
酵母液胞オルガネラ膜融合の in vitro 完全
再構成

１． は じ め に

真核細胞は，細胞周期や細胞外環境など生育状態に応じ

て，細胞内オルガネラ膜の形態をダイナミックに変化させ

ている．このオルガネラ膜動態は，個々のオルガネラの生

命機能とも密接に関係し，また本ミニレビュウのトピック

である「膜融合」は，「膜出芽・分裂」と共に「オルガネ

ラ膜動態」に必須かつ根源的な生体反応といえる．細胞内

「膜融合」の研究は，１９７０年代より Schekmanらの酵母

“sec”変異株スクリーニングに代表される遺伝学的解析，

そして Rothmanらの哺乳類ゴルジ体 in vitro 輸送アッセイ

などのオルガネラ生化学的手法により大きく進展してき

た１）．そしてこれまで，NSF（N-ethylmaleimide sensitive fac-

tor），α-SNAP（soluble NSF association protein），SNARE

（SNAP receptor），SM（Sec１／Munc１８）ファミリータンパ

ク質など，「膜融合」に関わる多くのタンパク質因子が同

定され１），また近年ではこれらタンパク質因子に加え，ホ

スホイノシチド，ステロール，ジアシルグリセロール

（DAG），ホスファチジン酸（PA）といった脂質因子も同

定され，その役割が明らかになりつつある２）．本ミニレ

ビュウでは，「オルガネラ膜融合」の中でもWicknerらに

よって１９９０年代から多くの成果を挙げてきた，「出芽酵母

Saccharomyces cerevisiae 液胞融合」を取り上げ３），特に筆

者とWicknerらが成功した「in vitro 完全再構成系」によ

る最新の成果を中心に概説する４）．

２． 酵母液胞オルガネラ膜融合と SNARE仮説

酵母液胞は動物細胞のリソソームに相当するオルガネラ

で，「膜融合」と「膜分裂」を繰り返し，その形態を制御

している．Wicknerらは，酵母液胞をモデルに「オルガネ

ラ継承」を研究する中，酵母細胞より生化学的に単離精製

した液胞オルガネラを用いて「in vitro 液胞膜融合アッセ

イ」を開発した５）．そして，特異的阻害剤の添加など，様々

な反応条件下で膜融合アッセイを行い，液胞融合の必須因

子を次々と同定してきた３）．タンパク質因子では，�液胞

SNARE（Vam３p，Vti１p，Vam７p，Nyv１p），�SNAREシャ

ペロン（Sec１７p（α-SNAPホモログ），Sec１８p（NSFホモ

ログ），HOPS（homotypic fusion and vacuole protein sorting

complex， SMタンパク質 Vps３３pがサブユニットの一つ），

�Rab GTPase（Ypt７p），脂質因子では，�エルゴステロー

ル（ERG），�DAG，�ホスファチジルイノシトール３-リ

ン酸（PI（３）P），そして�ホスファチジルイノシトール４，５-

ビスリン酸（PI（４，５）P２）などである（図１）．また，酵母

１遺伝子破壊ライブラリーを利用した「液胞形態変化」の

in vivo 網羅的スクリーニングでは，同定因子欠損酵母の

多くで，液胞断片化が観察された６）．つまり，酵母液胞融

合では，上記の多種多様な因子群が協同的に膜融合を引き

図１ 酵母液胞オルガネラ膜融合に関与するタンパク質因子・脂質因子
液胞局在の３Q-SNARE（Vam３p，Vti１p，Vam７p）および R-SNARE（Nyv１p），液胞 SNAREと相互作用する SNAREシャペロン
（Sec１７p，Sec１８p，HOPS複合体），酵母液胞 Rab GTPアーゼ（Ypt７p），そして酵母液胞膜に存在するホスホイノシチド（PI（３）P，

PI（４，５）P２）．
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起こしていると考えられてきた．

酵母液胞融合をはじめ「単離オルガネラ」や「生きた細

胞」を用いた研究に加えて，「人工脂質二重膜リポソーム」

と「リコンビナント SNAREタンパク質」を使った「膜融

合」の in vitro 完全再構成が，Rothmanらによって１９９８年

に初めて報告された７）．シナプス SNAREの精製リコンビ

ナントタンパク質と合成脂質から再構成 SNAREプロテオ

リポソームを調製し，それらプロテオリポソームが，生理

的温度下で他の膜融合因子なしに，自発的に膜融合するこ

とを示した７）．そしてこの成果は，「SNAREが選択的な細

胞内膜融合に必須かつ十分である」とする「SNARE仮説」

の基盤ともなってきた８）．しかし一方で，この Rothmanら

の SNAREプロテオリポソーム再構成系には，�非生理的

な高い SNARE密度を使用している，�細胞内膜と異なる

非生理的な脂質組成（ホスファチジルコリン（PC）／ホス

ファチジルセリン（PS）など）を使用している，�他の

膜融合因子を含んでいない点等，その実験条件について多

くの問題点があり，結果の解釈にも様々な議論が続いてき

た８）．

３． 液胞オルガネラ膜融合の in vitro“完全”再構成

「再構成 SNAREプロテオリポソーム膜融合」は魅力あ

る新たな方法論であったが，そこから導かれた「SNARE

仮説」をはじめとする結論は，「単離オルガネラ」や「生

きた細胞」で得られた知見と大きな隔たりがあった．その

ような現状の中，筆者とWicknerらは，それまでの SNA-

REだけの再構成系から脱却し，SNAREシャペロンと

ATPも存在する，より細胞内の生理的環境に近づく再構

成系の構築を目指した４）．従来のシンプルな非生理的脂質

組成（PC（８５％）／PS（１５％））では，SNAREシャペロン／ATP

存在下でも，液胞 SNAREプロテオリポソームの膜融合は

起こらなかったが，実際のオルガネラ酵母液胞に似せた生

理的脂質組成（PC（４５％）／ホスファチジルエタノールアミ

ン（PE）（１８％）／ホスファチジルイノシトール（PI）（１８％）／

PS（４％）／PA（２％）／ERG（８％）／カ ル ジ オ リ ピ ン（CL）

（２％）／DAG（１％）／PI（３）P（１％）／PI（４，５）P２（１％））が劇的な

変化をもたらし，SNARE，SNAREシャペロン（Sec１７p／

Sec１８p／HOPS），そして ATP，これら全ての因子に依存

し，かつ効率的で速いプロテオソーム膜融合を得た

（図２）．これらの結果は，SNAREとともに SNAREシャ

ペロン群／ATPも「膜融合」のコアマシナリーであること

を実証し，さらには生理的脂質組成が膜融合タンパク質因

子群の機能発現に重要であることを明確に示した４）．

次に筆者とWicknerは，この新たな液胞融合 in vitro 完

全再構成系を使い，必須脂質因子の一つであるホスホイノ

シチドの「膜融合」での特異的機能を探った９，１０）．複雑な脂

質組成であっても人為的に自由自在に操作できる再構成プ

ロテオリポソーム系の利点を活かし，ホスホイノシチドを

中心に脂質組成が異なる様々な再構成プロテオリポソーム

を調製し，それらの膜融合速度を網羅的に解析した．その

結果，�液胞 SNARE／SNAREシャペロン（Sec１７p／Sec１８p／

HOPS）依存性膜融合では，PI（３）Pが最も顕著に膜融合速

度を促進するホスホイノシチドであること（図３A），そし

て�この PI（３）Pの「膜融合」における機能の発現には，

他の液胞バルク脂質群が必要とされること（図３B），とい

う二つの新たな知見を得た９，１０）．一般的に PI（３）Pをはじめ

ホスホイノシチドは，膜表在性・可溶性タンパク質の脂質

膜への特異的なターゲティングが主な機能とされている

が，今回我々の「液胞融合」再構成系では，SNAREシャ

ペロンなど可溶性タンパク質因子の脂質膜結合に対する

図２ 酵母液胞融合マシナリーの in vitro 完全再構成
液胞４-SNAREプロテオリポソーム間の膜融合は，各 SNARE
シャペロン（Sec１７p／Sec１８p，HOPS複合体），生理的な液胞脂
質組成，および ATP，これらの全てのコンポーネントに依存す
る．
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PI（３）Pの効果は見られなかった９）．恐らく PI（３）Pは，プ

ロテオリポソーム膜上で SNARE／SNAREシャペロンの機

能的集積，そしてその後の膜融合“活性型”マイクロドメ

イン形成において中心的な役割を果たしていると予想され

る．そして，それらの仮説やモデルへの実験的介入は，今

後の大きな研究プロジェクトとなっていくだろう．

４． 今 後 の 展 望

SNARE，SNAREシャペロン，生理的脂質組成，ATPを

含んだ「液胞オルガネラ膜融合の in vitro“完全”再構成

系」は，「SNARE仮説」の修正を確固たるものとし，ま

た酵母液胞融合だけでなく他のオルガネラ膜融合・膜動態

の研究にも波及する新しい概念を与えるものであった．

Wicknerらはその後，液胞 Rab GTPase Ypt７pを加えた新

しい液胞融合再構成系を発表１１，１２），また Zerialらも同時期

に Rab５GTPase，Rab５エフェクター群，そしてエンド

ソーム SNAREを含むエンドソーム膜融合の in vitro 完全

再構成に成功している１３）．これら最新の Rab-SNARE再構

成系から，Rab GTPaseのオルガネラ膜動態への直接的な

関与について，今後多くの新しい成果が挙がると期待され

る．そして中長期的には，現在の「膜融合」だけでなく，

細胞内の他の膜動態，「膜出芽・分裂」，「膜変形」，「膜移

動」に関与する分子も含んだ in vitro 完全再構成系が構築

できれば，細胞内膜動態の全体像をより深く探ることが可

能になるだろう．
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図３ 液胞オルガネラ膜融合におけるホスホイノシチド機能
（A）PI（３）Pが，最も顕著に液胞４-SNAREプロテオリポソーム膜融合を促進するホスホイノシチドである．
（B）PI（３）Pのプロテオリポソーム膜融合に対する促進効果は，液胞バルク脂質組成（PC，PE，PI，PS，PA，ERG，CL，DAG）の
存在下で最大となる．
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ERAD（小胞体関連分解）を制御するレク
チン OS-９と XTP３-B

１． は じ め に

小胞体では多くの膜タンパク質や分泌タンパク質が生合

成されている．タンパク質は，正しい高次構造をとって初

めて機能することができるが，生合成の過程でしばしば

フォールディングに失敗することが明らかになってきた．

このような「不良品」タンパク質は，分泌されてしまうと

生体や細胞の機能を障害するので，小胞体内に留めておい

たのち細胞内分解する仕組みがあり，小胞体品質管理機構

（endoplasmic reticulum quality control，ERQC），あるいは

分解系に関しては，小胞体関連分解（endoplasmic reticulum-

associated degradation，ERAD）と呼ばれている１～３）．小胞

体で生合成されてくるタンパク質の多くは N-結合型糖鎖

をもった糖タンパク質であることから，小胞体関連分解に

は，小胞体シャペロンタンパク質とともに，糖鎖を認識す

るレクチンが重要な働きをしていることが知られている．

近年，出芽酵母の ERADにおいて，Yos９pと呼ばれる

MRH（mannose６-phosphate receptor homology）ドメインを

もったレクチンが，ERAD基質認識の重要な担い手である

ことが解明されたが，哺乳類ホモログの機能は最近まで不

明なままであった．２００８年になって，複数のグループか

ら哺乳類ホモログである OS-９（osteosarcoma amplified９）

および XTP３-B（XTP３-transactivated gene B protein）の機

能が相次いで報告され，糖タンパク質の品質管理機構に関

する新たな知見が得られつつある４～６）．

２． MRHドメインをもつレクチン

糖鎖を認識して結合するタンパク質をレクチンと呼ぶ．

細胞表面や細胞外マトリックスには糖タンパク質が多数存

在しており，これらを認識するレクチンにも多くの種類が

ある．細胞内にもレクチンが存在し，これらはタンパク質

の品質管理や細胞内輸送に関わっている．N-結合型糖鎖に

付加されたマンノース６-リン酸（mannose６-phosphate，

M６P）は，リソソームに輸送されるタンパク質のタグ（標

識）として機能することがよく知られている．M６P受容

体は，このタグを認識するレクチンで，Pタイプレクチン

とも呼ばれる．M６P受容体レクチンドメインの結晶構造

が解析され，糖鎖認識の分子メカニズムが明らかになると

共に，このレクチンドメインとホモロジーをもつタンパク

質が他にも存在することがわかり，「MRHドメインをも

つレクチン」として分類することが提唱された７）．ヒトの

ゲノムには，上述のM６P受容体（カチオン依存性および

カチオン非依存性）の他に，GlcNAcリン酸転移酵素 γサ
ブユニット，小胞体グルコシダーゼ II βサブユニット，
そしてほとんど機能が解明されていなかった OS-９と，後

に XTP３-B／Erlectinと名付けられた ESTクローンの，合計

六つの遺伝子が存在する．なお，OS-９は一つ，XTP３-Bは

二つのMRHドメインをもっている．

３． ERADにおける Yos９pの機能

MRHドメインをもつレクチンが ERADに重要な機能を

もつことは，まず出芽酵母で発見された．酵母変異株ライ

ブラリーを用いて，ERADで分解されるモデル基質を発現

させ，基質の分解が阻害される変異体をスクリーニングし

た結果，Yos９pがクローニングされた８）．Yos９pという名

前は，出芽酵母（yeast）の OS-９ホモログとして名付けら

れたもので，OS-９同様，MRHドメインをもっている
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