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研究成果の概要（和文）：私はARF1/3もしくはARF1/4を同時にノックダウンすると、Rab4やRab11の局在するリサイク
リングエンドソームがtubule化することを見出した。さらにARF1/3はリサイクリングエンドソームから細胞膜へのリサ
イクル経路を、ARF1/4はリサイクリングエンドソームからゴルジ体への輸送を調節することを明らかにした。異なるAR
Fペアーがredundantに働き、リサイクリングエンドソームから異なる輸送経路を調節していることがわかった。ARF1/3
, ARF1/4のペアーは異なるエフェクターをリクルートすることにより、特異的な膜マイクロドメインを形成して異なる
輸送を調節すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Small GTPases of the ARF family, except for ARF6, mainly localize to the Golgi app
aratus, where they trigger formation of coated carrier vesicles. I found that the simultaneous depletion o
f ARF1/ARF3 or ARF1/ARF4 induced extensive tabulation of Rab4- and Rab11-positive recycling endosomes. Mor
eover, ARF1/ARF3 are redundantly required for recycling pathway from the recycling endosomes to the plasma
 membrane. On the other hand, ARF1/ARF4 are redundantly required for the retrograde transport of TGN38 and
 mannose-6-phosphate receptor from recycling endosomes to the the trans-Golgi network (TGN), but was not r
equired for the recycling pathway. It remains important to determine how distinct combinations of ARFs sor
t cargos targeted to distinct organelles and regulate separate transport processes on the same compartment
s. ARFs may act within distinct membrane microdomains along with distinct effector proteins.
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１．研究開始当初の背景 
細胞の恒常性は、細胞の中で合成されたタ

ンパク質がトランスゴルジネットワークお

よびエンドソームで正しく選別され、機能す

べき場所へと正しく運ばれることで維持さ

れている。私は、複雑な輸送経路のうち、複

雑で未解明な部分の多いゴルジ体以降の輸

送経路（ゴルジ体、エンドソーム、細胞膜を

結ぶ輸送経路）の制御機構を明らかにするこ

とを目指している。 

細胞内小器官の間のタンパク質輸送は輸

送小胞を介して行われ、小胞の形成・運搬・

融合の各過程は特定の分子群により制御さ

れている。低分子量 GTPase の ARF は輸送小

胞の形成に、Rab は主に輸送小胞のターゲテ

ィングや融合を調節する分子であると考え

られてきた。ARF と Rab はヒトでそれぞれ 5

種類と 60 種類以上存在し、特異的なオルガ

ネラに局在する。活性化された GTP 結合型の

ARF や Rab はさまざまなエフェクター分子を

オルガネラ膜にリクルートし、小胞輸送にお

ける分子スイッチとして重要な役割を担っ

ている。研究開始当初は ARF と Rab のクロス

トークに分子機構の解明を目指したが、研究

の途中ARFがエンドソームで機能する可能性

を始めて見出した。これまでに 5 種類の ARF

のうち、ARF6 を除いた ARF1, 3, 4, 5 はゴル

ジ体に局在すると考えられていた。さらに、

各 ARFの特異的機能および ARFの間の機能の

クロストークはまったく不明であったので

ARF 間のクロストークによる輸送経路の解明

に研究を進めた。 

 

２．研究の目的 
細胞内メンブレントラフィックにおいて

ARF ファミリータンパク質はどこでどのよう

に輸送小胞の形成に関与するかを明らかに

する。 

 

３．研究の方法 
（1）ARF を単独あるいは組み合わせでノック

ダウンし、オルガネラ（ゴルジ体やエンドソ

ーム）の形態の観察 

（2）EGFP 標識したエンドソームのマーカー

タンパク質を安定発現する細胞を用いて ARF

のノックダウンによるエンドソームの動態

をライブイメージングにより観察 

（3）ARF のノックダウンした細胞を用いてエ

ンドソームを介する輸送経路を検証（図 2、

①～④） 

（4）ARF のノックダウンした細胞を用いてコ

ートタンパク質を含む小胞形成や選別に必

要なタンパク質の局在変化を検証 

 
４．研究成果 

（1）ゴルジ体に局在する ARF を単独でノッ

クダウンしてもゴルジ体やエンドソームの

形態変化は見られなかった。一方、ARF1 と

ARF3、ARF1 と ARF4 を同時にノックダウンし

た細胞においてエンドソームが著しく

tubule化していた（図1、B-B’’、D-D’’）。

特に、Rab4 や Rab11 の局在するリサイクリン

グエンドソームが tubule 化することがわか

った。つまり主にゴルジ体に局在し、機能す

ると考えられていた ARF1, 3, 4 がエンドソ

ームで機能する可能性が初めて示唆された。 

図 1． 

（2）ARF1/3, ARF1/4 をノックダウンした細

胞を用いて EGFP-TfnR の tubule 化の動態を

タイムラプスイメージングにより観察を行

った。ARF1/3 のノックダウンした細胞におい

てはエンドソームからダイナミックな

tubule の形成が見られ、これらは微小管依存

的に形成されることがわかった。一方、

ARF1/4 をノックダウンした細胞においては

EGFP-TfnRのtubuleはもっと安定に形成され



ていてこれらも微小管依存的であるものの

ARF1/3 ノックダウンによる tubule よりは安

定していることがわかった。したがって、

tubule の安定性は異なるが、ARF1/3, ARF1/4

はリサイクリングエンドソームの形態維持

に関与すると考えられた。 

図 2． 

（3）ARF1/3, ARF1/4 をノックダウンした細

胞を用いてリサイクリングエンドソームを

介する輸送経路における影響を調べた。調べ

た積荷は図 2のように、①エンドサイトーシ

スされた後、リサイクリングエンドソームを

経由して細胞膜にリサイクルされるトラン

スフェリン（Tfn）、②エンドサイトーシスさ

れた後、リサイクリングエンドソームを経由

してゴルジ体に輸送されるマンノース6リン

酸受容体（M6PR）と TGN38、③エンドサイト

ーシスされた後、後期エンドソームを経てリ

ソソームで分解される EGF、④エンドサイト

ーシスされた後、後期エンドソームを経てゴ

ルジ体に輸送される Furin である。 

①ARF1/3 をノックダウンした細胞では、Tfn

のリサイクリングエンドソームから細胞膜

へのリサイクルが遅延し、エンドソームに蓄 

図 3． 

積することが観察された。一方、ARF1/4 をノ

ックダウンした細胞ではTfnのリサイクルに

は影響がなかった（図 3）。 

②ARF1/4 をノックダウンした細胞では、M6PR

と TGN38のリサイクリングエンドソームから

ゴルジ体への輸送が遅延し、特に TGN38 は後

期エンドソームにミスソートされることが

わかった。一方、ARF1/3 をノックダウンした

細胞では影響が認められなかった（図 4）。 

図 4． 

③ARF1/3、ARF1/4 のどちらのノックダウンし

た細胞でも、EGF の後期エンドソームからの

輸送および分解には影響を及ぼさなかった。 

④ARF1/3, ARF1/4のどちらのノックダウンし

た細胞でもFurinの後期エンドソームからゴ

ルジ体への輸送には影響を及ぼさなかった

（図 5）。 

図 5． 

これらの結果をまとめると、ARF1/3、

ARF1/4 の各ペアーはリサイクリングエンド

ソームの形態維持に必要である。一方、

ARF1/3はTfnのリサイクリングエンドソーム



から細胞膜への輸送、ARF1/4 は TGN38 や M6PR

のリサイクリングエンドソームからゴルジ

体への輸送に関与することが明らかとなっ

た。つまり、異なるペアーの ARF はリサイク

リングエンドソームにおいて異なる輸送経

路を調節していると考えられる。 

（4）ARF1/4 のノックダウンした細胞にお

いて AP-1/クラスリンアダプタータンパク質

がエンドソームから解離することがわかっ

た。したがって、ARF1/3, ARF1/4 のペアーは

異なるエフェクタータンパク質をリクルー

トすることにより、特異的な膜マイクロドメ

インを形成して異なる輸送経路を調節する

と考えられる（図 6）。 

図 6． 

本研究では初めて ARF1、3、4 がゴルジ体

だけではなく、エンドソームで機能すること

を明らかにした。さらに ARF1 を共通にする

ものの ARF1/3, ARF1/4 が redundancy をもっ

て機能し、さらにエンドソームから異なる輸

送経路を制御することを初めて明らかにし

た。この輸送経路の選別機構およびエンドソ

ームの形態維持の分子機構を解明するため

には ARF1/3, ARF1/4 それぞれに特異的に結

合するエフェクタータンパク質を同定する

ことが必要と考えられる。 
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