
多く同定され，左右脳半球間や脳の高次領域への二次神経

は同定されなかった９）．このような，それぞれの情報経路

に特徴的な神経回路の構造は，哺乳類が音や重力の情報を

処理する神経回路の構造１１，１２）と良く類似している（図３）．

お わ り に

ハエと哺乳類では，音や重力を受容する末梢感覚器であ

る「耳」の形態は大きく異なっている．しかし，今回の私

たちの研究から，音や重力の情報を処理する神経回路の構

造は，意外にも両者で似通っていることが判明した．類似

の感覚情報を処理する神経回路の構造に収斂進化が起こっ

た可能性があり，興味深い．今後，音や重力情報を処理す

る動物一般に適用可能な神経回路基盤の解析モデルとし

て，さらに高次の神経回路の同定や機能解析も可能なショ

ウジョウバエの脳の利用が進むと期待される．

１）Brand, A.H. & Perrimon, N.（１９９３）Development,１１８,４０１―
４１５.

２）Lai, S.L. & Lee, T.（２００６）Nat. Neurosci.,９,７０３―７０９.
３）Pulver, S.R., Pashkovski, S.L., Hornstein, N.J., Garrity, P.A., &

Griffith, L.C.（２００９）J. Neurophysiol.,１０１,３０７５―３０８８.
４）Sanes, J.R. & Zipursky, S.L.（２０１０）Neuron,６６,１５―３６.
５）Wilson, R.I. & Mainen, Z.F.（２００６）Annu. Rev. Neurosci.,２９,
１６３―２０１.

６）Ebbs, M.L. & Amrein, H.（２００７）Pflugers Arch.,４５４,７３５―
７４７.

７）Tauber, E. & Eberl, D.F.（２００３）Behav. Processes,６４,１９７―
２１０.

８）Kamikouchi, A., Shimada, T., & Ito, K.（２００６）J. Comp. Neu-
rol.,４９９,３１７―３５６.

９）Kamikouchi, A., Inagaki, H.K. Effertz, T., Hendrich, O., Fiala,
A., Göpfert, M.C., & Ito, K.（２００９）Nature,４５８,１６５―１７１.

１０）Yorozu, S., Wong, A., Fischer, B.J., Dankert, H., Kernan, M.J.,
Kamikouchi, A., Ito, K., & Anderson, D.J.（２００９）Nature,
４５８,２０１―２０５.

１１）Cant, N.B. & Benson, C.G.（２００３）Brain Res. Bull.,６０,４５７―
４７４.

１２）Büttner-Ennever, J.A.（１９９９）Ann. N.Y. Acad. Sci.,８７１,５１―
６４.
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酵母分泌経路における Rab-GEFカスケー
ドの調節

１． は じ め に

細胞内小胞輸送は，多岐にわたる細胞機能―細胞外から

の栄養の吸収，神経伝達物質の分泌，細胞極性の構築・維

持など―を果たす上で重要な役割を担っている．低分子量

Gタンパク質である Rabタンパク質は，細胞内小胞輸送

を制御する中心的な因子である．Rabは活性型である GTP

結合型と，不活性型である GDP結合型の二つのコンフォ

メーションを行き来する分子スイッチとして機能する．

GDP結合型から GTP結合型への変換は，グアニンヌクレ

オチド交換因子（guanine nucleotide exchange factor, GEF）

により行われる．一方，GTP結合型から GDP結合型への

変換は Rab自身の GTPアーゼ活性により GTPが加水分解

されることによって起こり，この反応は GTPアーゼ活性

化タンパク質（GTPase-activating protein, GAP）により促

進される．

GTP結合型の Rabは多くのタンパク質と相互作用し，

これらの結合タンパク質はエフェクターと呼ばれる．エ

フェクタータンパク質は，小胞の出芽，細胞骨格に沿った

小胞の移動，小胞の繋留およびターゲット膜との融合，と

いった細胞内小胞輸送の一連のステップを制御する１）．

ホスファチジルイノシトール（phosphatidyl inositol, PI）

はイノシトール環の３，４，５位がリン酸化されることにより

親水性頭部の異なったリン脂質種に変換され，それらは細

胞内で特徴的な分布を示す．３位がリン酸化されたホス

ファチジルイノシトール３―リン酸（PI３P）はエンドソー

ムに，４位がリン酸化されたホスファチジルイノシトール

４―リン酸（PI４P）は主にゴルジ体に局在する．オルガネラ

からオルガネラへの小胞輸送においては，これら PIが重

要な役割を担っていることがよく知られている２）．

酵母 Sec４は Rabとして初めて同定されたタンパク質で

あり，エキソサイトーシス経路の最終ステップを制御する

因子である．Sec４の機能にはその特異的 GEFである Sec２

による活性化が不可欠である．本稿では Sec２が PI４Pとの

結合によって Rab-GEFカスケードの調節を行うことを示

した最近の筆者らの報告を中心に，酵母エキソサイトーシ

ス経路について概説する３）．
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２． 酵母エキソサイトーシス経路と Rab-GEFカスケード

酵母エキソサイトーシス経路においては，三つの Rab

タンパク質：Ypt１（mRab１），Ypt３１／３２（mRab１１），Sec４

（mRab８）が機能することが報告されている．Ypt１は小胞

体からゴルジ体への輸送に，Ypt３１／３２はゴルジ体からの

小胞の出芽を担っていると考えられている４）．

Sec４は分泌小胞上に存在し，少なくとも以下の三つの

機能を果たすことが分かっている．Sec４は，１）モーター

タンパク質である�型ミオシンMyo２をリクルートし，ア

クチン骨格に沿った分泌小胞の移動を制御する．２）エク

ソシスト複合体の構成因子 Sec１５と結合し，分泌小胞と細

胞膜とをつなぎとめる「繋留」と呼ばれるステップを制御

する．３）SNAREタンパク質の調節因子 Sro７と結合し，

分泌小胞と細胞膜との融合を促進する．これらのすべての

機能を果たすために，Sec４はその GEFである Sec２によっ

て活性化されることが不可欠である．

酵母 Sec２は７５９アミノ酸から成り，アミノ末端の１６０

アミノ酸からなるコイルドコイル型 GEFドメインが Sec４

の活性化を行う５，６）．Sec２はアクチン依存的にエキソサイ

トーシス部位に濃縮して局在し，その局在にはカルボキシ

ル末端側に存在する５８アミノ酸の領域が必要であること

が明らかになっている７）．この領域に点変異を持つ変異株

sec２―７８における Sec２の局在を回復させる因子を過剰発

現プラスミドを用いてスクリーニングした結果，Ypt３１／

Ypt３２が同定された８）．Ypt３１と Ypt３２は８０％のホモロ

ジーを有し，重複した機能を持つタンパク質である．

Ypt３２過剰発現によって sec２―７８変異株での Sec２の局

在および温度感受性が回復したことから，両者の間に物理

的相互作用があるか調べたところ，Sec２は活性型 Ypt３２

に直接結合した．Sec２は Ypt３２に対して GEF活性を持た

ず，また Ypt３２の結合によって Sec２の Sec４に対する GEF

活性は変化しなかった．よって，Sec２は Ypt３２のエフェ

クターであり，さらに次の Rabである Sec４を活性化させ

る GEFとして機能する．

このメカニズムは「Rab-GEFカスケード」と呼ばれ，

活性型の Rabによって次の Rabタンパク質の GEFが膜近

傍にリクルートされ，効果的に連続的な Rabタンパク質

の活性化をひき起こすことが可能になる（図１）．同様の

メカニズムはエンドソームにおいても保存されている．哺

乳類細胞では，活性型 Rab５によって HOPS（homotypic fu-

sion and vacuole protein sorting）複合体がリクルートされ，

Rab５の次に機能する Rab７の GEFとして機能する９）．しか

しごく最近，酵母およびショウジョウバエを用いた解析か

ら，HOPSではなくMon１-Ccz１（monensin sensitivity, cal-

cium caffeine zinc sensitivity）複合体が Rab７の GEFとして

機能することが示された１０，１１）．

図１ Rab-GEFカスケードモデル
GEFによって活性化された Rabは，様々なエフェクター分子をリクルートすることにより小胞輸
送の様々なステップを制御する．活性型 Rabは，その下流で機能する Rabの GEFを膜近傍にリ
クルートする（GEF Bは Rab Aのエフェクター）．このことにより，Rabが効率的に活性化され
ることが可能になる．
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３． Sec２の局在メカニズム

上に述べたとおり，Ypt３２が Sec２の膜へのリクルート

に重要な役割を果たすことが示唆されていたものの，直接

的な証拠はこれまで示されていなかった．そこで筆者らは

Sec２の Ypt３２結合部位に点変異を導入し，Ypt３２の結合が

低下する変異体を単離した．この変異体 Sec２は正常に局

在せず，変異株では分泌経路が阻害された．Ypt３１／３２の

機能阻害株においても Sec２は正しい局在を示さなかった

ことから，Ypt３２結合能が Sec２の局在および機能に必須

であることが示された．

以前から単離されていた Sec２の変異株（sec２―５９；ア

ミノ酸１―３７４からなる欠失変異体，sec２―７８；C４８３Y点変

異体）では Sec２は正しい局在を示さず，ゴルジ体以降の

分泌経路が大幅に阻害される．しかしながら，これらの変

異体は Ypt３２の結合部位とは全く異なる部位に変異を持つ

ため，膜へのリクルートを調節する第二の因子が存在する

のではないかと考えられた．

ゴルジ体に局在する PI４-キナーゼ Pik１は，Sec２を含む

多くのエキソサイトーシス関連因子と遺伝的相互作用を示

し，またその変異株 pik１―１０１ではゴルジ体以降の輸送に

異常が起こる１２）．そこで pik１―１０１変異株において Sec２の

局在を調べたところ，Sec２のエキソサイトーシス部位へ

の局在は観察されなくなった．また，実際に Sec２と PI４P

とは直接結合することがリポソームを用いた実験から明ら

かになった．従って，ゴルジ体において生成された PI４P

が Sec２の局在に重要であることが示唆された．

Sec２の PI４P結合部位を同定した結果，アミノ酸３７４―

５０８の間に存在する正電荷を持つアミノ酸に富む領域であ

ることが明らかになった．この領域は以前の解析から

Sec２の局在に重要であることが既に指摘されていた領域

であった７）．これらの正電荷を持つアミノ酸をアラニンに

置換した変異体 Sec２は正常な局在を示さなかったことか

ら，PI４Pが Sec２の局在を制御するもう一つの因子である

ことが示された．

さらに，活性型 Ypt３２は PI４Pと直接結合しないが，

Sec２の存在下においてこれら三つの因子が複合体を形成

することを見出した．以上の結果から，ゴルジ体の PI４P

が Ypt３２と協調して Sec２のリクルートを行っていること

が示された．

哺乳類細胞のエンドソームで機能する Rab５もまた，

PI３Pと協調して様々な分子をリクルートすることが知ら

れている１３）． 活性型 Rabと PIによる細胞内輸送の調節は，

高度に保存されたメカニズムであると考えられる．

４． PI４Pによる Sec２結合パートナーの調節

近年，Sec２はエクソシスト複合体の構成因子 Sec１５と

結合することが明らかになった１４）．エクソシスト複合体は

八つのタンパク質から成る巨大な複合体で，分泌小胞と細

胞膜とを繋留する．このステップは SNAREによる膜融合

の前段階として必須である．Sec１５はもともと，GTP結合

型の Sec４に結合するタンパク質であることから，Sec４の

エフェクターであることが知られていた１５）．Sec１５が Sec２

とも直接結合することから，Rab（Sec４）・GEF（Sec２）・

エフェクター（Sec１５）の三者が複合体を形成する．この

ことにより，活性化された Rabがエフェクターをリク

ルートし，さらにエフェクターが GEFをリクルートし再

び Rabの活性化を行うことが可能となり，いわゆる正の

フィードバック制御が起こる．

Sec１５と Ypt３２は Sec２の同じ部位に競合的に結合する

が１４），Sec２がどのようにこれらのタンパク質の結合を選択

しているのかは不明であった．そこで筆者らは PI４Pがそ

の選択を行う因子である可能性を調べるために，PI４Pリ

ポソーム存在下において Sec２と Ypt３２あるいは Sec１５と

の結合実験を行った．Sec２と Ypt３２の結合には変化が見

られなかったが，Sec２と Sec１５の結合は PI４Pによって大

幅に阻害された．さらに，PI４キナーゼの機能阻害株

pik１―１０１を用いて PI４Pの濃度が低い状態を作り出すと，

Sec２と Sec１５は細胞内でより効率的に結合することが分

かった．これらの観察から，ゴルジ体において Sec２と

Sec１５との結合は PI４Pによって選択的に阻害されている

ことが示唆された．つまり，PI４Pが Sec１５の結合をあら

かじめ阻害することで，Sec２が Ypt３２に結合できるよう

になると考えられた．

最後に，Sec２と PI４Pの相互作用を視覚的に調べるた

め，両者の局在をスピニングディスク共焦点顕微鏡により

解析した．Sec２の大部分はエキソサイトーシス部位であ

る娘細胞の先端部あるいは細胞分裂溝に局在したが，これ

らの部位では PI４Pとの共局在は見られなかった．一部の

Sec２はゴルジ体あるいは分泌小胞と思われる点状の局在

パターンを示し，そのうち約４０％が PI４Pと共局在した．

Sec２と PI４Pとの親和性があまり高くないことを考慮する

と，Sec２は一過的にゴルジ体の PI４Pと相互作用するので

はないかと考えられた．さらに，PI４Pはエキソサイトー

シス部位に全く観察されなかったことから，ゴルジ体由来

の小胞上では輸送が進むに連れて徐々に PI４Pの濃度が低
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くなっていくことが示唆された．

５． お わ り に

以上の結果を踏まえて，筆者らは現在次のモデルを考え

ている（図２）．Sec２はまず，PI４Pと活性型 Ypt３２の両方

によってゴルジ膜へとリクルートされる．この時点では

Sec１５は PI４Pによって Sec２に結合することができないた

め，活性型 Ypt３２が優先的に Sec２と結合する．ゴルジ体

から出芽した小胞上で，Sec２は Sec４を活性化する．活性

型 Sec４はエフェクターである Sec１５をリクルートする．

エキソサイトーシス部位では PI４Pの濃度が低いため，

Sec１５は Ypt３２に置き換わるようにして Sec２に結合でき

るようになる．このようにして PI４Pは Sec２の結合パート

ナーとの親和性を調節し，Rab-GEFカスケードから Sec２-

Sec４-Sec１５間の正のフィードバックへ切り替える．このこ

とはエキソサイトーシスの最終ステップである分泌小胞の

繋留，細胞膜への融合が効率的に行われるために重要であ

ると考えられる．

ゴルジ体の PI４Pがエキソサイトーシスにおいて重要で

あることは知られていたが，その分子機能は長い間不明で

あった．今回，PI４Pは Sec２のリクルートおよび Sec２の

結合パートナーの切り替えという二つの機能を持つことが

明らかになった．しかしながら，ゴルジ体を出芽した小胞

に実際に PI４Pが含まれているのか，小胞上で PI４Pがどの

ように変化していくのかといった重要な点は依然として不

明であり，今後の解析が不可欠である．
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図２ Sec２による Rab-GEFカスケードおよびポジティブフィードバックの調節モデル
Sec２は PI４Pと活性型 Ypt３２の両方によりゴルジ膜へとリクルートされる．Sec２は Sec４を活性化し，活
性型 Sec４はエフェクターである Sec１５をリクルートする．分泌小胞上で PI４Pの濃度が低くなるにつれて
Sec１５は Sec２に結合できるようになり，ポジティブフィードバックを形成する．
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がんのインビボ光イメージング

１． は じ め に

近代生物学は，複雑な多細胞生物への対応として，生物

個体をタンパク質や生体分子といった細かい要素に分解

し，要素を部品のごとく組み立てることで生物を統合的に

理解する「要素還元論」を取り入れて発展してきた．近年

の網羅的オミクス技術の急速な発展は，われわれに莫大な

タンパク質・遺伝子情報をもたらし，これからはその莫大

な情報を再構築して統合的に生物への理解を深める必要が

ある．但し，要素還元論を生物学に応用するためには，対

象とする生物が物理学や化学で説明できる素過程の組み合

わせで実現されていることが大前提である．しかし，生物

における素過程はそれ自身ですでに複雑なものであり，タ

ンパク質や遺伝子を単なる部品として考えて生物を統合的

に理解することは難しい．よってこれからは，生体におけ

る動的で複雑な細胞や分子を，その不均一性や自身が作り

出す環境などを考慮し，時空間的要素を加味した研究を行

う必要がある．このような研究には，これまでの生化学実

験，細胞生物学実験や病理学的解析に加え，動物が生きた

まま経時的に細胞や分子の動態を解析できる in vivo（イ

ンビボ；生体）イメージングが必要である．もちろん，こ

れまでの in vitro 実験や ex vivo 実験によっても多くの知見

が得られてきたが，生物の本質に迫るには，新しいテクノ

ロジーの開発が必須と考えられる．

蛍光や生物発光を利用したインビボの光イメージング

は，空間・時間分解能や特異性にすぐれ，低侵襲でより包

括的に生物を理解するための新たなテクノロジーとして期

待されている．以前は，生体での蛍光や生物発光の観察に

おいて，吸収や散乱などの光学特性によってさまざまな問

題が生じ，深部観察が難しいという欠点があった．しか

し，近年，新規蛍光タンパク質や生物発光タンパク質の発

見やその遺伝子改変，新たな蛍光色素の発見やその改良，

量子ドットの開発，さらに，レーザーや光学検出系などの

技術開発，２光子励起顕微鏡や選択的平面照射顕微鏡など

新しい顕微鏡システムの開発によって，生体での光観察技

術が急速に発展しつつある．本ミニレビューでは，われわ

れのがん研究におけるデータを紹介しながら，インビボ光

イメージング技術の生物学への応用について議論したい．

２． インビボ発光イメージングの特徴とその応用実験例

インビボ光イメージングは，生物発光を利用したインビ

ボ発光イメージングと蛍光を利用したインビボ蛍光イメー

ジングの二つの技術に分けることができる．インビボ発光

イメージングは，ホタルや鉄道虫などの生物種が持つルシ

フェラーゼ酵素の生物発光反応系を動物体内で利用するも

ので，例えばホタル（firefly）由来のルシフェラーゼを恒

常的に発現するがん細胞をマウスに移植し，基質である

D-ルシフェリンを投与すると，マウスが生きている状態

で，がん細胞の体内での動態を可視化することができる．

近年，超高感度 CCDカメラなど光を検出する機器と画像

解析技術の発達によって，動物の体内の深部に存在する細

胞から発せられる微量な光を画像として捉え，生きている

動物の中のがん細胞を経時的に追跡することが可能になっ

た．また，複数のルシフェラーゼの組み合わせ，例えば

fireflyルシフェラーゼにウミシイタケ（renilla）由来のル

シフェラーゼを組み合わせることで，多元的イメージング

を行うことが可能になってきた．

さらに，上記のような恒常的にルシフェラーゼを発現す

るがん細胞を用いた実験系に加え，ある特定のシグナル伝

達分子のシグナル応答性プロモーターの下流にルシフェ

ラーゼ遺伝子を繋いだプロモーターレポーターを用いるこ
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