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研究成果の概要（和文）：小胞輸送はホルモンや消化酵素の分泌、細胞増殖因子の取り込みなど種々の生命現象
に極めて重要な役割を果たしている。全ての小胞輸送はSNAREタンパク質により規定されている。小胞おける
v-SNAREタンパク質とそのターゲット膜におけるt-SNAREタンパク質の量の違いにより、小胞融合速度が調節され
ている。私どもはSNAREタンパク質の膜挿入装置CAML複合体を発見している。そこで、膜挿入の調節機構を明ら
かにするために、CAMLに結合するタンパク質としてp47を発見した。さらに、SNARE モチーフを持たないSNAREタ
ンパク質のひとつであるSec22Cの細胞内局在化機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Vesicle traffic plays important roles in various cellular events, such as 
exocytosis of hormone or digestive enzyme, and endocytosis of growth factor. SNARE proteins are 
essential for vesicle traffic. The amount of v-SNARE proteins on the vesicle and the amount of 
t-SNARE proteins on the target membrane regulate the speed of vesicle fusion. We have identified 
membrane insertion complex for SNARE proteins, CAML complex. To elucidate regulatory mechanism of 
membrane insertion of SNARE proteins, we identified p47 as a CAML-interacting protein. We also 
revealed subcellular localization mechanism of a SNARE protein lacking SNARE motif, Sec22c. 

研究分野：医化学一般
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１．研究開始当初の背景 
小胞輸送は神経伝達物質の放出のみならず、
ホルモンや消化酵素、血漿タンパクの分泌、
ホルモンや細胞増殖因子の取り込み、細胞極
性の形成など種々の生命現象に極めて重要
な役割を果たしている。全ての小胞輸送は
SNARE タンパク質により規定されている。
SNARE タンパク質は小胞と細胞膜の融合を司
るタンパク質ファミリーである。細胞内の分
泌経路の種々のオルガネラに固有の分子種
が存在しており、動物細胞では少なくとも３
６種類の存在が報告されている。小胞が運ん
でいる積み荷の違いによって、恒常的に融合
が起こるもの、調節的に起こるものの二つに
分けられている。また、積み荷の違いによっ
て、小胞の融合速度が違うことが知られてい
る。物流で一番重要なのは、宅急便に代表さ
れるように迅速さであり、この速度の解明が
重要である。	
 
	
 神経細胞が次の神経細胞に情報を伝える
シナプス伝達は、神経伝達物質の放出により
行われている。神経伝達物質は、シナプス小
胞が SNARE タンパク質の働きによりシナプス
前膜へ融合することで放出される。シナプス
小胞の膜融合反応は膜融合装置である３つ
の SNARE タンパク質により制御されている。
シナプス小胞には v-SNARE である VAMP2 が存
在し、前シナプス形質膜には t-SNARE	
 である
シンタキシン-1とSNAP-25が存在する。VAMP2、
シンタキシン-1、SNAP-25 が３者複合体・
SNARE	
 複合体を形成し、膜融合反応が起こる。
この SNARE	
 複合体の形成速度が膜融合反応
の速度を決定する。私共は SNARE タンパク質
を組み込んだ人工リポソームによる無細胞
再構成実験系を開発した。SNARE タンパク質
を組み込んだ人工リポソームのみの反応で
は、分オーダーと明らかに遅く、また Ca2+に
依存しなかった。そこで、組み込むタンパク
質の量比や、他の因子などを検討した。その
結果、他の因子などよりも、SNARE タンパク
質のリポソームに組み込む量比の違いによ
り、融合速度が劇的に速くなることを見出し
た。これまで全てのシナプス小胞に等量の
SNARE タンパク質が存在するように考えられ
ていたが、実際は量比にそれぞれ違いがあり、
融合する小胞、融合しない小胞などの種類が
あり、選別されていた。	
 
 
２．研究の目的 
SNARE タンパク質は小胞輸送において必須
の役割をしているが、SNARE タンパク質その
ものも積み荷タンパク質として小胞輸送で
シナプス前膜やシナプス小胞へと運ばれて
いる。その膜輸送の開始点は、SNARE タンパ
ク質の小胞体膜への埋め込みである。SNARE
タンパク質など C 末端側に膜貫通領域をも
つタンパク質は尾部アンカー型タンパク質
とよばれ、トランスロコンを介さずに小胞体
膜へ埋め込まれることが知られていたが、そ
の分子実体やメカニズムはほとんど明らか

になっていなかった。尾部アンカー型タンパ
ク質を小胞体膜に挿入する装置の探索を開
始し、全く新しい膜挿入装置（二つの膜タン
パク質と一つの可溶性タンパク質からなる
装置、CAML 複合体）を発見した。この発見
した膜挿入装置が、シナプス小胞上の SNARE
タンパク質量を決め、融合速度を決めると考
えられた。小胞体膜からは、小胞とターゲッ
ト膜の両方が形成される。すなわち、v-SNARE
と t-SNARE の両方が小胞体膜に挿入され、そ
れぞれの膜が分離される。しかし、１）どの
ようにしてv-SNAREと t-SNAREの挿入される
量がそれぞれ調節されるのか？、また２）ど
のようにして挿入された v-SNARE と t-SNARE
が膜上で分離するのか？、全く不明である。
このことは、私共が発見した膜挿入装置と協
調して働く小胞体膜上に SNARE タンパク質
の品質管理システムが存在していることを
示している。培養細胞レベルの実験では、
SNARE タンパク質の品質管理にともなう可逆
的な反応や膜の構造変化を捉えられないた
め、本研究では、小胞体膜上での SNARE タン
パク質の品質管理を再構成し、その分子メカ
ニズムを明らかにする。そして、SNARE タン
パク質の品質管理による小胞輸送、小胞融合
反応を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 組換えタンパク質の作成	
 
GST または MBP を融合した CAML、WRB、p47、
Sec22C 各種アイソフォーム、ARF4 野生型及
び各種変異体を組み込んだ大腸菌発現プラ
スミドや組換えバキュロウイルスを作成し、
組換えタンパク質を大腸菌や昆虫細胞で発
現させ、gultathione	
 sepharose レジンまた
はアミロースレジンで精製した。	
 
(2) 免疫染色による細胞内局在の検討	
 
HeLa 細胞に HA タグをつけた p47	
 (HA-p47)を
トランスフェクションし、抗 HA 抗体と小胞
体マーカーである抗 PDI 抗体を用いて蛍光免
疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡で観察して
細胞内局在を検討した。同様に、HeLa 細胞に
HA タグをつけた Sec22C の各アイソフォーム
をトランスフェクションし、抗 HA 抗体と小
胞体マーカーである抗 PDI 抗体あるいはシス
ゴルジ網マーカーである抗 GM130 抗体を用い
て蛍光免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡で
観察して細胞内局在を検討した。	
 
(3) 免疫共沈降による結合の検討	
 
FLAG タグをつけた CAML(FLAG-CAML)および
HA-p47 全長またはフラグメントを HEK293 細
胞にトランスフェクションした。この細胞を
1%	
 TritonX-100 を含むバッファーで抽出し、
抗 FLAG 抗体を加え、FLAG-CAML を Protein	
 G	
 
sepharose で免疫沈降した。サンプルを抗 HA
抗体および抗 FLAG 抗体でウエスタンブロッ
ティングして、HA-p47 が共沈降されているか
どうかを検討した。同様に、HA タグをつけた
Sec22C 各種アイソフォーム(HA-Sec22C 各種
アイソフォーム)および FLAG タグをつけた



図１：p47 による CAML 複合体の活性制御と精子形成 

ARF4(ARF4-FLAG)を HEK293 細胞にトランスフ
ェクションした。この細胞を 2%	
 TritonX-100
を含むバッファーで抽出し、抗 HA 抗体を加
え、HA-Sec22C 各種アイソフォームを Protein	
 
G	
 sepharose で免疫沈降した。サンプルを抗
FLAG 抗体および抗 HA 抗体でウエスタンブロ
ッティングして、ARF4-FLAG が共沈降されて
いるかどうかを検討した。	
 
(4) 組換えタンパク質を用いた結合実験	
 
GST-p47 を gultathione	
 sepharose レジンに
固相化し、これに MBP-CAML と様々な量の
MBP-WRB を加えて混和し、洗浄後、サンプル
を電気泳動で分離してGST-p47へのMBP-CAML
の結合量の変化を調べた。	
 
	
 GST-ARF4 野生型または各種活性変異体を
gultathione	
 sepharose レジンに固相化し、
GTP、GTPγS または GDP を結合させた。これ
に MBP-Sec22C を加えて混和し、洗浄後、サ
ンプルを電気泳動で分離して GST-ARF4 への
MBP-Sec22C の結合を調べた。	
 
(5) アフィニティー法による Sec22C 結合タ
ンパク質の同定	
 
strep タグをつけた４つの膜貫通領域のみを
含 む Sec22C の C 末 フ ラ グ メ ン ト
(strep-4TMDs)を安定に発現する HeLa 細胞
(strep-4TMDs-HeLa 細 胞 ) を 樹 立した。
strep-4TMDs-HeLa 細胞を 0.5%	
 Triton	
 X-100
を含むバッファーで抽出し、抽出液に
Strep-Tactin	
 レジンを加えて strep-タンパ
ク 質 を 結 合 さ せ た 。 洗 浄 後 、 11mM	
 
desthiobiotin を含むバッファーでレジンに
結合した strep-タンパク質を溶出させた。サ
ンプルを SDS-PAGE で電気泳動し、銀染色し
た。strep-タンパク質とともに精製されたバ
ンドの切り出し、質量分析で同定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)CAML 複合体の活性制御機構	
 
SNARE	
 タンパク質の膜挿入装置であるCAML複
合体が、膜上のSNAREタンパク質量を決めてい
る。そこで、CAML複合体を調節する因子を探
索するために、以下の解析をした。	
 
	
 CAML複合体を構成するCAMLの全長タンパク
質とWRBの全長タンパク質を精製した。CAML
の全長タンパク質とWRBの全長タンパク質を
人工リポソームに組込んだ。	
 
	
 HeLa 細胞の細胞膜のみを選択的に除去し
たセミインタクト細胞を用い、SNARE タンパ
ク質の小胞体膜挿入を蛍光顕微鏡で検出、評
価できる in	
 vitro アッセイ系を開発した。	
 
	
 CAMLに結合する新規膜タンパク質p47を同
定した。p47をHeLa細胞にトランフフェクショ
ンして免疫染色したところ、p47は小胞体膜に
局在した。p47の様々なフラグメントを用いて
免疫沈降実験した結果、p47はC末膜貫通領域
を介してCAMLと結合した。組換えタンパク質
を用いた結合実験の結果、p47はCAMLとWRBに
競合的に結合した。抗p47抗体を用いて各臓器
のライセートをウエスタンブロッティングし
た結果、p47は精巣特異的に発現していた。精

巣の凍結切片を抗p47抗体で免疫染色した結
果、p47は精巣の中でも精原細胞に強く発現し
ていた。上述のセミインタクト細胞を用いた
in	
 vitroアッセイ系を用い、p47がSNAREタン
パク質の膜挿入に与える効果を検討したとこ
ろ、p47の過剰発現は膜挿入を抑制した。HeLa
細胞にp47、CAML、WRBをトランフフェクショ
ンして免疫染色したところ、p47は小胞体膜に
おいてfreeのCAMLと共局在したが、CAML複合
体とは共局在しなかった。以上の結果から、
p47はCAML複合体の形成過程に関与しており、
p47によるSNAREタンパク質の膜挿入の抑制的
な制御は精子形成に重要な働きをしている可
能性が示唆された（図１）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(2)膜貫通領域の数による SNARE タンパ
ク質の細胞内局在制御機構	
 
すべての小胞輸送はテイルアンカー型タン
パク質である SNARE タンパク質により規定さ
れている。SNARE タンパク質の一つに SNARE
モチーフを持たない C末端側に複数の膜貫通
領域をもつ膜タンパク質 Sec22C がある。
Sec22C には膜貫通領域の数が異なるアイソ
フォームがあるが、生理的意義は不明である。
各アイソフォームの性状解析を行い、膜貫通
領域の個数変化の生理的意義の解明を試み、
以下の結果を得た。	
 
	
 Sec22C の各アイソフォームを HeLa 細胞に
トランスフェクションし、免疫染色により細
胞内局在を検討した結果、膜貫通領域を４つ
もつ Sec22C アイソフォームはシスゴルジ網
に局在し、膜貫通領域を２つ又は１つもつア
イソフォームは小胞体に局在した。strep タ
グをつけた４つの膜貫通領域のみを含む
Sec22C の C 末フラグメント(strep-4TMDs)を
作成し、細胞内局在を検討した結果、
strep-4TMDs はシスゴルジ網に局在した。以
上の結果から、Sec22C は膜貫通領域の数を変
化させることで細胞内局在を変化させてい
ること（図２）、シスゴルジ網への局在は C
末４つの膜貫通領域で十分であることが明
らかになった。	
 
	
 シスゴルジ網へ局在するための分子メカ
ニズムを明らかにするために、C末４つの膜	
 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
貫通領域に結合するタンパク質の探索を行
った。strep-4TMDs を安定に発現する HeLa 細
胞(strep-4TMDs-HeLa 細胞)から strep-4TMDs
を Strep-Tactin レジンを用いてプルダウン
したところ、分子量約 21kDa のタンパク質が
共精製された。このタンパク質を質量分析で	
 
定した結果、低分子量 G タンパク質 ARF4 で
あった。ARF4 はシスゴルジ網で Sec22C と共
局在した。ARF4 と Sec22C アイソフォームの
結合を免疫沈降法により検討したところ、
ARF4 は膜貫通領域を４つもつアイソフォー
ムと結合したが、膜貫通領域を２つもつアイ
ソ フ ォ ー ム と は 結 合 し な か っ た 。
strep-4TMDs-HeLa 細胞において ARF4 を
siRNA ノックダウンすると、strep-4TMDs の
シスゴルジ網への局在を減弱した。Sec22C 全
長タンパク質を安定に発現する HeLa 細胞株
に ARF4 の活性化型変異体を過剰発現すると、
Sec22C 全長タンパク質のシスゴルジ網への
局在が障害された。他方、ARF4 の野生型ある
いは不活性型変異体の過剰発現はシスゴル
ジ網への局在に影響を与えなかった。組換え
タンパク質による結合実験の結果、ARF4 の野
生型、活性化型変異体、不活性型変異体は同
様に４つの膜貫通領域を持つ Sec22C に直接
結合した。４つの膜貫通領域の ARF4 結合ド
メインを人工的に欠失させた Sec22C 変異体
はゴルジ体ではなく、小胞体に局在した。以
上の結果から、Sec22C は膜貫通領域を介して
ARF4 と結合することでシスゴルジ網に滞留
していると考えられた（図３）。一般に ARF4
の活性化は小胞輸送に対して促進的に働く
と認識されているが、Sec22C を含む一部の
SNARE タンパク質の小胞輸送を抑制している
可能性が考えられた。	
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