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研究成果の概要（和文）：小胞体からの物質輸送を担う COPII 小胞は小胞体膜上の小胞体出口

部位 ERESで形成される。Sec16は COPII小胞の形成ならびに ERESの構築に必須因子であ

る。本研究ではその機能解析を行い、Sec16 は膜上で自己集合により複合体を形成しているこ

とを明らかにした。また Sec16 は COPII コートタンパク質による低分子量 GTPase Sar1 の

GTP加水分解の活性化を制御していること明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：COPII vesicles are formed at the ER exit sites, which mediate the 

ER-to-Golgi traffic. Sec16 acts as a key factor for ERES formation as well as COPII-mediated 

transport. Here we have shown that Sec16 is self-assembled to form a homooligomer on the 

membranes. In addition, we find that Sec16 negatively regulates activation of Sar1 GTP 

hydrolysis by COPII coat proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

真核生物は小胞体、ゴルジ体、リソソーム等

の膜で囲まれた細胞小器官を持っており、そ

れぞれの細胞小器官が特異的な機能を担っ

ている。細胞小器官の間では、その機能を正

常に果たすためにタンパク質などの物質や

情報が行き来している。このような物質、情

報のやり取りには直径 50-100 nmの「輸送小

胞」が用いられている。小胞体からゴルジ体

への輸送は小胞体膜由来の COPII小胞を介し

て行われる。COPII 小胞は、膜上に集合した

低分子量 GTPase Sar1と COPIIコートタンパ

ク質の働きにより形成される。積荷となるタ

ンパク質は COPIIコートと結合することによ

り COPII小胞に取り込まれる。Sar1の GTPase

活性化は COPII コートの GTPase-activating 

protein (GAP)活性により制御されている。

COPIIコートサブユニット Sec23が Sar1に対
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する GAP 活性を持つのに対し、COPII コート

サブユニット Sec31 は Sec23 に結合しその

GAP 活性を促進する。これらの一連の COPII

小胞形成の反応過程は、出芽酵母を材料とし

て、COPII コートタンパク質、Sar1, ヌクレ

オチド（GTP）と積荷タンパク質の最小因子

と人工脂質膜のみから成る完全再構成系で

再現することができる。一方、細胞内におい

て COPII小胞の形成は小胞体膜上の小胞体出

口部位(ER exit sites, ERES)で行われる。

このような特異的な領域から COPII小胞が形

成される機能的意義やその調節機構、また小

胞体膜上で ERES が規定、構築されるメカニ

ズムは明らかにされていない。一方、小胞体

膜表在性タンパク質 Sec16 は生体内での

COPII小胞形成の必須因子であり、ERESの構

築に関しても重要な役割を果たしているこ

とが示されている。しかしながら、その重要

性にも関わらず再構成実験系を用いた解析

が難しいことなどから Sec16の機能解析はあ

まり進まず分子レベルでの機能はほとんど

未知のままであった。このため Sec16の分子

機能を調べることは ERES における COPII 小

胞形成の制御機構、また ERES 構築機構を理

解するための大きな突破口になりうること

が期待された。 

 

 
２．研究の目的 

Sec16 を含む COPII 小胞形成に関わるタンパ

ク質を用いた完全再構成実験系を主な手法

として、その分子機能がほとんどわかってい

ない Sec16 の解析を行う。COPII 小胞の形成

に必須な反応である COPIIコートの膜への集

積、Sar1 の GTPase 活性制御機構など一連の

COPII 小胞形成の反応過程において Sec16 が

どのような役割を持つのかを詳細に調べる。

これらの解析結果から従来の細胞生物学、生

化学的手法では得ることのできなかった

COPII 小胞の形成の制御に関わる Sec16 の分

子メカニズムを明らかにすることを目的と

する。 

 

 
３．研究の方法 
Sec16ならびに COPIIコートタンパク質、Sar1
を大腸菌もしくは酵母で発現させ、それぞれ
を精製する。精製タンパク質、ヌクレオチド、
人工脂質から成る最小因子を用いた完全再
構成実験系で COPII小胞の形成に関わる反応

を再現し、その解析を行った。また Sec16の
機能領域の探索を Sec16の領域欠損変異体を
用いた相補アッセイ、Yeast two-hybrid法さ
らにプルダウンアッセイにより行った。 
 
 
４．研究成果 

(1) COPIIコートの GAP活性の制御 

Sar1は GTP結合型から GDP結合型へ構造変化

すると、その分子中のトリプトファン残基由

来の蛍光強度が低下する。この変化を蛍光分

光光度計で測定することによりリアルタイ

ムで Sar1 の GTP 加水分解の活性化を調べる

ことができるため、Sec16 による COPII コー

トの GAP活性に対する影響を完全再構成実験

系で調べた。その結果、Sec16 存在下の実験

系では Sec31による Sec23の GAP活性の促進

化を阻害することがわかった。一方、以前に

示された結果同様、Sar1 自身の GTPase 活性

また Sec23の GAP活性そのものには影響を与

えなかった。この結果より、Sec16 は COPII

コートタンパク質を介した Sar1 の GTP 加水

分解の活性化を負に制御していることを明

らかにした。 

 

(2) COPIIコートの膜結合の安定化 

Sec16 の GAP 活性促進化の阻害の機能的意義

を調べるために、Sec16 による COPII コート

の膜への結合に対する影響を光散乱光強度

の変化を指標に完全再構成実験系を用い調

べた。Sar1, GTP、人工脂質膜小胞の反応液

に COPIIコートタンパク質を加えると、COPII

コートが膜へ結合するのに伴い光散乱光の

シグナルが上昇するが、その後 Sar1 GTPase

活性化されるので COPIIコートは膜から解離

しシグナルは下降する。一方、Sec16 を加え

た反応液では解離によるシグナルの下降が

顕著に遅くなった。この結果より、Sec16 に

よる Sar1 の GTPase 活性化の制御は、COPII

コートの膜からの解離を阻害し膜への結合

を安定化することに寄与している可能性を

明らかにした。 

 

(3) Sec16の機能的領域の探索と同定 

Sec16 はそれぞれの COPII コートと相互作用

する。その機能的意義を明らかにするため、

Sec16 の機能的領域の探索を行った。様々な

領域を欠損する Sec16変異体を作成し、生育

を指標とした相補アッセイを行うと、C 末端

領域と 500-560番目のアミノ酸残基の N末端



 

 

領域が生育に必須であり、さらに COPII小胞

輸送にも必要であることがわかった。次にこ

れらの領域の機能の詳細を調べるために

COPII コートとの相互作用への関与を Yeast 

two-hybrid 法と精製タンパク質を用いた in 

vitro プルダウンアッセイで調べた。その結

果 C末端領域は Sec23と、N末端 500-560番

目アミノ酸領域は Sec31と相互作用すること

を示し、Sec16 と COPII コート間の相互作用

は COPII小胞輸送に重要な役割を果たしてい

ることを明らかにした。 

 

(4) Sec16 C末端領域による COPIIコート GAP

活性の制御機構 

Sec16 C 末端領域と Sec23 の相互作用が先に

述べた Sec16による COPIIコートの GAP活性

制御に関与しているのかを調べた。精製 C末

端領域を加え COPII コートによる Sar1 の

GTPase活性化を測定すると、全長 Sec16と同

様に、Sec23 の GAP 活性には影響を与えず

Sec31 による GAP 活性の促進が阻害された。

さらに、Sec23 相互作用領域が欠損した精製

C 末端領域ではこのような阻害は見られなか

ったことから、C 末端領域を介した Sec23 と

の相互作用が直接 Sec16の GAP活性の制御に

関わっていることを明らかにした。この制御

メカニズムの詳細を調べるために、Sec16 C

末端領域による COPIIコートの膜結合への影

響を調べた。その結果、精製 C末端領域は膜

に結合した Sec23 だけでなく Sar1 にも結合

することが明らかになった。一方、C 末端領

域存在下では Sec31の膜への結合が阻害され

ることがわかった。この結果により C末端領

域は Sec23 と結合することにより Sec31 が

Sec23 と相互作用することを阻害しているこ

とが示唆された。以上の結果より、COPII コ

ートの Sar1 GTPase 活性化の調節に関する

Sec16の分子メカニズムを明らかにした。 

 

(5) Sec16 の膜結合メカニズム 

Sec16 による ERES 構築機構を調べるために、
人工脂質平面膜実験系への Sec16の再構成を
試み Sec16の膜局在メカニズムを調べた。精
製した蛍光タンパク質融合 Sec16を再構成し
た人工脂質平面膜を全反射蛍光顕微鏡で観
察すると、Sec16 が複数の蛍光タンパク質由
来のドットとして膜上に可視化された。これ
らのドット構造体は一分子の Sec16で構成さ
れるのか、もしくは複数の Sec16の集合によ
るものかを調べるために、それぞれのドット
の退色パターンの測定を行った。ドットは複

数回（少なくとも 5回以上）のステップで退
色していくことがわかった。この結果は複数
（少なくとも 5個以上）の Sec16が膜上で集
合することによりドットを形成しているこ
とを示している。さらにドットの蛍光輝度を
測定しヒストグラムを作成すると、その分布
はガウシアン分布とほぼ一致することがわ
かった。この結果は Sec16はランダムにでは
なく規則的に集合してドットを形成してい
ることを示唆するものである。これらの結果
をさらに確かめるために、酵母細胞内で 2種
類の別々のタグを融合した Sec16発現させプ
ルダウンアッセイを行った。その結果、再構
成実験系だけでなく生体内でも Sec16同士が
互いに相互作用していることを明らかにす
ることができた。以上の結果より、Sec16 は
細胞内において小胞体膜上で自己集合する
ことにより ERES の構築に関わっている可能
性を示すことできた。 
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