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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ゴルジ体から小胞体への逆行輸送機構の解明を目指し、積荷受容体
Emp24とゴルジ体シス槽、ERESの多色同時4Dライブイメージング解析をおこなった。Emp24は、ゴルジ体シス槽が
ERESに接触している間に、速やかにシス槽へ順行輸送された。Emp24は、その後、シス槽からERESへと速やかに
逆行輸送され、ゴルジ体シス槽がERESに接触する間（ハグアンドキスアクション）に、積荷受容体の順行と逆行
の両輸送が達成されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of retrograde transport from the Golgi to the ER,
 I performed simultaneous multicolor 4D live imaging analysis of the cargo receptor Emp24, 
cis-Golgi, and ERES. Emp24 showed quick anterograde transport to cis-Golgi during the contact 
between cis-Golgi and the ERES. During this contact, Emp24 was then retrogradely transported to the 
ERES. It was shown that both anterograde and retrograde transport of the cargo receptor is achieved 
during the contact of cis-Golgi with the ERES (hug-and-kiss action).

研究分野： 膜交通（小胞輸送）

キーワード： ゴルジ体　4Dライブイメージング　小胞体　積荷受容体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、生きた細胞内の複数の分子の4D動態を捉える多色同時高時空間分解能4Dイメージングと出芽酵
母の自由度の高い遺伝学とを組み合わせた研究手法を進めることで、膜交通の新たなモデルを提案する結果を得
ることができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

細胞の生命機能の維持と発揮には、多種多様なタンパク質がそれぞれ固有の場所に適切な量

輸送されて機能することが必須である。酵母からヒトに至る全ての真核生物の膜オルガネラ間

を結ぶ輸送過程は、しばしば小胞を介することから小胞輸送とも呼ばれる膜交通機構が担って

おり、積荷となるタンパク質を正確に選別し、それぞれの目的地へと輸送する。この機構は、

細胞の生命活動に必須であるとともに、組織・器官形成や環境応答に至るさまざまな高次生命

機能をも支える重要な過程である。そのため、正確かつ効率的に選別輸送を達成するには、新

たに合成された積荷を目的地へと順行輸送する機構とともに、誤って運ばれた積荷や、ゴルジ

体で働く酵素を絶えず本来働くべき場所へと戻す逆行輸送も重要な役割を果たしていると考え

られる。しかし、その詳細な分子機構、時空間的な制御はほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究課題では、出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeを真核生物のモデル生物として、

小胞体-ゴルジ体間で順行・逆行輸送を制御している積荷受容体に焦点を当て、ゴルジ体から小

胞体への逆行輸送を正確かつ効率的に達成する機構の解明を目指して研究を進めてきた。ゴル

ジ体から小胞体、ゴルジ体槽間の逆行輸送は、COPI小胞が担っていることがこれまでに明らか

にされてきた。では、COPI小胞によりどのようにして積荷タンパク質の逆行輸送が達成される

のであろうか。ゴルジ体を遊離したCOPI小胞が細胞内を無作為に漂って、小胞体やゴルジ体の

各槽に辿り着くのか？それとも順行輸送が行われた際に、それと同時に他の分子の逆行輸送が

行われるのか？そこで、研究代表者がこれまで推進してきた多色高時空間分解能4次元（4D）

ライブイメージングと出芽酵母の分子機能変異株の利用を組み合わせたアプローチで、逆行輸

送の時空間制御機構の解明に取り組んできた。 

小胞体からゴルジ体へ積荷タンパク質を輸送する積荷受容体Emp24は、積荷と複合体を形成

し、積荷をゴルジ体へと輸送した後に積荷から離れ、積荷をゴルジ体へ残したまま自身は小胞

体へと逆行輸送される。一方、ゴルジ体に局在する積荷受容体Rer1は、誤ってゴルジ体へと輸

送されてしまった小胞体局在タンパク質などを小胞体へと逆行輸送するのに関わっている。そ

こで、蛍光タンパク質で標識したこれら積荷受容体の高時空間分解3D、4Dライブイメージング

解析と出芽酵母のCOPI機能変異株などを組み合わせ、小胞体-ゴルジ体間の逆行輸送の分子機

構の解明に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、小胞体-ゴルジ体間の逆行輸送の時空間制御機構を明らかにする。そのため

に、小胞体-ゴルジ体間で働く積荷受容体に焦点を当て、生きた細胞内の複数の分子の 4D 動態

を捉える多色同時高時空間分解能 4Dイメージングによる可視化と出芽酵母の自由度の高い遺伝

学とを組み合わせた、他にまねのできないアプローチで研究を進めてきた。 

このアプローチのためには、多色蛍光シグナルの同時取得と高い時空間分解能の達成を両立

する 4D ライブセルイメージングに特化した顕微鏡システムが必要である。そのシステムが、

高速で共焦点画像を取得できるスピニングディスク式共焦点スキャナ、複数種の蛍光分子

の同時励起を可能にする多色励起レーザー、多色蛍光の分光装置、3 次元画像の高速取得を

可能にする対物レンズの Z 軸駆動システム、得られた画像から相対的に高解像度成分（高空間

周波数成分）を増強するためのデコンボリューションによる画像処理を組み合わせたシステム



からなる SCLIM (参考文献 1)である。 

膜交通で働く分子とその機構は出芽酵母からヒトに至るまで良く保存されている。また出芽

酵母は、多数の変異株が利用可能であり、分子機構解析に非常に有用なモデル生物である。ラ

イブイメージングによる研究はともすると‘見ただけ’と判断される。またその真の意義の解明

が困難な場合も多いが、出芽酵母変異株と SCLIM での 4D イメージングの組み合わせは、‘見た

だけ’を乗り越え、分子機能と細胞内で実際に起きている現象とを完全に関連付けることが可能

な研究方法である。 
 
４．研究成果 

小胞体で新たに合成された積荷タンパク質は、ゴルジ体シス槽が小胞体上の COPII小胞が集積

する ER Exit Sites (ERES) に接近・接触することでシス槽へと輸送される(参考文献 2)。小胞体か

らゴルジ体へ積荷タンパク質を輸送する積荷受容体 Emp24 は定常状態ではそのほとんどが小胞

体に局在する。したがって、Emp24 は、ゴルジ体シス槽が ERES に接触して積荷タンパク質が

小胞体からゴルジ体へと輸送された後、積荷を下ろし、自身は速やかにシス槽から小胞体へと

COPI 小胞により逆行輸送される。一方、ゴルジ体から小胞体へ積荷タンパク質を逆行輸送する

積荷受容体 Rer1 は、定常状態ではゴルジ体に局在することから、誤ってゴルジ体へと輸送され

てしまった小胞体局在タンパク質などを常に小胞体へと逆行輸送していると考えられる。この

ように常に積荷受容体が逆行輸送されることで正確な輸送の達成が維持されていると推測され

る。そこで、積荷受容体と ERES、ゴルジ体シス槽の 3者を異なる蛍光タンパク質で標識し、そ

の 4D動態を可視化し解析することで逆行輸送の時空間制御を明らかにすることを目指し、研究

を進めてきた。 

(1) ゴルジ体シス槽マーカーMnn9-mCherry、ER exit sites(ERES）マーカーSec13-iRFP、積荷受

容体 Emp24-GFP または Rer1-GFP を発現する株を作成した。この株を用いて積荷受容体

Emp24または Rer1、ERES、ゴルジ体シス槽それぞれの細胞内局在を多色同時 3Dイメージ

ング解析した。その結果、Emp24 はゴルジ体シス槽にはほとんど局在せず、ERES とその

近傍に局在し、反対に Rer1 は ERESにはほぼ局在せず、シス槽に局在することが確認でき

た。 

(2) 次に、多色同時 4D イメージングにより積荷受容体 Emp24 の動態を解析した。ゴルジ体シ

ス槽が ERES に接触している間に、Emp24 は速やかにシス槽へ順行輸送された（ハグアン

ドキスアクション）。Emp24 は、その後、シス槽から ERES へと速やかに逆行輸送され、

ゴルジ体シス槽と ERES 接触の間に、順行輸送と逆行輸送の両輸送が達成されることを明

らかにした。更に、シス槽を mRFP-Sed5 で標識した株も作成し、同様の多色同時 3D、4D

イメージングを行った。Emp24 は同様の細胞内局在、4D 動態を示すことが明らかとなっ

た。 

(3) 次にシスゴルジ体マーカーMnn9-mCherryまたは mRFP-Sed5、ERESマーカーSec13-iRFP を

発現した COPI 高温感受性株を用いて Emp24-GFP と Rer1-GFP の細胞内局在を 3D 解析し

た。その結果、シス槽に局在する Emp24-GFP が増加した。また、ERES に局在する Rer1-

GFP も増加する傾向が示された。更にシス槽を RFP-Sed5 で標識した COPIの高温感受性株

を用いて、4D イメージング解析を行った結果、COPI の機能阻害が起きない際にはハグア

ンドキスアクションの間に速かに ERES へ戻る Emp24 が、COPI の機能を阻害すると遊離

したシス槽にも留まる傾向があることが判明した。以上の結果より、ゴルジ体シス槽と

ERES接触の間に順行輸送と COPI輸送小胞による逆行輸送が速やかに達成するモデルが示



唆された。 

(4) ゴルジ体から小胞体へ逆行輸送される COPI 輸送小胞は、ER arrival sites (ERAS)で補足され

ると考えられているが、未だ定義されていない。このERASが、出芽酵母 Pichia pastorisで

は細胞内に数個しかない ERES と物理的・機能的に繋がっていることが示された。そこで、

ERAS のマーカーである Dsl1、 TIP20 に光退色に強く安定な蛍光タンパク質 Stay Gold タグ

を付加し、Sec13-2ｘmCherry で ERES を標識した出芽酵母 S.cerevisiae を作成し、ERES と

ERAS の局在比較を行った。その結果、ERAS は ERES の周辺に局在し、一部が ERES と共

局在することが明らかとなった。また、ERAS の動態を調べると、静的ではなく ERES 周

辺にありながらもダイナミックにその局在、ERES との空間的な関連を変化させているこ

とが明らかとなった。これらの結果より、ゴルジ体シス槽と ERES が接触すると共に

ERAS がシス槽近傍に位置することにより、順行輸送と COPI 小胞による逆行輸送が正確

に達成されるモデルが示唆された。 

 

参考文献 (1) K. Kurokawa et al., Methods Cell Biol. 2013 (2) K. Kurokawa et al., Nat Commun. 2014. 
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