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研究成果の概要（和文）：植物特異的RAB GTPaseであるARA6の機能発現機構を詳細に解析した．エフェクター分子とし
て同定したPUF2の機能解析を通して，ARA6と保存型RAB5であるARA7が液胞輸送経路において拮抗的に機能する仕組みを
明らかにした．
また，植物特異的な膜融合実行因子であるVAMP727について，その分子機能の獲得にいたる進化の道筋を再構築するこ
とを試みた．その結果，longin domainへの挿入配列の付加と，その挿入配列の酸性化の2段階でVAMP727の機能が獲得
されたことが明らかとなった．
この他，ゼニゴケの膜交通網の全貌をつかむべく，RAB GTPaseとSNAREの網羅的解析を進めた．

研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of a plant-unique RAB5 GTPsae, ARA6, and found that ARA6 
negatively regulated the vacuolar trafficking pathway counteracting conventional RAB5 GTPases. We also 
revealed that this counteracting function was fulfilled through the function of an effector protein of 
ARA6, PUF2. We also tried to reconstruct molecular evolution of a plant-specific membrane fusion 
machinery, VAMP727, and found that functional conversion of VAMP727 from the ancestral function of VAMP72 
members was mediated by two-step events: acquisition of an insertion sequence in the N-terminal longin 
domain followed by acidification of the inserted region.
Furthermore, we systematically analyzed RAB GTPases and SNARE molecules in the liverwort, Marchantia 
polymorpha, to collect information on the membrane trafficking system in the basal land plant.

研究分野：植物分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物の細胞は膜に囲まれた様々な細
胞小器官を含んでおり，それらは膜に囲まれ
た小胞や小管を介した物質輸送システムに
より結ばれている．この輸送システムは膜交
通とよばれ，真核細胞の生命維持や多細胞生
物の高次機能発現において極めて重要な役
割を担っている．膜交通は，オルガネラ機
能の発現や細胞内外の情報のやりとりに不
可欠な機構であり，全ての真核細胞にとっ
てその生存に必須の現象である．そこで機
能する分子についても，多くのものが真核
生物に共通に存在していることから，膜交
通の基本的な仕組みが原始真核細胞におい
て既に獲得されていたことが窺える．一方，
現存する真核生物はそれぞれ独自の進化を
遂げ，多様な体制や独自の生理現象を獲得
している．それら各生物にユニークな生命
現象においても，小胞輸送はその基盤機構
として重要な役割を果たしている．このこ
とから，膜交通も生物の進化に伴い多様化
を果たしてきたと推測されるが，膜交通の
多様化と進化がどのようにおこり，それが
どのような形質の進化に結びついたのかは，
ほとんど明らかにされていなかった．その
ような中，我々は植物が進化の過程で独自
に獲得した RAB GTPaseである ARA6と，
膜融合の実行因子である SNARE の一種
VAMP727 の解析をおこない，それらの機
能を明らかにするとともに，新規の膜交通
経路の獲得が分子装置の新生と共役して起
こることを実例を挙げて証明することに成
功した． 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでの研究により，新たな分子
装置の獲得が膜交通経路の新規開拓に寄与
したことを示すことに成功したが，そこに介
在した分子メカニズムに関する知見は得ら
れていなかった．また，シロイヌナズナと基
部陸上植物であるゼニゴケを用いた解析結
果の比較から，陸上植物内においても膜交通
経路が多様化している可能性があることを
突き止めた．そこで本研究課題では，これま
での研究成果をさらに発展させるべく進化
細胞生物学的な手法を用いた研究を展開し，
ARA6 が制御する膜交通経路の機能が陸上
植物でどのように多様化しているのかを明
らかにするとともに，SNARE の機能分化
がいかにしておこったのかを解明すること
を目指した． 
 
３．研究の方法 
（１）SNAREタンパク質の機能多様性獲得
機構の解明 
 VAMP7 のメンバーは，陸上植物の
R-SNARE の中でも際だった機能の多様性
を持つ．この VAMP7 の多様性が，進化の
過程でどのように獲得されたのかを明らか
にするため，シロイヌナズナの VAMP7 グ

ループのうち，longin domain中に特殊な挿
入配列を持つ植物特異的な R-SNARE，
VAMP727 に特に注目して研究を行った．
VAMP727 はエンドソームに局在し，エン
ドソーム−液胞間，およびエンドソーム−細
胞膜間の２つの輸送経路において機能する．
一方，VAMP727 以外の VAMP72 メンバー
は，挿入配列以外の一次構造は VAMP727
と高い類似性を示すにも関わらず，TGNと
細胞膜に局在し，分泌経路で機能する．こ
の機能分化を決定づけている要素を明らか
にするため，挿入配列依存的に VAMP727
に結合する分子の探索を，酵母 two hybrid
法および共免疫沈降産物の質量分析解析に
より行った．また，既知の被覆複合体との
相互作用についても解析を行った．さらに，
基部陸上植物ゼニゴケの SNARE の網羅的
解析を通して，VAMP72メンバーの機能分
化がタイ類において既に起こっていたのか
を調べた． 
 
（２）ARA6 が制御する膜交通経路の分子
機構と多様性の解析 
 シロイヌナズナの ARA6は，エンドソーム
に局在し，液胞輸送経路とエンドソームから
細胞膜への輸送経路を制御する．この機能が
どのように発現されているのかを明らかに
するため，ARA6 のエフェクターの単離と解
析をこれまで進めてきた．一方ゼニゴケでは，
ARA6 がエンドソームから葉緑体への輸送を
制御していることを示唆する結果を得てい
る．そこで本研究では，ゼニゴケにおける
ARA6 とそのエフェクター候補の機能解析を
通して，陸上植物の間で ARA6の機能がいか
に多様化しているのかを明らかにすること
を試みた．具体的には，ゼニゴケ ARA6の恒
常活性型変異体をゼニゴケ葉状体で強制発
現し，その影響を電子顕微鏡を用いた形態観
察や葉緑体外包膜マーカーを用いた可視化
解析により詳細に解析した．また，ゼニゴケ
ARA6 のエフェクター候補を単離し，その局
在と機能の解析を通して，シロイヌナズナと
ゼニゴケの間でARA6の機能がどのように多
様化しているのかを明らかにすることを目
指した． 
 
４．研究成果 
（１）SNAREタンパク質の機能多様性獲得
機構の解明 
 VAMP727 と相互作用する分子の候補を共
免疫沈降と質量分析により多数単離し，さら
に酵母 two-hybrid法によってその相互作用の
確認を行った．その結果，VAMP727 の挿入
配列の有無に依存して相互作用が変化する
被覆複合体を単離することに成功した．さら
に，この挿入配列中に酸性アミノ酸が増加す
るに従って，細胞内局在と相互作用因子が変
化することも突き止めた．これらの結果から，
longin domainへの挿入配列の付加と，その
挿入配列の酸性化の 2段階で VAMP727の



機能が獲得されたことが明らかとなった．
また，ゼニゴケの膜交通経路の全貌をつか
むため，SNAREおよび RAB GTPaseの網羅
的解析を行った．その結果，ゼニゴケにお
いては，VAMP727様の longin domainに挿
入配列を有する分子と挿入配列を持たない
分子が同一の遺伝子から選択的スプライシ
ングにより作られていることが明らかとな
った． 
 
（２）ARA6 が制御する膜交通経路の分子
機構と多様性の解析 
 シロイヌナズナにおいて，ARA6 のエフェ
クターである PUF2 の機能解析を進めた．そ
の結果，PUF2 が GTP 結合型の ARA6 に結
合すると同時に保存型RAB5との共通の活性
化因子である VPS9aとも結合すること，これ
により ARA6と PUF2が保存型 RAB5の機能
を負に制御していることを突き止めた．この
結果は，変異体を用いた遺伝学的相互作用に
よっても支持された． 
 続いて，PUF2 のゼニゴケホモログについ
ても機能解析を進めた．ゼニゴケ PUF2 はゼ
ニゴケ ARA6 とエンドソーム上で共局在し，
両者の共発現はエンドソームの凝集を引き
起こすことから，ゼニゴケにおいても，ARA6
と PUF2 は協調して機能していることが明ら
かとなった．これらの結果から，シロイヌナ
ズナとゼニゴケではARA6の機能する輸送経
路が異なっているにも関わらず，共通のエフ
ェクター分子を介してその機能を発現して
いることが明らかとなった． 
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