用と選別輸送の関係を明らかにする。さらにそれを通じて、極性輸送
の分子機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
①ゴルジ層板から RE への積荷タンパク質輸送の観察: ゴルジ層板と RE の接着が積荷タンパク
質のゴルジ層板から RE への移動と時空間的に関連していることを示すため、i)同調輸送させた
積荷タンパク質とゴルジ層板/RE を同時に可視化して、ii) ライブイメージングを行う。 
i) 同調輸送: 申請者らはゴルジ層板と REを蛍光タンパク質でラベルした HeLa 細胞の安定株を
作成し SCLIM 観察を行っているが、この細胞で RUSH system(Boncompain et. al., 2012 Nature 
Methods)による積荷タンパク質の同調輸送を行う。 
ii) ライブイメージング: 代表者の所属研究科に導入された共焦点レーザー顕微鏡は、BFP, GFP, 
RFP, iRFP713 の 4色まで同時観察できる。同調輸送させた積荷タンパク質とゴルジ層板・RE の
マーカーについて、同時ライブイメージングを行う。また、より詳細な観察を必要とすると考え
られたタンパク質セットについて、理化学研究所中野明彦研究室との共同研究により、同研究室
の高速・超解像度共焦点レーザー顕微鏡である SCLIM を用いた観察を行う。 
②APEX2 融合タンパク質を用いた電子顕微鏡レベルでのタンパク質局在解析 
APEX2 は強力な固定処理を施しても酵素活性を保つペルオキシターゼであり、膜構造を通常の電
子顕微鏡観察レベルに保持した状態で DAB ポリマーを生成させ、融合タンパク質の局在解析が
出来る。ゴルジ曩や REのマーカーや積荷タンパク質などに APEX2 を融合させ、その局在を電子
顕微鏡レベルで明らかにする。また、細胞内膜の内腔側・細胞質側にそれぞれ融合した APEX２
は、はっきりと異なる染色を示すので、２つのマーカーの局在を同時に観察することができる。 
４．研究成果 
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図1 . TGNと REの接着と解離



 
TGN・REの反復的な相互作用を可逆的に停止する実験系 
細胞内輸送に最もよく使われている HeLa細胞に対してゲノム編集を行い、薬剤で TGN/RE の解
離を特異的に阻害できる HeLa 細胞の作成・クローン化に成功した。この細胞株において、薬剤
投与により可逆的に TGN と RE の解離を阻害できることを確認した。ライブイメージング下で薬
剤を急速投与・急速除去すると、確かに REと TGNの接着・解離状態が変化した。また、焦点
レーザー顕微鏡および SCLIMにより、この可逆的な操作において様々なマーカーが、どのよう
に局在変化するか解析した。その結果、一部の水溶性 TGNマーカーの拡散・再結合は、接着状
態の変化よりも急速で、薬剤投与・除去に反応して数秒で変化していた。 
 
TGN・REの接着固定状態における輸送阻害  
さらにこの細胞で接着固定状態を制御しながら RUSH 法による同調輸送を試みた。接着固定
状態を維持しながら積荷輸送を開始させた場合でも、TGNまでの積荷輸送には大きな影響は見
られず、ER からゴルジ体への順行性輸送は正常であると考えられた。一方、接着固定状態では
調べた全ての積荷タンパク質が TGNに蓄積し、そこからの搬出は著しく遅延していた。タンパ
ク質合成の阻害と合わせると、TGNにのみ積荷が蓄積した状態を作り出すことができた。共焦
点レーザー顕微鏡および SCLIM による観察で、この輸送停止状態のゴルジ体は正常であった。 
 上記の TGN における積荷蓄積状態から、薬剤の除去により TGN・RE の解離を再開させると、
TGN からの積荷の搬出は急速に回復した。このとき調べた全て積荷の輸送が速やかに回復し、正
常に細胞膜まで輸送された。とくに、TGN から RE を経由して輸送される積荷に関して SCLIM に
よる高速ライブイメージングを行ったところ、薬剤除去後数十秒で積荷の REへの搬出が始まり、
RE に移動した積荷は速やかに RE 内を移動して行くことがわかった。 
また、この薬剤が輸送を阻害する際のターゲットの候補遺伝子をそれぞれ薬剤耐性に改変す
るゲノム編集を行ったところ、２つの候補遺伝子を共にゲノム編集した場合には輸送と TGN/RE
接着にたいする薬剤の効果が完全に失われた。したがって、この薬剤が TGN・RE の解離と積荷の
TGN からの搬出を阻害する際のターゲット遺伝子が確定した。これらの実験により、TGN/RE 境界
における選別輸送の停止・再開実験系が確立された。 
 
TGN・REの接着固定状態に関わる Rabタンパク質の解析 
上記の TGN/RE 境界領域と Rab タンパク質の関係を明らかにするため、TGN と RE にそれぞれ特徴
的な Rab タンパク質である Rab6/Rab11 について、Degron システムによるコンディショナル KO
細胞を作成した。これらの KO 細胞で５Ad-IAA の投与によって Rab11/Rab6 が急速に失われるこ
とを確認した。また予想されるように、その表現型は恒常的 KO 細胞のそれとは異なっていた。
現在は、これらコンディショナル KO細胞での輸送阻害効果の変化を、KO 後の時間を追って解析
している。 
 
APEX2 融合タンパク質を用いた電子顕微鏡レベルでのタンパク質局在解析 
接着固定/輸送停止状態のオルガネラ構造を理解するため、積荷タンパク質および各種マーカー
タンパク質に APEX2 を融合して発現させた。これの細胞を、通常の状態・接着固定/輸送停止状
態・薬剤除去により輸送再開直後、の各条件で固定し、微細構造を透過型電子顕微鏡で観察した。
さらに同様のサンプルについて、理化学研究所豊岡公則博士との共同研究によりアレイトモグ
ラフィー走査型顕微鏡による３D解析を行った。 
輸送停止状態の積荷タンパク質はゴルジ体とそれに付着した RE の間にある膜構造に蓄積して
おり、その場は薬剤により安定化したトランスゴルジ網であると考えられた。その形状は正常状
態の TGN よりも肥大しており、特徴的な膜の構造が見られた。 
さらに REマーカーとの２重 APEX2 染色を行い、透過型電子顕微鏡で観察した。薬剤投与下で
固定した輸送停止状態では、本来は RE を経由して輸送される積荷タンパク質についても RE 膜
へは移行せず、隣接した TGN 膜に留まっていた。これは光学顕微鏡で観察された結果と一致して
おり、積荷タンパク質が蓄積する膜構造を、光学顕微鏡と電子顕微鏡の両方で同定することがで
きた。現在は、この状態の膜構造の更に詳細な解析を進めている。 
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