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略語 
AP  aqueous phase 

BFA  brefeldin A 

BICD  Bicaudal-D 

BSA  bovine serum albumin 

CBB  Coomassie brilliant blue 

CCV  clathrin-coated vesicle 

cDNA  complementary DNA 

CI-M6PR  cation-independent mannose-6-phosphate receptor 

COPI  coat protein I 

CtxB  cholera toxin B subunit 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DP  detergent phase 

EE  early endosome 

ER  endoplasmic reticulum 

ERGIC  ER-Golgi intermediate compartment 

FBS  fetal bovine serum 

FKBP  FK506-binding protein domain 

FRAP  fluorescence recovery after photobleaching 

FRB  FKBP-rapamycin–binding domain 

GAP  GTPase-activating protein 

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GDF  GDI displacement factor 
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GDI  GDP dissociation inhibitor 

GEF  guanine nucleotide exchange factor 

GFP  green fluorecent protein 

GGPP  geranylgeranyl pyrophosphate 

GST  glutathione S-transferase 

GT  galactosyltransferase 

HRP  horseradish peroxidase 

IPTG  isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

LC–MS/MS liquid chromatography–tandem mass spectrometry 

LE  late endosome 

mant-GDP 2′-(3′)-O-(N-methylanthraniloyl) GDP 

PAR1  protease-activated receptor-1 

PBS  phosphate-buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PI(3)P  phosphatidylinositol 3-phosphate 

PM  plasma membrane 

PVDF  polyvinylidene difluoride 

RabF  Rab family 

RabSF  Rab subfamily 

RE  recycling endosome 

REP  Rab escort protein 

RGGT  Rab geranylgeranyl transferase 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 



 7 

siRNA  small interfering RNA 

SLO  streptolysin O 

Stx1  Shiga toxin 1 

SV  secretory vesicle/granule 

TB  transport buffer 

TBS  tris-buffered saline 

TGN  trans-Golgi network 

TIP47  tail-interacting protein of 47 kDa 

VSVGts045 ts045 vesicular stomatitis virus glycoprotein 
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第 1 章 序論 
1.1 Rab タンパク質の概要 

 低分子量GTP結合タンパク質は、グアニンヌクレオチド（GTPあるいはGDP）と結合しGTP

加水分解酵素（GTPase）活性を持つタンパク質のうち、20-25 kDa程度であり、単量体として機

能するタンパク質の総称である（Takai et al. 2001; Wennerberg et al. 2005）。Rasスーパーファミ

リーは低分子量 GTP結合タンパク質に属し、さまざまな細胞過程の制御を行っている。Rasスー

パーファミリーは、一次構造の類似性によって少なくとも 5 つのファミリー（Ras、Rho、Rab、

Arf/Sar1、Ran）に分類されており、それぞれ細胞増殖（Ras）、細胞骨格再編成（Rho）、細胞内

小胞輸送（Rab、Arf/Sar1）、核輸送（Ran）を制御することが明らかになってきている（Takai et 

al. 2001; Wennerberg et al. 2005）。 

 Rabタンパク質は、その中でも最大のファミリーを構成しており、これまでに哺乳動物細胞では

60種類以上、酵母（Saccharomyces cerevisiae）では 11種類が同定されている（Wennerberg et al. 

2005; Stenmark 2009; Pfeffer 2013）。個々のRabタンパク質は、それぞれが機能する特定のオル

ガネラにターゲティング・局在し（図 1）（Zerial & McBride 2001; Stenmark 2009; Mitra et al. 

2011; Wandinger-Ness & Zerial 2014）、細胞内の輸送小胞（transport vesicle）による輸送（小胞

輸送）のさまざまな段階を制御している（図 2）（Stenmark 2009; Wandinger-Ness & Zerial 2014）。

Rab タンパク質が制御する段階は、輸送される積み荷タンパク質（cargo）の選別、輸送小胞の形

成、供与（オルガネラ）膜からの輸送小胞の出芽、細胞骨格に沿った輸送小胞の輸送、輸送小胞の

特定の標的（オルガネラ）膜への繋留（tethering）、輸送小胞と標的（オルガネラ）膜との融合（fusion）

といったさまざまな段階であることが分かっている（Stenmark 2009）。 

 Rabタンパク質は、Rabエフェクタータンパク質（Rab effector protein）と呼ばれるタンパク質

群と協調して、図 2に示したような輸送のさまざまな段階の制御を行う。一般的に、Rabエフェク

タータンパク質は、活性型（GTP結合型）のRabタンパク質と選択的に相互作用するタンパク質
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である（Pfeffer 2005）。Rabエフェクタータンパク質の局在は、それが結合するRabタンパク質

によって決まると言われている（Seabra & Wasmeier 2004）。そのため、Rabタンパク質が特定の

オルガネラに正確にターゲティング・局在することは、Rabタンパク質の機能発現のためにも重要

である。 

 

1.2 Rab タンパク質の構造と活性制御 

 Rabタンパク質の特定オルガネラへのターゲティング機構の研究の現状を述べる前に、Rabタン

パク質の一般的な構造とその活性制御機構についてふれる。Rab タンパク質には、活性型である

GTP結合型と不活性型であるGDP結合型があり、この二つの状態を行き来している（図3）（Takai 

et al. 2001; Stenmark 2009; Pfeffer 2013）。Rabタンパク質のC末端には、1つあるいは 2つ（多

くの場合は 2つ）のシステイン残基が存在する（図4）。新たに生合成されたRabタンパク質（GDP

結合型）は、Rabエスコートタンパク質（Rab escort protein: REP）と複合体を形成してゲラニル

ゲラニル転移酵素（Rab geranylgeranyl transferase（RGGT）あるいは geranylgeranyl transferase 

II）に提示され（図 3）、この酵素によって C 末端のシステイン残基にゲラニルゲラニル基

（geranylgeranyl group）が付加（プレニル化（prenylation））される（Stenmark 2009; 

Wandinger-Ness & Zerial 2014）。 

 Rabタンパク質は、膜と細胞質の間を循環しており、一般的に、活性型であるGTP結合型の時

は膜に結合し、不活性型である GDP 結合型の時は細胞質に存在する（Zerial & McBride 2001; 

Wandinger-Ness & Zerial 2014）。この 2つの状態の変換（活性制御）には、いくつかの因子の関

与が知られている（図 3）。プレニル化された GDP結合型の Rabタンパク質は、単体では細胞質

において不安定であるが、GDP解離抑制因子（GDP dissociation inhibitor: GDI）と複合体を形成

し、GDIが Rabタンパク質のゲラニルゲラニル基を覆うことによって、細胞質に安定的に存在す

る。この複合体から GDIが解離すると、GDP結合型 Rabタンパク質は膜と結合することができ
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るようになり、グアニンヌクレオチド交換因子（guanine nucleotide exchange factor: GEF）の働

きによって、Rabタンパク質に結合するGDPのGTPへの交換（GDP結合型からGTP結合型へ

の変換）が促進される（活性化）。なお、GDP結合型Rabタンパク質からのGDIの解離は、GDI

置換因子（GDI displacement factor: GDF）によって行われるという報告もある（Dirac-Svejstrup 

et al. 1997; Sivars et al. 2003）。結合するヌクレオチドによって、Rabタンパク質のスイッチ Iお

よびスイッチ IIと呼ばれる領域（図4）の立体構造が変化する（Pfeffer 2005）。これにより、GTP

結合型Rabタンパク質は、数多くのRabエフェクタータンパク質（前述）と結合できるようにな

る。一方、GTP結合型からGDP結合型への変換（不活性化）は、Rabタンパク質自身が持つGTPase

活性によって、結合しているGTPを加水分解することにより行われるが、この反応はGTPase活

性化タンパク質（GTPase-activating protein: GAP）によって促進される（図 3）（Stenmark 2009; 

Wandinger-Ness & Zerial 2014）。 

 

1.3 Rab タンパク質のオルガネラターゲティング機構 

 Rabタンパク質のオルガネラターゲティング機構については、多くの研究が報告されている。Rab

タンパク質は、そのC末端のシステイン残基に付加されたゲラニルゲラニル基を介して、膜と結合

する（Stenmark 2009）。このゲラニルゲラニル基が、Rabタンパク質の正確なターゲティング・

局在に重要であるという報告もある（Calero et al. 2003; Gomes et al. 2003）。しかし、このC末

端領域のプレニル化は、すべてのRabタンパク質に共通する特徴であるため、これだけでは個々の

Rabタンパク質が特定のオルガネラにターゲティング・局在する理由を十分には説明できない。ま

た、初期の研究では、Rabタンパク質ごとに長さや配列が異なる、Rabタンパク質のC末端約 35-40

アミノ酸残基の領域（超可変領域（hypervariable region））（図 4）が、特定のオルガネラへの局

在を決定するのではないかと考えられていた（Chavrier et al. 1991; Brennwald et al. 1993; 

Stenmark et al. 1994; Liu & Storrie 2012）。Chavrierら（Chavrier et al. 1991）は、Rabタンパ

ク質の特異的なターゲティング・局在に関わる領域を決定するため、Rab2、Rab5、Rab7 のキメ
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ラタンパク質を作製し、キメラタンパク質の細胞内局在をBHK細胞において蛍光抗体法と細胞分

画法を用いて解析した。Rab2は小胞体-ゴルジ体間中間コンパートメント（ER-Golgi intermediate 

compartment: ERGIC）にターゲティング・局在するRabタンパク質であり（Chavrier et al. 1990）、

小胞体-ゴルジ体間の輸送経路を制御する（Chavrier et al. 1990; Tisdale et al. 1992; Stenmark 

2009; Sato et al. 2015）。Rab5は初期エンドソームおよび形質膜にターゲティング・局在するRab

タンパク質であり（Chavrier et al. 1990）、形質膜におけるリガンドの隔離、形質膜由来のクラス

リン被覆小胞（clathrin-coated vesicle: CCV）の初期エンドソームへの輸送・初期エンドソームと

の融合（異型融合; heterotypic fusion）、初期エンドソーム同士の融合（同型融合; homotypic fusion）、

初期エンドソームの微小管に沿った輸送、インスリン刺激によるホスファチジルイノシトール 3-

リン酸（phosphatidylinositol 3-phosphate: PI(3)P）の生成などに関与している（Chavrier et al. 

1990; Gorvel et al. 1991; Zerial & McBride 2001; Lodhi et al. 2008）。Rab7は後期エンドソームに

ターゲティング・局在するRabタンパク質であり（Chavrier et al. 1990）、後期エンドソームやフ

ァゴソームの成熟・リソソームとの融合、後期エンドソームからリソソームへの輸送、トランスゴ

ルジネットワーク（trans-Golgi network）へ輸送される積み荷タンパク質の選別に関与すると報告

されている（Zerial & McBride 2001; Rojas et al. 2008; Stenmark 2009; Vardarajan et al. 2012; 

Wandinger-Ness & Zerial 2014）。Chavrierらの報告（Chavrier et al. 1990）では、Rab5のC末

端領域 34アミノ酸残基を、Rab7のC末端領域 34アミノ酸残基と置換したキメラタンパク質は、

Rab7 と同様に、後期エンドソームにターゲティング・局在した。このキメラタンパク質をショ糖

密度勾配法により分画したところ、後期エンドソームと同じ画分に分画された。また、Rab2 の C

末端領域46アミノ酸残基をRab5のC末端領域35アミノ酸残基と置換したキメラタンパク質は、

初期エンドソームへターゲティング・局在し、Rab2の C末端領域 46アミノ酸残基を Rab7の C

末端領域 35 アミノ酸残基と置換したキメラタンパク質は、後期エンドソームへターゲティング・

局在した。Rab2のキメラタンパク質を用いたこの解析結果から、Rab5あるいは Rab7の C末端
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領域は、それぞれRab2のN末端側領域を初期エンドソームあるいは後期エンドソームへとターゲ

ティング・局在させうることが示唆され、以上の結果から、Chavrier らは、Rab タンパク質の特

異的なオルガネラターゲティング・局在を決定する配列が、C末端の超可変領域に含まれることを

報告している（Chavrier et al. 1990）。 

 しかし近年、それ以外のターゲティング・局在制御機構も報告されている。Ali らは、複数の領

域が寄与するモデルを提唱し、超可変領域がRabタンパク質の特定のオルガネラへのターゲティン

グを決定するとは限らず、超可変領域よりN末端側にあるRab family（RabF）モチーフや Rab 

subfamily（RabSF）モチーフに含まれる領域（図 4）（Pereira-Leal & Seabra 2000）が、正確な

ターゲティングに必要であると報告している（Ali et al. 2004）。この報告（Ali et al. 2004）では、

Rab5の超可変領域を、Rab1、Rab2、Rab7の超可変領域と置換したキメラタンパク質を作製した。

Rab1 は、小胞体、ERGIC およびゴルジ体にターゲティング・局在する Rab タンパク質であり

（Stenmark 2009）、小胞体-ゴルジ体間の輸送に関与している（Zerial & McBride 2001; Soo et al. 

2015）。Rab2、Rab5、Rab7は、前述したように、それぞれERGIC、初期エンドソームおよび形

質膜、後期エンドソームにターゲティング・局在するRabタンパク質である（Chavrier et al. 1990）。

Aliらの報告（Ali et al. 2004）では、細胞において、それぞれのキメラタンパク質および野生型の

Rab5 を強制発現させ、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察したところ、キメラタンパク質は、野

生型 Rab5 と同様に初期エンドソームへの局在を示した。このことから、Rab1、Rab2、Rab7 の

超可変領域は、Rab5のターゲティング・局在を撹乱しないことが示唆された。反対に、Rab1ある

いはRab2の超可変領域をRab5の超可変領域と置換したキメラタンパク質を作製し、それらの細

胞内局在を調べたところ、どちらのキメラタンパク質もゴルジ体マーカーGolgin-97 と共局在し、

初期エンドソームマーカーTfn-Rとは共局在しなかった。続いて、Rab27の超可変領域をRab5の

超可変領域と置換したキメラタンパク質を作製した。Rab27は、分泌顆粒（secretory granule）や

メラノソーム（melanosome）にターゲティング・局在するRabタンパク質であり、分泌経路に関
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与すると報告されている（Zerial & McBride 2001; Desnos et al. 2003; Tolmachova et al. 2004; 

Stenmark 2009; Pavlos et al. 2010; Cazares et al. 2014）。このRab27の超可変領域をRab5の超

可変領域と置換したキメラタンパク質は、分泌顆粒にターゲティング・局在した。超可変領域を置

換したキメラタンパク質を用いたこれらの局在解析結果から、Rabタンパク質のオルガネラターゲ

ティング・局在に、超可変領域が重要でない場合があることが示唆された。続いて、Aliらは、Rab

タンパク質のターゲティング・局在に対する RabFモチーフおよび RabSFモチーフ（図 4）の機

能を調べるため、Rab5AとRab27Aについて、この 2つのモチーフの一部を置換したキメラタン

パク質を作製した。Rab27Aの RabSF3領域をRab5Aの同領域と置換したRab5Aのキメラタン

パク質、あるいは Rab5Aの RabF4領域を Rab27の同領域と置換した Rab5Aのキメラタンパク

質は、小胞体マーカーPDI およびゴルジ体マーカーGolgin-97 と部分的に共局在した。同様に、

Rab27AのRabSF2領域をRab5Aの同領域と置換したRab27Aのキメラタンパク質は、主にゴル

ジ体マーカーGolgi-58K と共局在し、Rab27A の RabSF3 領域を Rab5A の同領域と置換した

Rab27A のキメラタンパク質は、分泌顆粒ではなく小胞体やゴルジ体で観察された。RabSF モチ

ーフあるいは RabFモチーフを置換したキメラタンパク質を用いたこれらの解析結果から、Aliら

は、超可変領域以外の領域、特にRab5AのRabF4およびRabSF3領域やRab27AのRabSF2お

よびRabSF3領域は、オルガネラターゲティングに必要であると述べている。 

 個々の Rab タンパク質の一次構造上にオルガネラターゲティングのシグナルがあるという研究

とは別に、GEF が、Rab タンパク質の特定のオルガネラへのターゲティング・局在に関わってい

るという報告もある（Gerondopoulos et al. 2012; Blümer et al. 2013）。Blümerら（Blümer et al. 

2013）は、GEF を人為的にミトコンドリアに局在させるため、FK506 結合タンパク質

（ FK506-binding protein domain: FKBP）と FKBP ラパマイシン結合ドメイン

（FKBP-rapamycin–binding domain: FRB）がラパマイシン存在下でヘテロダイマーを形成する

ことを利用し、はじめに、ミトコンドリア局在配列ActAのFRB融合タンパク質およびFKBP融
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合Rabex-5（Rab5AのGEF）を作製した。この2つのタンパク質を細胞で共発現させると、ラパ

マイシン非存在下では、Rabex-5および Rab5Aは内在性の各タンパク質と同様に初期エンドソー

ムに局在し、ActAはミトコンドリアに局在した。しかし、ラパマイシン処理によって、FKBP融

合Rabex-5がミトコンドリアに移行し、それに伴ってRab5Aもミトコンドリアに移行することが

確認された。さらに、Blümerら（Blümer et al. 2013）は、Rab1Aに対するGEF活性を持つDrrA

のGEF活性ドメイン、およびRab8AのGEF Rabin8のGEF活性ドメインに関しても、同様の

検証を行った。Rab1A は、小胞体、ERGIC およびゴルジ体にターゲティング・局在する Rab タ

ンパク質である（Stenmark 2009; Wandinger-Ness & Zerial 2014）。Rab8Aは主にリサイクリン

グエンドソームにターゲティング・局在するRabタンパク質であり、トランスゴルジネットワーク

から形質膜への輸送に関与する（Stenmark 2009; Wandinger-Ness & Zerial 2014）。ラパマイシ

ン存在下でミトコンドリアに局在したDrrAとRabin8のGEF活性ドメインは、それぞれRab1A

とRab8Aをミトコンドリアに移行させることが確認された。この、Rab5A、Rab1AおよびRab8A

のオルガネラターゲティング・局在が、それぞれのGEFを異所性に発現させることによって変化

するという結果から、Blümerらは、GEFが Rabタンパク質の特異的な膜へのターゲティングの

主要な決定因子である、と結論づけている。 

 さらに、Rab エフェクタータンパク質が、Rab タンパク質の特定オルガネラへのターゲティン

グ・局在を促進する場合もある。Rab9は、後期エンドソームにターゲティング・局在するRabタ

ンパク質であり、後期エンドソームからトランスゴルジネットワークへの輸送に関与すると報告さ

れている（Zerial & McBride 2001; Stenmark 2009; Dong et al. 2013）。tail-interacting protein of 

47 kDa（TIP47）は、Rab9のエフェクタータンパク質の1つであるが、Rab9の後期エンドソー

ムへの局在に重要な役割を果たしていると報告されている（Ganley et al. 2004; Aivazian et al. 

2006）。Ganleyらは、TIP47がRab9の安定性に関与していると報告している（Ganley et al. 2004）。

Ganleyらは、Rab9のタンパク質安定性を調べるため、TIP47をノックダウンした細胞を用いて、
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パルスチェイス法を行った。その結果、Rab9の半減期が 4分の 1に減少することが分かった（32

時間から 8時間に変化した）。また、TIP47をノックダウンすると、細胞質に存在するRab9が約

10%から約 20%に増加した。TIP47ノックダウンによるRab9の半減期および細胞内局在の変化に

関するこの結果から、Ganleyらは、TIP47が Rab9タンパク質の安定性に重要であると結論づけ

ている。 

 また、後期エンドソームの Rabタンパク質 Rab9の正確なターゲティング・局在に、TIP47が

関与しているという報告がある（Aivazian et al. 2006）。Aivazianらはまず、初期エンドソームに

ターゲティング・局在するRab5の超可変領域を、後期エンドソームにターゲティング・局在する

Rab9の超可変領域と置換したキメラタンパク質Rab5/9を作製した。続いて、このRab5/9のgreen 

fluorecent protein（GFP）融合タンパク質（GFP-Rab5/9）の細胞内局在およびエフェクタータン

パク質との相互作用を解析し、GFP-Rab5/9は初期エンドソームにターゲティング・局在し、Rab9

のエフェクタータンパク質TIP47と結合することを確認している。TIP47をGFP-Rab5/9ととも

に強制発現させると、GFP-Rab5/9の局在が変化して初期エンドソームから後期エンドソームへと

移動することを確認し、この結果から、TIP47と Rab5/9の相互作用が、Rab9の後期エンドソー

ムへのターゲティング・局在に必要十分であると結論づけている。 

 このように、Rabタンパク質のオルガネラターゲティングの詳細な分子機構は、当初考えられて

いたよりも複雑であり、個々のRabタンパク質の機能発現機構を知るためにも解明されるべき重要

な課題である。 

 

1.4 Rab6 の概要 

 本研究では、Rabタンパク質のうち、Rab6に注目し、そのゴルジ体ターゲティング過程に関わ

る細胞質因子の同定を目的とした。Rab6は、ゴルジ体（Golgi apparatus）の中間嚢（medial Golgi 

cisternae）、トランスゴルジ層（trans-Golgi cisternae）およびトランスゴルジネットワークに局在
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するという報告がある（Beranger et al. 1994b; Martinez et al. 1997）。このタンパク質は、主にゴ

ルジ体-小胞体間の逆行輸送経路に関与しているという報告がある（Martinez et al. 1997; Girod et 

al. 1999; White et al. 1999）。ゴルジ体から小胞体への逆行輸送には、少なくとも2つの経路が存

在する（Rothman & Wieland 1996; Girod et al. 1999）。よく知られているのは、コートタンパク

質 I（coat protein I: COPI）依存的な経路であり、この経路はKDEL配列やKKXX配列を持つタ

ンパク質、例えばゴルジ体まで移動した小胞体常在性のタンパク質や小胞体-ゴルジ体間を循環する

タンパク質を、COPI被覆輸送小胞によって、小胞体へ戻す働きがある。また、この経路は、上記

の配列を持つ cholera toxinなどのタンパク質毒素の細胞（表面）膜からゴルジ体を経由した小胞

体への逆行輸送にも関わっている（Lencer et al. 1995; Majoul et al. 1996）。一方、Rab6はCOPI

非依存的な経路を制御し、KDEL配列やKKXX配列を持たないタンパク質やタンパク質毒素の輸

送に関与するという報告がある（Girod et al. 1999; White et al. 1999）。 

 Rab6については、これまでにRab6A、Rab6A'、Rab6B、Rab6Cと呼ばれる 4種類のアイソフ

ォームが報告されている（Liu & Storrie 2012）。Rab6AとRab6A'は哺乳動物細胞において普遍的

に発現している（Echard et al. 2000）。一方Rab6Bは、脳細胞特異的に発現している（Opdam et 

al. 2000）。Rab6C は、一部の組織（脳、精巣、前立腺、乳腺など）でのみ発現すると報告されて

いる（Young et al. 2010）。Rab6AとRab6A'は同様の遺伝的特性と生化学的活性を持つ（Echard et 

al. 2000）が、異なる機能を持つという報告もある（Mallard et al. 2002; Del Nery et al. 2006）。

また、Rabkinesin-6（KIF20A/RAB6KIFL/MKlp2とも呼ばれる）は、既知のRab6のエフェクタ

ータンパク質の中では唯一、Rab6Aと相互作用するがRab6A'とは相互作用しないことが報告され

ている（Echard et al. 2000）。Rab6に関しては、Rab6のN末端領域がゴルジ体への局在に必要

であるという報告がある（Beranger et al. 1994b）。 

 

1.5 Rab6A のゴルジ体ターゲティング機構の解析に用いるセミインタクト細胞アッセイ
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の構築 

 本研究では、Rab6A のゴルジ体ターゲティングに関わる細胞質タンパク質を探索するため、所

属研究室の開発してきたセミインタクト細胞アッセイ（Kano et al. 2000; Kano et al. 2009; Kano 

et al. 2011）（図 5）を用いて、Rab6Aのゴルジ体ターゲティング過程の再構成を行った。続いて、

このアッセイを最適化し、Rab6A のゴルジ体ターゲティングを検出・可視化する「ゴルジ体ター

ゲティングアッセイ」を構築した。 

 遺伝子やタンパク質は、細胞内において特定のタイミングで特定の場所に局在することで、その

機能を最大限に発揮する。セミインタクト細胞アッセイでは、細胞をすりつぶして行う従来の生化

学的手法では困難だった、単一の細胞内で起こるタンパク質機能発現のタイミングや機能発現の場

所を可視化解析することができる。セミインタクト細胞とは、孔形成毒素や界面活性剤などを用い

て、形質膜を部分的に透過性にした細胞である。本研究では、形質膜透過処理に、連鎖球菌の酵素

感受性毒素ストレプトリシンO（streptolysin O: SLO）を用いた（Bhakdi et al. 1985; Kano et al. 

2012）。SLOはコレステロールに選択的に結合するが、これが多量体の環状複合体を形成すること

によって、形質膜に穴が開く。形質膜の穴から細胞質は流出するが、オルガネラや細胞骨格はその

まま保持される。セミインタクト細胞アッセイでは、セミインタクト細胞に、別に調製した細胞質

成分やタンパク質、エネルギー源として ATP 再生系などを加えてインキュベートすることで、添

加した細胞質成分に依存的な細胞内現象を再構成・可視化することができる。さまざまな条件下の

細胞から調製した細胞質成分、タンパク質、抗体やプラスミドを細胞に加えることができるため、

セミインタクト細胞を用いることで、再構成した細胞内現象に不可欠な因子を探索し、解析・検証

することができる。 

 前述したとおり、Rabタンパク質が特定のオルガネラに正確にターゲティング・局在することは、

Rabタンパク質の機能発現のためにも重要である。なぜなら、Rabエフェクタータンパク質の局在

は、それが結合するRabタンパク質によって決まると言われ（Seabra & Wasmeier 2004）、Rab
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タンパク質と Rabエフェクタータンパク質が協調することで輸送のさまざまな段階の制御（図 2）

を行うからである。細胞骨格系やオルガネラの細胞内配置やトポロジーを保持した状態で、さまざ

まな生化学的解析ができるセミインタクト細胞アッセイは、Rabタンパク質のオルガネラターゲテ

ィング機構の解析に最適な系であると考えられる。そこで、本研究では、このアッセイ系を用いて、

大腸菌から調製したRab6Aの glutathione S-transferase（GST）融合リコンビナントタンパク質

（GST–Rab6A）の細胞質依存的なゴルジ体ターゲティングを再構成した。 

 続いて、GST–Rab6A の細胞質依存的なゴルジ体ターゲティングに必要な因子を探索するため、

GSTプルダウンアッセイを用いて、細胞質成分からGST–Rab6A結合タンパク質群を抽出した。

このタンパク質群をSDS-PAGEを用いて分離し、Rab6Aに特異的に結合したタンパク質を質量分

析法（liquid chromatography–tandem mass spectrometry: LC–MS/MS）により解析し、Rab6A

ゴルジ体ターゲティングの制御候補因子を同定した。続いて、構築したゴルジ体ターゲティングア

ッセイや生細胞を用いて解析を行い、Rab6A のゴルジ体ターゲティングに対する候補因子の機能

を検証した。以上の戦略で絞った候補因子に対して、さらに、ゴルジ体を起点あるいは経由する順

行・逆行輸送経路について詳細に解析を行い、候補因子が制御する Rab6A の機能の生理的意義を

解析することで、この候補因子がRab6を介して制御する細胞機能に迫った。 
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第 2 章 結果 
2.1 セミインタクト HeLa細胞を用いた GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングアッセ

イの構築 

 Rab6A のゴルジ体ターゲティングに関与する因子を探索するために、リコンビナントタンパク

質として作製したGST融合Rab6Aタンパク質（GST–Rab6A）のゴルジ体ターゲティング過程を、

セミインタクト細胞アッセイを用いて再構成した。概略は図 6の通りである。実験手順の概要とし

ては、①大腸菌でGST–Rab6Aを作製する、②HeLa細胞の形質膜を透過性にする（セミインタク

トにする）、③細胞質とともにGST–Rab6AをセミインタクトHeLa細胞に添加しインキュベート

する、④GST–Rab6Aの細胞内局在を蛍光標識した抗GST抗体を用いて検出する、となる。 

 はじめに、大腸菌発現系を用いてGST–Rab6Aの発現と精製を行った（詳細は 4.14.1の項を参

照）。 GST–Rab6A の大腸菌発現プラスミドを導入した大腸菌株 BL21 を、

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside（IPTG）存在下で、30˚Cで 3時間大量培養した。超音波破

砕した後、Glutathione Sepharose 4B ビーズを用いて GST–Rab6A を精製した。精製した

GST–Rab6A の精製度を確認するため、溶出タンパク質をドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリル

アミドゲル電気泳動（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE）

により泳動後、Coomassie brilliant blue（CBB）染色を行ったところ、GST–Rab6Aは単一のバ

ンドとして検出された（図 7A）。抗 Rab6 抗体を用いたウエスタンブロッティングの結果、CBB

染色で検出されたバンドはRab6であることを確認することができた（図7B）。以降のアッセイで

は、このGST–Rab6Aを用いることとした。 

 次に、HeLa細胞のセミインタクト化の条件検討を行った。先行研究（Kano et al. 2000）を基に

SLOの濃度と処理時間の検討を行った結果、HeLa細胞を 0.20 µg/mlのSLOとともに氷上で 5分

間インキュベート後、32˚Cで 5分間 transport buffer（TB）でインキュベートすることで、細胞

が膜非透過性核酸染色試薬プロピジウムアイオダイド染色陽性になり、形質膜が透過性になる（セ
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ミインタクトになる）ことが確認された。以降はこの条件でセミインタクト化を行うこととした。 

 続いて、セミインタクトHeLa細胞に GST–Rab6Aを添加することで、GST–Rab6Aのゴルジ

体ターゲティング過程の再構成を行った（詳細は 4.11の項を参照）。カバーグラスで培養したHeLa

細胞に上記の条件で SLO 処理を行い、セミインタクトにした。ここに、5 µg/100 µl の精製した

GST–Rab6A、ATP 再生系（1 mM ATP、50 µg/ml creatine kinase、2.62 mg/ml creatine 

phosphate）、1 mg/mlの glucoseおよび 1 mMのGTPを、マウスリンパ腫由来のL5178Y細胞か

ら調製した細胞質（最終濃度 3 mg/ml）存在下あるいは非存在下で、32˚Cで 30分間インキュベー

トした。TBで洗浄後、細胞にパラホルムアルデヒド溶液を加えて室温で 30分間インキュベートす

ることにより固定し、Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体を用いて直接蛍光抗体法を行った（以降、

この実験のことを「ゴルジ体ターゲティングアッセイ」と呼ぶ）。LSM510 共焦点レーザー顕微鏡

で観察した結果、細胞質非存在下ではGST–Rab6Aのシグナルは核近傍領域にかすかにしか見えな

いのに対し、細胞質存在下ではGST–Rab6Aが核近傍領域に強く局在することが分かった（図8A）。

蛍光強度を基に、GST–Rab6Aの核近傍領域へのターゲティング量を定量したところ（詳細は4.11

の項を参照）、細胞質非存在下での蛍光強度を1とした時、細胞質存在下では約1.64になり（図8B）、

GST–Rab6Aの核近傍領域へのターゲティングは細胞質依存性があることが分かった。 

 続いて、GST–Rab6A がターゲティングした領域がゴルジ体であるかどうかを、Alexa Fluor® 

488 標識抗 GST 抗体、およびオルガネラマーカータンパク質に対する抗体を用いた二重染色によ

り確認した。マーカータンパク質として、ERGIC-53（ERGIC）、GM130（シスゴルジ層）、p230

（トランスゴルジ層およびトランスゴルジネットワーク）、EEA1（初期エンドソーム）に対する抗

体を使用した。セミインタクト HeLa 細胞に GST–Rab6A を添加し、L5178Y 細胞質存在下で、

32˚Cで 30分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を固定し、Alexa Fluor® 488標識

抗 GST 抗体とそれぞれのオルガネラマーカーに対する抗体を用いて蛍光抗体法を行った。その結

果、トランスゴルジ層およびトランスゴルジネットワークのマーカーp230とGST–Rab6Aは強く
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共局在することが分かった（図 9）。一方、ERGIC-53 や GM130 とは近くにあり一部の局在が重

なるものの完全な一致は確認されなかった（図 9）。また、GST–Rab6Aと EEA1の局在は一致し

なかった（図 9）。以上の結果より、GST–Rab6A はゴルジ体の特にトランスゴルジ層およびトラ

ンスゴルジネットワークに強くターゲティングすることが明らかとなった。セミインタクトHeLa

細胞におけるGST–Rab6Aの局在は、インタクトHeLa細胞における内在性Rab6の細胞内局在と

同じであることが確認できた（Goud et al. 1990; Antony et al. 1992; Beranger et al. 1994b）。 

 次に、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングの細胞質濃度依存性を検証した。セミインタクト

HeLa細胞にGST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTPおよび 0、0.5、1、3 mg/mlのL5178Y

細胞質を添加し、32˚Cで 30分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を固定し、Alexa 

Fluor® 488標識抗GST抗体を用いて細胞を染色した。GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量

を、核近傍領域で検出される蛍光強度を基に定量した結果、細胞質濃度の増加に従って、

GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量が増加することが分かった（図 10）。L5178Y細胞質の

調製（詳細は 4.10の項を参照）によって安定的に得られる細胞質濃度の上限が、4 mg/ml程度で

あったため、ゴルジ体ターゲティングアッセイを用いた以降の検証では、3 mg/mlのL5178Y細胞

質を基準として使用した。 

 続いて、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングの時間依存性を検証した。セミインタクトHeLa

細胞に GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、3 mg/mlの L5178Y細胞質を添加し、32˚C

で 5、10、30、70分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を固定し、Alexa Fluor® 488

標識抗GST抗体を用いて細胞を染色し、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量を定量した。

図 11で示す通り、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングは 32˚Cでインキュベート後、30分を

ピークとして、それ以降はターゲティング量の増加が認められなかった。よって、ゴルジ体ターゲ

ティングアッセイには、30分間のインキュベートで十分であることが分かった。 

 以降のGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングの検証では、3 mg/mlのL5178Y細胞質存在下
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で、32˚C で 30 分間インキュベートする条件を基準とし、さまざまな条件における GST–Rab6A

のゴルジ体ターゲティング量を比較することとした。 

 

2.2 GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティングに対する Rab6A のプレニル化、表在性膜タ

ンパク質、および微小管の影響 

 Rabタンパク質が脂質二重膜に挿入されるためには、Rabタンパク質がプレニル化されている必

要がある（Johnston et al. 1991; Khosravi-Far et al. 1991; Kinsella et al. 1992）。また、プレニル

化がRabタンパク質の正確なターゲティング・局在に不可欠であるという報告もある（Calero et al. 

2003; Gomes et al. 2003）。これらの報告を踏まえ、続いて、界面活性剤Triton X-114を用いた二

相分配法（Triton X-114 phase partitioning）を行い、ゴルジ体ターゲティングアッセイのL5178Y

細胞質存在下において、GST–Rab6A がプレニル化されているかどうかを検証した。この手法は、

膜タンパク質を含む疎水性タンパク質の分離に用いられる手法であり、プレニル化されたRabタン

パク質は界面活性剤の相（detergent phase: DP）に回収される（Bordier 1981; Brusca & Radolf 

1994; Bustos et al. 2012）。 

 GST–Rab6Aを、セミインタクトHeLa細胞とともに細胞質存在下（図 8AのCytosol（+）条件

と同様）あるいは細胞質非存在下（図 8AのCytosol（−）条件と同様）において32℃で 30分間イ

ンキュベートした。インキュベート後、細胞を回収し、Triton X-114を用いた二相分配法に供した

（詳細は 4.20の項を参照）。その結果、一部のGST–Rab6AがDPに回収された（図 12A）。また、

細胞非存在下で GST–Rab6A を L5178Y 細胞質とともにインキュベートした場合（図 12B の

Cytosol（+））も、DPにおいて GST–Rab6Aが検出された（図 12B; プレニル化のネガティブコ

ントロールとして、L5178Y細胞質の代わりに TBを使用（図 12Bの Cytosol（−）））ことから、

細胞質とインキュベートを行うことで、一部のGST–Rab6AがDPに回収されることが分かった。

これらの結果から、ゴルジ体ターゲティングアッセイにおいて、L5178Y細胞質と 32℃で 30分間
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インキュベートする間に、GST–Rab6Aの一部がプレニル化されることが示唆された。 

 図 8 で示したように、細胞質非存在下（Cytosol（−）条件）でも、核近傍（ゴルジ体）領域に

GST–Rab6Aのかすかな蛍光シグナルが検出された。このことから、セミインタクトHeLa細胞に

残存する細胞質成分が、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングに関与している可能性も考えられ

る。強塩濃度条件ではタンパク質相互作用が阻害され、細胞骨格や膜に強く結合している表在性膜

タンパク質が外れることが報告されている（Drenan et al. 2004; Boldogh et al. 2007）。そこで、セ

ミインタクトHeLa細胞を高塩濃度バッファー（KClを含むTB（コントロールとして、KClを含

まないTB））で洗浄した後、ゴルジ体ターゲティングアッセイを行った。その結果、強塩濃度処理

条件におけるGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量は、コントロール条件（1.63 ± 0.05）と比

較して 1.18 ± 0.03まで減少した（図 13）。この結果から、GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティン

グ過程には、表在性膜タンパク質が関与していることが示唆された。GST–Rab6Aのゴルジ体ター

ゲティングは細胞質依存性があった（図8）ことも踏まえると、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲテ

ィングに関わる因子が細胞質に含まれており、その因子が他の表在性膜タンパク質と協調的に

GST–Rab6Aのターゲティングを制御しているか、あるいはその制御因子自身が表在性膜タンパク

質である可能性が考えられた。 

 Rab6A は、微小管に沿った小胞輸送に関与していると報告されている（Young et al. 2005; 

Grigoriev et al. 2007）。この 2 つの報告から、ゴルジ体へ輸送される輸送小胞によって、

GST–Rab6Aがゴルジ体へ運ばれている可能性も考えられる。言い換えると、セミインタクトHeLa

細胞で細胞質依存的に増加したGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量は、微小管に沿った小胞

輸送によるものを示している可能性がある。そこで、GST–Rab6Aの細胞質依存的なゴルジ体ター

ゲティングが微小管依存的かどうかを検証するため、微小管重合阻害剤ノコダゾール（nocodazole）

処理によって微小管を破壊したセミインタクトHeLa細胞を用いて、ゴルジ体ターゲティングアッ

セイにより、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングに対する微小管の影響を評価した。先行研究
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（Kano et al. 2000）では、2 µg/mlのノコダゾールを用いて細胞を処理することにより、オルガネ

ラの形態に大きな影響を及ぼすことなく微小管を破壊している。この報告を参照し、HeLa細胞を、

2 µg/mlのノコダゾール存在下で、37℃で 20分間インキュベートした後、細胞をセミインタクト

にし、1 µg/mlのノコダゾールを含むL5178Y細胞質を加えて、ゴルジ体ターゲティングアッセイ

を行った（詳細は 4.11および 4.12の項を参照）。Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体と抗 β-tubulin

抗体を用いて蛍光抗体法を行ったところ、ノコダゾール未処理細胞では、抗 β-tubulin抗体によっ

て微小管が染色された（図 14のNocodazole（−））が、ノコダゾール処理細胞では、抗 β-tubulin

抗体によって微小管が染色されなかった（図 14のNocodazole（+））。一方、同じ条件の細胞につ

いて、Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体と抗p230抗体を用いて蛍光抗体法を行ったところ、ノ

コダゾール処理細胞でも、ノコダゾール未処理細胞と同様に、抗 p230抗体によって断片化してい

ないトランスゴルジ層およびトランスゴルジネットワークが検出された（図 14）。この p230染色

の結果から、ノコダゾール処理細胞でも、ゴルジ体の構造が破壊されないことが確認された。この

Alexa Fluor® 488 標識抗 GST 抗体と抗 p230 抗体を用いて蛍光抗体法を行った細胞では、

GST–Rab6A は、ノコダゾール処理細胞でもノコダゾール未処理細胞の場合と同様に、p230 と強

く共局在した（図14）。GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量を定量したところ、ノコダゾー

ル処理細胞でもノコダゾール未処理細胞と同程度、ゴルジ体にターゲティングすることが分かった

（図 15）。このことから、セミインタクトHeLa細胞のゴルジ体において細胞質依存的に増加した

GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量（図 8および 9）は、微小管非依存的であることが示唆

された。 

 

2.3 GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティングに関わる候補因子群の抽出と同定 

 GST–Rab6A は細胞質依存的にゴルジ体にターゲティングしたことから（図 8 および 9）、ゴル

ジ体ターゲティングに必要な因子は細胞質中にあることが分かった。この因子は Rab6A へ作用し
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その機能を制御することから Rab6A に直接結合する可能性があると考え、以下のような方法で

Rab6A結合タンパク質がゴルジ体ターゲティングに関与するかどうかを検討した（図16）。概略と

しては、大量のGST–Rab6Aと細胞質をインキュベートした後、Glutathione Sepharose 4Bビー

ズで GST–Rab6A および GST–Rab6A 結合タンパク質の複合体を沈殿させ、上清として

GST–Rab6A結合タンパク質が除去された細胞質を調製する。次に、この細胞質を用いてゴルジ体

ターゲティングアッセイを行い、GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティングが阻害されていれば、

GST–Rab6A結合タンパク質がターゲティングに関与すると言えると考えた。 

 まず、細胞質からGST–Rab6A結合タンパク質群を除去した（図 16の Sup）。GST–Rab6Aと

細胞質を混合して遠心後、得られた上清を、GST–Rab6A結合タンパク質除去細胞質（以下、Cytosol

（−RBP）と表記する）とした。コントロールとして、L5178Y細胞質をGSTと混合してインキュ

ベートし、GST 結合タンパク質除去細胞質（以下、Cytosol（−GST）と表記する）を調製した。

図 16で示したように、遠心後に得られる沈殿（ビーズ画分）には、GST–Rab6Aおよびその結合

タンパク質（コントロールとして、GSTおよびその結合タンパク質）が含まれる。一方、上清（Cytosol

（−RBP））には、それらのタンパク質は含まれないと考えられる。Cytosol（−RBP）およびCytosol

（−GST）について、抗GST抗体を用いたウエスタンブロッティングを行ったところ、ビーズ分離

前の混合液（Input）と比較して、遠心後に得られた上清（Depleted（supernatant））では、

GST–Rab6AあるいはGSTは確認されなかった（図 17）ことから、GST–Rab6AあるいはGST

は、その大部分が上清（Cytosol（−RBP）あるいはCytosol（−GST））に残っていないと考えられ

る。 

 そこで、続いて、ゴルジ体ターゲティングアッセイを用いて、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲテ

ィングに対するCytosol（−RBP）およびCytosol（−GST）の影響を検証した。その結果、GST–Rab6A

のゴルジ体ターゲティング量は、Cytosol（−GST）存在下では、未処理のL5178Y細胞質存在下（1.52 

± 0.01、図 8AのCytosol（+）と同様の条件）と比較して、減少（1.39 ± 0.04）することが分かっ
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た（図 18）。この減少は、GSTプルダウンアッセイ中の長時間にわたる4℃でのインキュベートに

よって、Cytosol（−GST）の成分が一部失活したことによるものだと考えられる。一方、Cytosol

（−RBP）存在下では、Cytosol（−GST）存在下と比較して、GST–Rab6Aのターゲティングが大

幅に減少（1.08 ± 0.05）することが分かった（図 18B）。これらの結果から、GSTプルダウンアッ

セイによってGST–Rab6Aとともに細胞質から除去されたRab6A結合タンパク質が、GST–Rab6A

のゴルジ体ターゲティングに関与していることが示唆された。 

 そこで次に、GST あるいは GST–Rab6A とインキュベートし回収されたビーズ画分の中から、

GST–Rab6A のビーズ画分に特異的に濃縮されているタンパク質群を見つけることで、Rab6A の

ゴルジ体ターゲティング制御に関わる候補因子の探索・同定を行った。まず、GST–Rab6Aビーズ

画分（コントロールとして、GSTビーズ画分）（図 16を参照）のGlutathione Sepharose 4Bビー

ズから、タンパク質を溶出させた（詳細は 4.15.1の項を参照）。溶出タンパク質を SDS-PAGEに

より泳動し、SYPRO Ruby染色により検出したところ、GST–Rab6Aビーズ画分特異的な約 100 

kDa のバンドが確認された（図 19A）。このバンドをゲルから切り出し、LC–MS/MS により解析

したところ、Bicaudal-D（BICD）2であることが明らかとなった（表 1）。このバンドは、抗BICD2

抗体を用いたウエスタンブロッティングによっても検出された（図 19B）。さらに、Cytosol（−RBP）

およびCytosol（−GST）について、抗BICD2抗体を用いたウエスタンブロッティングを行ったと

ころ、Cytosol（−RBP）に含まれるBICD2の量が、Cytosol（−GST）のそれと比較して減少して

いることが確認された（図 20）。これらの結果から、Rab6Aと結合する細胞質タンパク質が、セミ

インタクト HeLa 細胞において GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティングを制御していること、お

よび細胞質タンパク質BICD2がその候補因子であることが示唆された。 

 

2.4 生細胞における Rab6 の局在に対する BICD2 の影響 

 前項までの結果を踏まえ、続いて、低分子干渉RNA（small interfering RNA: siRNA）による



 27 

RNA干渉法を用いて解析を行い、生細胞（インタクトHeLa細胞）において、Rab6Aゴルジ体タ

ーゲティング制御の候補因子BICD2が内在性 Rab6の細胞内局在に関与しているかについて、検

証を行った。siRNAのオフターゲット効果による影響を最小限に抑えるため、BICD2に対する 2

つの異なる siRNA（BICD2 siRNA #1、BICD2 siRNA #2）を検証に使用した。ノックダウン効率

を確認するため、HeLa細胞にBICD2 siRNA #1、BICD2 siRNA #2、あるいはコントロールとし

て scramble siRNAをトランスフェクションした。トランスフェクションしてから72時間後、細

胞を溶解し、抗BICD2抗体を用いたウエスタンブロッティングを行った。その結果、BICD2 siRNA

をトランスフェクションしたHeLa細胞におけるBICD2の発現量は、コントロール細胞のそれと

比較して、約 20-30%まで減少した（BICD2 siRNA #1トランスフェクション細胞では28.91% ± 

7.83%、BICD2 siRNA #2トランスフェクション細胞では24.02% ± 5.22%; 図 21）。抗Rab6抗体

を用いてウエスタンブロッティングを行ったところ、BICD2をノックダウンした細胞でも、Rab6

タンパク質発現量の大きな変化は確認されなかった（図 21）。 

 これを踏まえ、続いて、BICD2 ノックダウン細胞における内在性 Rab6 の細胞内局在を解析す

るため、BICD2 siRNAあるいは scramble siRNAをトランスフェクションして 72時間後のHeLa

細胞を固定し、抗Rab6抗体および抗 p230抗体（ゴルジ体マーカーとして使用）を用いて、蛍光

抗体法による二重染色を行った。HeLa細胞では、Rab6のアイソフォームはRab6AとRab6A'の

2種類のみが発現している（Opdam et al. 2000; Young et al. 2010）が、この 2つのアイソフォー

ムは互いに類似性が高く、3アミノ酸残基しか違いがない（Echard et al. 2000）ため、Rab6Aを

特異的に認識する抗体は入手できなかった。そこで、生細胞を用いた検証では、Rab6AとRab6A'

の両方を認識する抗 Rab6 抗体を使用した。その結果、BICD2 ノックダウン細胞において、ゴル

ジ体領域（p230 と共局在する領域）の Rab6 の量に関しては、コントロール細胞と比較して大き

な変化は確認されなかったが、細胞質領域のRab6の量に関しては、増加が観察された（図 22A）。

そこで、ゴルジ体領域における Rab6 の量を、蛍光強度を基に定量したところ、BICD2 ノックダ
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ウンにより、ゴルジ体領域に存在するRab6が減少することが分かった（図 22B）。さらに、抗Rab6

抗体を用いてウエスタンブロッティングを行ったところ、BICD2 をノックダウンした細胞でも、

Rab6 タンパク質発現量の大きな変化は確認されなかった（図 21）ことから、BICD2 のノックダ

ウンによってRab6のゴルジ体膜への結合が減少することが示唆された。 

 次に、細胞分画を行い、BICD2 ノックダウンによって膜結合 Rab6 が減少するかどうかを生化

学的に検証した。BICD2 siRNAあるいは scramble siRNAをトランスフェクションして72時間

後、細胞を破砕し、遠心によって膜画分と細胞質画分に分離した。各画分について抗Rab6抗体を

用いたウエスタンブロッティングを行い、バンド強度を基にRab6の量を定量したところ、BICD2

ノックダウン細胞において、細胞質画分に存在するRab6の割合が有意に増加し、コントロール細

胞において細胞質画分に存在する Rab6 の割合を 1 とした時、細胞質画分に存在する Rab6 は、

BICD2 siRNA #1トランスフェクション細胞では 1.085 ± 0.086、BICD2 siRNA #2トランスフェ

クション細胞では1.135 ± 0.091であった（図 23）。一方、膜画分に存在するRab6の割合は、BICD2

ノックダウン細胞において有意に減少し、コントロール細胞において膜画分に存在するRab6の割

合を 1とした時、膜画分に存在するRab6は、BICD2 siRNA #1トランスフェクション細胞では

0.927 ± 0.043、BICD2 siRNA #2トランスフェクション細胞では0.880 ± 0.038 であった（図 23）。 

 哺乳動物では、BICDは 2つのホモログ、BICD1とBICD2が発現しており、互いに高い相同性

を示し、部分的に互いの機能を補い合う可能性が報告されている（Hoogenraad et al. 2001; 

Matanis et al. 2002; Fumoto et al. 2006; Dienstbier & Li 2009; Terenzio & Schiavo 2010）。そこ

で、BICD2の場合と同様に、BICD1ノックダウン細胞あるいはBICD1/BICD2ダブルノックダウ

ン細胞についても細胞分画を行い、BICD1あるいは BICD1/BICD2ダブルノックダウンによって

膜結合Rab6が減少するかどうかを生化学的に検証した。その結果、BICD1/BICD2ダブルノック

ダウン細胞において、細胞質画分に存在するRab6の割合は有意に増加し（コントロール細胞を 1

とした時、1.138 ± 0.090）、膜画分に存在するRab6の割合は有意に減少することが分かった（コ
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ントロール細胞を1とした時、0.878 ± 0.073）（図 24）。これは、BICD2ノックダウン細胞の場合

とほぼ同様の結果であった。一方、BICD1 ノックダウン細胞では、各画分に存在する Rab6 の割

合は、コントロール細胞と比較して、有意な変化は見られなかった（図 25）。BICD1ノックダウン

細胞あるいは BICD1/BICD2ダブルノックダウン細胞でも、BICD2ノックダウンの場合（図 21）

と同様に、Rab6タンパク質発現量の大きな変化は確認されなかった（図 26）。これらの結果から、

生細胞において、BICD2は内在性Rab6のゴルジ体への局在に関与しているが、BICD1は関与し

ていないことが示唆された。 

 

2.5 セミインタクト HeLa細胞における GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングに対す

る BICD2 の影響 

 図 22および 23で示したように、生細胞では、BICD2ノックダウンにより、内在性Rab6の細

胞内局在が変化した。しかし、その影響は比較的小さく、また、Rab6A を特異的に認識する抗体

を入手できなかったため、Rab6AとRab6A'を区別して検出することはできなかった。そこで次に、

抗 BICD2 抗体を加えた細胞質をゴルジ体ターゲティングアッセイに供し、加えた抗体が

GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングに影響を与えるかどうかを検証した。 

 本研究で用いた抗 BICD2抗体は、ヒト BICD2タンパク質しか認識が確認されていないため、

マウス由来のL5178Y細胞質の代わりにヒト由来のHeLa S3細胞から調製された細胞質を用いて、

ゴルジ体ターゲティングアッセイによる検証を行った。HeLa S3細胞質を用いた場合も、L5178Y

細胞質の場合と同様に、GST–Rab6Aの細胞質依存的なゴルジ体ターゲティングが確認された。抗

BICD2抗体がGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングに影響を与えるかどうかを検証するため、

GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、および 3 mg/mlのHeLa S3細胞質存在下において、

セミインタクトHeLa細胞に抗BICD2抗体（コントロールとして rabbit IgG）を加え、32℃で 30

分間インキュベートした。その結果、抗BICD2抗体を加えた細胞質では、GST–Rab6Aのゴルジ
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体ターゲティングが阻害されることが確認された（図 27）。一方、抗 BICD1抗体を加えた細胞質

を用いて、BICD2 の場合と同様の検証を行ったところ、抗 BICD1 抗体を加えた細胞質では、

GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングは阻害されないことが確認された（図 28）。 

 さらに、コントロールとして、これまでに報告されているRab6A結合タンパク質のGST–Rab6A

ゴルジ体ターゲティングへの関与の可能性についても、同様の方法で検証してみることとした。

Rabkinesin-6は、キネシン様タンパク質ファミリーに属する既知のRab6A結合タンパク質であり

（Echard et al. 1998; Echard et al. 2000）、ゴルジ体の動態や細胞質分裂に関与することが報告さ

れている（Echard et al. 1998; Hill et al. 2000）。Rabkinesin-6 は、SYPRO Ruby 染色では

GST–Rab6Aビーズ画分特異的なバンドは検出されなかった（図 19A）が、抗Rabkinesin-6抗体

を用いたウエスタンブロッティングを行ったところ、GST–Rab6Aビーズ画分特異的に、バンドが

検出された（図 29）。そこで、抗Rabkinesin-6抗体を用いて、抗BICD1抗体、抗BICD2抗体の

場合（図 27および 28）と同様の検証を行った。GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、お

よび 3 mg/mlのHeLa S3細胞質存在下において、セミインタクトHeLa細胞に抗Rabkinesin-6

抗体（コントロールとして rabbit IgG）を加え、32℃で 30分間インキュベートした。その結果、

抗 Rabkinesin-6抗体を加えた細胞質では、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングは阻害されな

いことが確認された（図 30）。 

 次に、RINT-1/ZW10複合体が、Rab6Aゴルジ体ターゲティングの制御因子として機能する可能

性を検討した。ZW10は小胞体からゴルジ体への順行輸送経路に関与する可能性が報告されている

（Hirose et al. 2004）。RINT-1はZW10と複合体を形成することが報告されており（Arasaki et al. 

2006）、Sunらは、Rab6が RINT-1/ZW10複合体の関わる経路を制御していることを報告してい

る（Sun et al. 2007）。そこで、抗ZW10抗体を用いて、抗BICD1抗体、抗BICD2抗体の場合（図

27および 28）や抗Rabkinesin-6抗体の場合（図 30）と同様の検証を行った。GST–Rab6A、ATP

再生系、glucose、GTP、および 3 mg/mlのHeLa S3細胞質存在下において、セミインタクトHeLa
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細胞に抗ZW10抗体（コントロールとして rabbit IgG）を加え、32℃で 30分間インキュベートし

た。その結果、抗ZW10抗体を加えた細胞質では、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングは阻害

されないことが確認された（図 31）。また、GSTプルダウンアッセイによって調製したGST–Rab6A

ビーズ画分およびGSTビーズ画分について、抗ZW10抗体を用いたウエスタンブロッティングを

行ったが、Rab6AとZW10との相互作用は確認できなかった（図29）。この結果から、RINT-1/ZW10

複合体は、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングには関与していないことが示唆された。 

 各種抗体を加えた細胞質を用いたゴルジ体ターゲティングアッセイによる検証結果（図 27、28、

30および 31）から、生細胞での結果（図 22-25）と同様に、セミインタクトHeLa細胞において、

BICD2がGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングを制御していることが示唆された。一方、BICD1、

Rabkinesin-6、およびRINT-1/ZW10複合体は、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングには関与

していないことが示唆された。 

 これまでの結果から、BICD2 の抗体による機能阻害によってゴルジ体ターゲティングが抑制さ

れたため、次に、BICD2の添加によるRab6Aのゴルジ体ターゲティング量の変化について調べる

こととした。BICD2のリコンビナントタンパク質をCytosol（−RBP）に加え、GST–Rab6Aのゴ

ルジ体ターゲティングが回復するかどうかを検証した。この検証を行うため、まず、BICD2のHis

融合リコンビナントタンパク質の調製を行った。はじめに、ヒトBICD2のリコンビナントタンパ

ク質作製を試みたが、ヒト complementary DNA（cDNA）ライブラリーからBICD2 cDNAを増

幅することができず、ヒトBICD2 cDNAも入手できなかった。そこで、ヒトBICD2と高い相同

性（約 95%）を持つマウスBICD2 cDNAを入手し、そこからマウスBICD2をサブクローニング

し、大腸菌発現系を用いてマウス BICD2の His融合リコンビナントタンパク質（His-mBICD2）

を発現・精製した。（インターネット公表に対する共著者全員の同意が得られていないため未掲載）。

続いて、GST–Rab6Aおよび ATP再生系存在下において、セミインタクトHeLa細胞に Cytosol

（−RBP）および His-mBICD2 タンパク質（コントロールとして、Cytosol（−RBP）のみ）を加
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え、32℃で 30分間インキュベートして、ゴルジ体ターゲティングアッセイを行った。その結果、

His-mBICD2 を加えた条件では、コントロール条件（Cytosol（−RBP）のみ）と比較して、

GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングが有意に回復することが分かった（コントロール条件を1

とした時、1.26 ± 0.07; 図 33）。以上の結果から、BICD2がGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティ

ングを促進していることが示唆された。 

 

2.6 Rab6A のゴルジ体ターゲティングの動的平衡に対する BICD2 の影響 

 BICD2 ノックダウン細胞での Rab6 のゴルジ体局在は有意な差で減少していることが検出され

ているもののその差は小さいが（図 22 および 23）、セミインタクト HeLa 細胞における

GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングは抗BICD2抗体によって確かに阻害されていた（図27）。

Rab6A のゴルジ体局在は、細胞質領域からのゴルジ体へのターゲティングと、ゴルジ体から細胞

質領域への解離との平衡で成り立っていることを考慮し、Rab6A のゴルジ体領域における交換速

度に対するBICD2の関与を光褪色後蛍光回復（fluorescence recovery after photobleaching: FRAP）

法を用いて検証した。この実験では、特にBICD2とRab6Aとの相互作用とRab6Aのゴルジ体タ

ーゲティング過程との関連を明らかにするために、既知の BICD2 の Rab6A 結合領域をコードす

るタンパク質を強制発現し、GFPを融合させた Rab6A（GFP–Rab6A）の動態を解析することと

した。 

 BICD2は、そのC末端領域を介してRab6と相互作用することが報告されている（Matanis et al. 

2002; Bergbrede et al. 2009）ため、はじめに、マウスBICD2のC末端領域（アミノ酸残基706

番から 810番、BICD2706–810）にmCherryを融合させた変異体（mCherry–BICD2706–810）、およ

び、C末端領域を欠失させたmCherry融合変異体（mCherry–BICD21–705）を構築した（図 34）。

HeLa細胞において、GFP–Rab6AおよびmCherry–BICD2706–810を強制発現させ、この細胞を用

いて共免疫沈降法を行ったところ、GFP–Rab6AとmCherry–BICD2706–810の相互作用が確認され
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た（図 35のmCherry–BICD2706–810）。また、同じ条件の細胞を用いて抗 p230抗体（ゴルジ体マ

ーカーとして使用）を用いた蛍光抗体法を行ったところ、GFP–Rab6A および

mCherry–BICD2706–810は、どちらも主にゴルジ体領域に局在することが明らかとなった（図 36

の BICD2706–810）。これらの結果から、GFP–Rab6AとmCherry–BICD2706–810は、主にゴルジ体

領域において相互作用することが示唆された。また、共免疫沈降法による検証では、GFP–Rab6A

とmCherry–BICD21–705の相互作用も確認された（図 35のmCherry–BICD21–705）が、蛍光抗体

法による検証では、GFP–Rab6AとmCherry–BICD21–705のゴルジ体領域における共局在はほとん

ど認められなかった（図 36）。なお、蛍光抗体法による検証では、mCherry–BICD2706–810 と

mCherry–BICD21–705のどちらを発現させた条件でも、GFP–Rab6Aはゴルジ体領域に局在してい

た（図 36）。ただし、GFP–Rab6AおよびmCherry–BICD21–705を強制発現させた細胞では、ゴル

ジ体の断片化が観察された（図 36）。BICD2のN末端領域の発現によりゴルジ体が断片化すると

いうこの結果は、Hoogenraadらの報告（Hoogenraad et al. 2001）とも一致する。 

 以上の結果を踏まえ、続いて、GFP–Rab6AおよびBICD2の欠失変異体（mCherry–BICD2706–810

あるいはmCherry–BICD21–705、コントロールとしてmCherryのみの空ベクター（mock））を共

発現させた細胞を用いて、FRAP法によるGFP–Rab6Aの動態解析を行った（詳細は 4.19の項を

参照）。まず、HeLa細胞にGFP–Rab6AおよびBICD2の欠失変異体（コントロールとしてmCherry

のみの空ベクター）のプラスミドを同時トランスフェクションし、37℃で 24時間培養した。24時

間後、LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いて画像の取得を行った。はじめに、ブリーチ前の画像

を取得した。続いて、核近傍領域のGFP–Rab6Aの蛍光をブリーチし、ブリーチ後の画像を 10秒

ごとに取得した。取得した画像について、核近傍領域におけるGFP–Rab6Aの蛍光強度を測定した。

細胞以外の領域の蛍光強度をバックグラウンドの蛍光強度として使用して、ブリーチ前の蛍光強度

に対するブリーチ後各時点における蛍光強度の割合を算出し、蛍光回復率としてグラフを示した。

FRAP法におけるGFP–Rab6Aの蛍光回復曲線は、細胞質領域-ゴルジ体間のGFP–Rab6Aの交換



 34 

速度とおおよそ一致する。解析の結果、mCherry–BICD21–705発現細胞では、コントロール細胞

（mock; mCherry空ベクターおよびGFP–Rab6Aの共発現細胞）と比較して、細胞質領域-ゴルジ

体間の GFP–Rab6A の交換速度に有意な変化は見られなかった（図 37）。一方、

mCherry–BICD2706–810発現細胞では、コントロール細胞と比較して、細胞質領域-ゴルジ体間の

GFP–Rab6Aの交換速度が大幅に低下することが確認された（図 37）。これらの結果から、BICD2

の C 末端領域（BICD2706–810）がゴルジ体に局在する GFP–Rab6A と強く結合することにより、

内在性の全長 BICD2 とGFP–Rab6Aの結合が競合的に阻害され、それによって細胞質領域-ゴル

ジ体間のGFP–Rab6Aの交換速度が低下する可能性が示された。以上のことを踏まえると、BICD2

の C末端領域が、ゴルジ体膜に結合するGFP–Rab6Aの膜結合の安定化を促進している可能性が

考えられる。 

 

2.7 Rab6 の活性制御に対する BICD2 の影響 

 一般的に、Rabタンパク質はGTP結合型（活性型）の時に、膜に結合する（Zerial & McBride 

2001）。そこで、BICD2がRab6の膜結合を安定化させる方法として、BICD2がRab6をGTP結

合型に安定化させている可能性を検討した。ここでは、BICD1ノックダウン細胞、BICD2ノック

ダウン細胞、あるいはBICD1/BICD2ダブルノックダウン細胞について蛍光抗体法を行い、BICD1

および（あるいは）BICD2 ノックダウン時の、GTP 結合型 Rab6（Rab6-GTP）の発現量を解析

した。この検証では、Nizakらの報告（Nizak et al. 2003）を基に、Rab6-GTP（Rab6A-GTPと

Rab6A'-GTPの両方を含む）を特異的に認識する抗体を使用した。この抗体は、ウエスタンブロッ

ティングでは使用できなかったが、蛍光抗体法では特異的にRab6-GTPを検出することができた。

そこで、BICD1 siRNAおよび（あるいは）BICD2 siRNA（コントロールとして scramble siRNA）

をトランスフェクションして72時間後のHeLa細胞を固定し、抗Rab6-GTP抗体、抗Rab6抗体、

および抗p230抗体を用いた蛍光抗体法により、三重染色を行った。その結果、BICD2ノックダウ
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ン条件（BICD2 siRNA #1、BICD2 siRNA #2、あるいはBICD1 siRNA #2およびBICD2 siRNA 

#2（BICD1+2 siRNA）をトランスフェクションした細胞）では、コントロール条件と比較して、

Rab6-GTPの蛍光強度が減少している様子が観察された（図 38）。BICD1および（あるいは）BICD2

ノックダウンでは、Rab6タンパク質の総発現量（total Rab6）（GTP結合型とGDP結合型の両方

を含む）は大きく変化しないことを確認している（図 21 および 26）。そこで、三重染色を行った

細胞（図 38）について、細胞領域全体に存在する total Rab6およびRab6-GTPの発現量をそれぞ

れ定量し、total Rab6に対するRab6-GTPの割合（Rab6-GTP/Rab6）を算出した（詳細は 4.9の

項を参照）。その結果、コントロール条件と比較して、BICD2 をノックダウンした条件（BICD2 

siRNA #1、BICD2 siRNA #2、あるいはBICD1+2 siRNAをトランスフェクションした細胞）で

は、Rab6-GTP/Rab6が減少したが、BICD1のみをノックダウンした条件（BICD1 siRNA #1 あ

るいは BICD1 siRNA #2をトランスフェクションした細胞）では、Rab6-GTP/Rab6の有意な変

化は見られなかった（図 39）。このことから、BICD2は Rab6を GTP結合型に安定化させるが、

BICD1は安定化させないことが示唆された。 

 

2.8 Rab6A 依存的な小胞輸送経路に対する BICD2 の影響 

 Rab6は、ゴルジ体を起点とした小胞輸送経路に関与していると報告されている（Martinez et al. 

1997; Girod et al. 1999; White et al. 1999; Grigoriev et al. 2007）。Rab6Aの機能に対するBICD2

の影響を明らかにするため、ゴルジ体を起点あるいは経由する順行・逆行輸送経路について、詳細

な解析を行った。 

 Rab6Aは、COPI非依存的なゴルジ体から小胞体への逆行輸送経路に関与すると報告されている

（Martinez et al. 1997; Girod et al. 1999; White et al. 1999）。BICD2が、この逆行輸送経路に関

与しているという報告もある（Matanis et al. 2002）が、輸送経路のどの段階に関与しているかに

ついての詳細（図2を参照）は解明されていない。そこで、ブレフェルジンA（brefeldin A: BFA）
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処理、および GFP融合 galactosyltranferase（GT; GT–GFP）を用いて、ゴルジ体から小胞体へ

の逆行輸送経路について解析を行った。GT は膜貫通型のゴルジ体常在性酵素タンパク質であり、

GT–GFP はゴルジ体の形態変化を解析するプローブとして用いられている（Strous et al. 1991; 

Cole et al. 1996; Sciaky et al. 1997; Kano et al. 2000; Morikawa et al. 2009）。この輸送解析では、

Rab6ノックダウン細胞あるいはBICD2ノックダウン細胞（コントロールとして scramble siRNA

トランスフェクション細胞）にGT–GFPのプラスミドをトランスフェクションした後、細胞のBFA

処理を行った。続いて、細胞を固定し、LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察を行った。ま

ず、Rab6あるいはBICD2のノックダウン効率を確認するため、siRNAをトランスフェクション

して 72時間後の細胞を回収し、抗Rab6抗体および抗BICD2抗体を用いたウエスタンブロッティ

ングを行った（図 40A）。 

 BFA処理の時間経過に伴って、ゴルジ体の形態は徐々に変化し消失する。このゴルジ体消失過程

には、ゴルジ体からの管状構造の形成や、この管状構造の小胞体との融合などが含まれている（図

40Bを参照）。BFA処理によって誘導されるゴルジ体消失のキネティクスを解析するにあたり、ゴ

ルジ体消失過程を、①形態が変化する前の典型的なゴルジ体（Golgi）、②管状構造がゴルジ体から

出現（Golgi + tubules）、③管状構造が小胞体と融合しゴルジ体が消失（tubules + ER）、④管状構

造が小胞体に完全に吸収され消失（ER）、の 4段階に分割した。そして、BFA処理開始から 0、5、

10、30分の各時点において、各段階の細胞数をそれぞれ計数することにより解析を行った。図 41

に示したように、「Golgi」の細胞の割合は、どの siRNAトランスフェクション細胞でも、BFA処

理開始から 30分以内に 0%まで減少した。しかし、Rab6ノックダウン細胞あるいはBICD2ノッ

クダウン細胞では、その減少のキネティクスは、コントロール細胞と比較して、わずかに遅れてい

た。さらに、「Golgi + tubules」の割合は、BFA処理開始から 10分間は一時的に増加し、その後

30分までにおおよそ 0%まで減少したが、Rab6ノックダウン細胞あるいは BICD2ノックダウン

細胞では、そのキネティクスも、コントロール細胞と比較して、わずかに遅れていた。このことか
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ら、BICD2とRab6が、BFA処理によって誘導されるゴルジ体からの管状構造の形成に、一部関

与していることが示唆される。一方、このゴルジ体からの管状構造の形成段階とは対照的に、管状

構造の小胞体との融合段階は、Rab6 ノックダウンあるいは BICD2 ノックダウンによって著しく

影響を受け、Rab6 ノックダウン細胞あるいは BICD2 ノックダウン細胞では、コントロール細胞

と比較して、「tubules + ER」の割合は明らかに高く、「ER」の割合は、明らかに低かった（図 41）。

この結果から、BFA 処理によってゴルジ体から生じる管状構造と小胞体膜との融合過程は、Rab6

ノックダウンあるいは BICD2ノックダウンにより阻害されることが示唆された。さらに、ゴルジ

体の消失過程は、Rab6 ノックダウン細胞と BICD2 ノックダウン細胞とでは、同様のキネティク

スを示しており（図 41）、このことから、Rab6とBICD2が、特に管状構造と小胞体との融合段階

で、互いに機能を補うか、相互作用によってともに制御を行っている可能性が考えられる。 

 続いて、ゴルジ体を経由した形質膜から小胞体への逆行輸送経路に対する、Rab6 あるいは

BICD2ノックダウンの影響を調べるため、COPI非依存的かつRab6依存的な経路によって輸送さ

れると報告されているAlexa Fluor® 488標識Shiga toxin 1（Stx1）を用いて、輸送解析を試みた

（Girod et al. 1999; Chen et al. 2003）。（インターネット公表に対する共著者全員の同意が得られ

ていないため未掲載）。他の逆行輸送経路に関しては、COPI 依存的な経路によって輸送される

Alexa Fluor® 488標識 cholera toxin B subunit（CtxB）を用いて、同様の輸送解析（詳細は 4.21

の項を参照）を行った（Chen et al. 2003）。しかし、Rab6ノックダウン細胞およびBICD2ノッ

クダウン細胞では、コントロール細胞と比較して、Alexa Fluor® 488標識CtxBの輸送キネティク

スに有意な相違は認められなかった（図 42）。 

 さらに、ゴルジ体を経由した小胞体から形質膜への順行輸送経路に関しても、GFP を融合させ

た ts045 vesicular stomatitis virus glycoprotein（VSVGts045; VSVGts045-GFP）を用いた解析

を行った（詳細は 4.22の項を参照）。VSVGts045は、VSVGタンパク質の温度感受性変異体であ

り、39℃でインキュベートすることで小胞体に集まり、その後 32℃に移すと、ゴルジ体を経由し
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て形質膜へ輸送される（Presley et al. 1997; Hirschberg et al. 1998）。この輸送解析では、Rab6

ノックダウン細胞あるいはBICD2ノックダウン細胞（コントロールとして scramble siRNAトラ

ンスフェクション細胞）に VSVGts045-GFP のプラスミドをトランスフェクションした後、細胞

を 39℃で 24時間培養した。続いて、細胞を32℃に移し、0、15、30、60、90、120分間インキュ

ベートした後、細胞を固定し、LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察を行った。ゴルジ体を

経由した小胞体から形質膜への VSVGts045-GFP の順行輸送キネティクスを解析するにあたり、

VSVGts045-GFPの細胞内局在を指標に、細胞を①ER、②Golgi、③PM、の 3種類に分類した。

①の ERは、VSVGts045-GFPが細胞質領域に網目状に分布している細胞であり、②のGolgiは、

VSVGts045-GFPが典型的なゴルジ体の位置（核近傍領域）に局在している細胞である。③のPM

は、VSVGts045-GFPが細胞の輪郭に局在している細胞である。①~③の局在ごとに細胞数を計数

した後、各時点ごとに各段階の細胞の割合を算出することにより、VSVGts045-GFP輸送のキネテ

ィクスを解析した。その結果、Rab6 ノックダウンによって、ゴルジ体から形質膜への

VSVGts045-GFPの輸送キネティクスはわずかに遅れたが、輸送キネティクスに対するBICD2ノ

ックダウンの影響は認められなかった（図 43および 44）。 

 続いて、エンドソーム-トランスゴルジネットワーク間の小胞輸送経路について、この経路を循環

する膜貫通タンパク質 cation-independent mannose-6-phosphate receptor（CI-M6PR）（Young et 

al. 2005; Adachi et al. 2009）を輸送マーカーとして用いて、蛍光抗体法による解析を行った。この

解析では、Rab6 ノックダウン細胞あるいは BICD2 ノックダウン細胞（コントロールとして

scramble siRNAトランスフェクション細胞）について、siRNAをトランスフェクションして 72

時間後、細胞を固定し、抗CI-M6PR抗体および抗p230抗体を用いた蛍光抗体法により解析した。

その結果、Rab6 ノックダウン細胞では、p230 と共局在する CI-M6PR の減少が観察されたが、

BICD2ノックダウン細胞では、CI-M6PRの局在に顕著な変化は認められなかった（図 45）。以上

の結果から、COPI非依存的なゴルジ体から小胞体への逆行輸送経路の、特にゴルジ体由来の輸送
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小胞と小胞体膜との融合段階に、BICD2とRab6が相互依存的に関与している可能性が示された。 
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第 3 章 考察と結論 
3.1 セミインタクト細胞アッセイの特長 

 本研究では、Rab6A のゴルジ体ターゲティングに関わる細胞質タンパク質を探索するため、セ

ミインタクト細胞アッセイを用いて、Rab6A のゴルジ体ターゲティング過程の再構成を行い、

Rab6A のゴルジ体ターゲティングを検出・可視化する「ゴルジ体ターゲティングアッセイ」を構

築した。 

 このアッセイにはいくつかの特長がある。まず、このアッセイは非常に汎用性が高いということ

である。セミインタクト細胞アッセイは、単一の細胞内においてタンパク質が機能発現する場所を

解析することができるため、本研究では、正確なオルガネラターゲティング・局在が機能発現のた

めに重要であるRabタンパク質のうち、Rab6Aに注目して、Rab6Aのゴルジ体ターゲティングの

検出に最適化したゴルジ体ターゲティングアッセイを構築した。しかし、このアッセイは Rab6A

だけではなく、60種類以上存在する他のRabタンパク質の解析に応用することができる。さらに、

他の低分子量 GTP 結合タンパク質など、さまざまな表在性膜タンパク質に対しても応用すること

ができ、同様の方法で表在性膜タンパク質のターゲティング機構を解析することが可能であると考

えられる。 

 他にも、ターゲティング制御因子を絞り込みやすいという特長がある。本研究の Rab6A の場合

では、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングが細胞質依存的に増加した（図8および 9）ことか

ら、ゴルジ体ターゲティング制御因子が細胞質成分に存在することが示唆された。また、

GST–Rab6A結合タンパク質除去細胞質Cytosol（−RBP）存在下でGST–Rab6Aのゴルジ体ター

ゲティング量が減少したこと（図 18B）から、Rab6A結合タンパク質が、GST–Rab6Aのゴルジ

体ターゲティングに関与していることが示唆された。この 2つの結果を踏まえ、GST–Rab6Aのビ

ーズ画分に特異的に濃縮されているタンパク質群を見つけ、LC–MS/MSによって、Rab6Aのゴル

ジ体ターゲティング制御に関わる候補因子を細胞質成分から同定することができた（図19A、表1）。
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このように、本研究で構築したゴルジ体ターゲティングアッセイと GST 融合タンパク質によるプ

ルダウンアッセイを併用することにより、ターゲティングを制御するタンパク質の候補をより簡単

に体系的に絞り込むことができる。 

 

3.2 GST–Rab6A のプレニル化 

 本研究では、セミインタクト細胞アッセイを用いてGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングを再

構成することに成功した（図 8および 9）。Rabタンパク質が膜に挿入されるためには、Rabタン

パク質がプレニル化されている必要がある（Johnston et al. 1991; Khosravi-Far et al. 1991; 

Kinsella et al. 1992）。図 12Aで示したように、効率は比較的低かったが、L5178Y細胞質存在下

において、セミインタクト HeLa 細胞とともにインキュベートした GST–Rab6A は、プレニル化

されていることが確認できた。Rab タンパク質のプレニル化効率は、細胞の種類や個々の Rab タ

ンパク質、その Rab タンパク質の発現量（内在性か過剰発現か）によっても異なるようである

（Beranger et al. 1994a; Tisdale et al. 1996; Erdman et al. 2000; Gomes et al. 2003; Coxon et al. 

2005）。大腸菌発現系により発現・精製した Rab タンパク質のプレニル化に関しては、図 12A で

得られた結果は、先行研究（Hoffenberg et al. 1995; Tisdale 1999）と同様の結果であったが、そ

のプレニル化の程度は本研究の結果の場合、非常に低かった。その理由の 1つとしては、プレニル

基の材料となるゲラニルゲラニルピロリン酸（geranylgeranyl pyrophosphate: GGPP）が不足し

ていた可能性が考えられる。ゴルジ体ターゲティングアッセイにおけるインキュベート条件（図

12Aで検証した条件）では、GGPPを加えない条件下で、GST–Rab6Aと L5178Y細胞質を混合

し、インキュベートを行った。先行研究では、in vitroにおいてリコンビナントRabタンパク質を

プレニル化する場合、GGPPを添加している（Soldati et al. 1993; Tisdale 1999; Tisdale 2003; 

Coxon et al. 2005）。以上の 4つの先行研究を踏まえると、図 12AにおいてGST–Rab6Aのプレニ

ル化が不十分であったのは、GGPPを外から加えなかったためだと考えられる。プレニル化されな
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かった GST–Rab6A は膜に挿入されていないため、セミインタクト HeLa 細胞において、ゴルジ

体以外の細胞領域に分布していると考えられる。あるいは、ゴルジ体ターゲティングアッセイによ

る検証では、プレニル化に依存的しない、GST–Rab6Aとゴルジ体膜との間接的な相互作用を検出

している可能性も、完全には否定できない。 

 

3.3 BICD1 および BICD2 の構造と機能 

 本研究では、GST–Rab6Aに結合したタンパク質群の中から得られた約 100 kDaのタンパク質

がBICD2であることを、LC–MS/MSによって同定した（図 19A、表 1）。 

 BICDは、はじめDrosophilaにおいて、細胞質タンパク質として同定されており（Dienstbier & 

Li 2009; Terenzio & Schiavo 2010）、線虫から哺乳動物まで高度に保存された、いくつかのコイル

ドコイルドメインを持っている。哺乳動物細胞では、BICDのホモログとして、BICD1とBICD2

が存在する（Hoogenraad et al. 2001）。BICD1およびBICD2の細胞内分布については、細胞質

領域、トランスゴルジネットワーク、小胞様構造、中心体に存在すると報告されている（Hoogenraad 

et al. 2001; Matanis et al. 2002; Fumoto et al. 2006）。また、BICD1およびBICD2は、トランス

ゴルジネットワークおよび細胞質領域にある小胞様構造において、Rab6A と共局在すると報告さ

れている（Matanis et al. 2002）。 

 BICD1、BICD2の機能については、以下のような報告がある。BICD1およびBICD2に関して

は、Rab6 陽性小胞のダイニン依存的なゴルジ体から小胞体への逆行輸送経路に関与しているとい

う報告がある（Matanis et al. 2002）。BICD1に関しては、BICD1がプロテアーゼ活性化受容体-1

（protease-activated receptor-1: PAR1）と相互作用し、PAR1の細胞内への移行（internalization）

に関わっているという報告（Swift et al. 2010）や、中心体と微小管の固定に関与するという報告

（Fumoto et al. 2006）がある。また、BICD2に関しては、細胞周期G2期において核膜孔複合体

タンパク質RanBP2と相互作用し、中心体と核の位置を調節するという報告がある（Splinter et al. 
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2010）。このように、BICD1とBICD2が異なる機能を持つ例が報告されているが、BICD1とBICD2

が互いに機能を補う可能性を示唆した報告がある（Fumoto et al. 2006）ことを踏まえ、本研究で

は、BICD2 が Rab6A のゴルジ体ターゲティングに関与しているかについて解析すると同時に、

BICD1に関してもBICD2の場合と同様の解析を行った。 

 セミインタクト細胞アッセイの特長の 1つは、導入する細胞質とともに抗体などの生体分子を細

胞に導入できることである。そこで、BICD1あるいはBICD2に対する抗体を加えた細胞質を用い

て、抗体添加によりGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングが阻害されるかどうかを、構築したゴ

ルジ体ターゲティングアッセイにより調べた。その結果、抗 BICD2抗体を加えた細胞質存在下で

は、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングは阻害された（図 27）が、抗BICD1抗体を加えた細

胞質存在下では、GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティングは阻害されないことが確認された（図

28）。この結果は、細胞質中のBICD2がRab6Aのゴルジ体ターゲティング候補因子である可能性

を強く示唆した。 

 構築したゴルジ体ターゲティングアッセイは、Rab6A 結合タンパク質である Rabkinesin-6

（Echard et al. 1998; Echard et al. 2000）の検証にも用いた。抗Rabkinesin-6抗体を加えた細胞

質存在下では、GST–Rab6Aゴルジ体ターゲティングの阻害は観察されなかった（図 30）。しかし、

BICD1、Rabkinesin-6 に対する抗体が、ゴルジ体ターゲティングの機能に影響しない抗体であっ

た可能性も否定はできない（図 28および 30）。それを確認するためには、BICD1、Rabkinesin-6

の免疫除去（immunodepletion）が可能な抗体を入手し、BICD1あるいはRabkinesin-6を免疫除

去した細胞質を調製した後、その細胞質をセミインタクトHeLa細胞に導入して解析することによ

り、BICD1、Rabkinesin-6の機能を検証することが必要だと考えられる。 

 セミインタクト細胞アッセイでは、リコンビナントタンパク質を細胞に加え、その影響を検証す

ることも可能である。そこで、BICD2 のリコンビナントタンパク質（His-mBICD2）を Cytosol

（−RBP）とともにセミインタクトHeLa細胞に加え、構築したゴルジ体ターゲティングアッセイ
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を用いて、His-mBICD2 の Rab6A ゴルジ体ターゲティングに対する影響を調べた。その結果、

His-mBICD2 を加えた条件では、GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティングが回復することが確認

された（図 33）。また、本研究では、Rab6のゴルジ体局在に対するBICD2の関与を、siRNAに

よるRNA干渉法を用いて解析した。この解析では、細胞分画により膜画分と細胞質画分を調製し、

抗 Rab6抗体を用いたウエスタンブロッティングによりRab6の膜結合に対するBICD2ノックダ

ウンの影響を検証した。コントロール細胞（scramble siRNAをトランスフェクションした細胞）

では、Rab6 は約 50%が膜画分（主にゴルジ体膜であると考えられる）に存在していた（図 23A、

24A、および 25A）が、BICD2 ノックダウン細胞では、コントロール細胞と比較して、膜画分に

存在する Rab6の割合の減少が確認された（図 23）。BICD1についても BICD2の場合（図 23）

と同様の解析を行ったが、BICD1 ノックダウン細胞では、コントロール細胞と比較して、膜画分

に存在するRab6の割合に有意な変化は確認されなかった（図 25）。また、BICD1/BICD2ダブル

ノックダウン細胞では、膜画分に存在する Rab6 の割合は、BICD2 ノックダウン細胞と同程度で

あった（図 24）。これらの細胞分画法による解析結果（図 23-25）から、細胞質タンパク質BICD2

がRab6ゴルジ体局在の制御因子であることが示唆された。この生細胞を用いた検証で得られた結

果（図 22および 23）と、構築したゴルジ体ターゲティングアッセイを用いた検証で得られた結果

（図 27および 33）は相互に裏づけられ、BICD2がRab6Aのゴルジ体ターゲティング制御に関与

していることを示すことができた。 

 

3.4 BICD2 の制御する Rab6A のゴルジ体ターゲティング機構のモデル 

 BICD2によるRab6Aのゴルジ体ターゲティング制御に関わるのは、BICD2のN末端領域では

なく、BICD2 の C 末端領域であると考えられる。GFP–Rab6A および BICD2 の C 末端領域

（mCherry–BICD2706–810）を共発現させた細胞では、コントロール細胞と比較して、細胞質領域-

ゴルジ体間のGFP–Rab6Aの交換速度が大幅に低下する様子が観察された（図37）。さらに、免疫
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沈降法によりGFP–Rab6AとmCherry–BICD2706–810の相互作用が確認され（図35）、蛍光抗体法

により両タンパク質ともトランスゴルジ層およびトランスゴルジネットワークに局在することが

確認された（図 36）。一方、BICD2のN末端領域（mCherry–BICD21–705）に関しては、図37に

示したように、コントロール細胞と比較して、細胞質領域-ゴルジ体間の GFP–Rab6Aの交換速度

に有意な変化は見られなかった。さらに、免疫沈降法によりGFP–Rab6AとmCherry–BICD21–705

の弱い相互作用が確認された（図35）が、蛍光抗体法では両タンパク質の共局在はほとんど認めら

れなかった（図 36）。GFP–Rab6AとmCherry–BICD21–705の相互作用が確認された本研究の結果

（図35）は、BICD2のN末端領域とRab6Aは直接相互作用しないという報告（Fuchs et al. 2005）

と相反するものである。しかし、BICD2のN末端領域がダイニン-ダイナクチン複合体と相互作用

するという報告（Hoogenraad et al. 2001; Hoogenraad et al. 2003）、Rab6Aがダイニン-ダイナク

チン複合体のサブユニットと相互作用するという報告（Short et al. 2002; Fuchs et al. 2005; 

Wanschers et al. 2008; Bergbrede et al. 2009 ）を考慮すると、 GFP–Rab6A と

mCherry–BICD21–705の相互作用は直接的なものではなく、ダイニン-ダイナクチン複合体を介して

起きている可能性がある。あるいは、BICD2のN末端領域が BICD2自身と相互作用するという

報告（Hoogenraad et al. 2001）を踏まえると、GFP–Rab6AとmCherry–BICD21–705の相互作用

は、内在性の全長 BICD2 を介して起きている可能性もある。そして、ゴルジ体領域において

GFP–Rab6AとmCherry–BICD21–705の局在が一致しなかったこと（図 36）を踏まえると、共免

疫沈降法により検出されたGFP–Rab6AとmCherry–BICD21–705の相互作用（図 35）は、ゴルジ

体ではなく細胞質領域において起こっている可能性が高い。以上の考察から、GFP–Rab6A と

mCherry–BICD21–705の相互作用が確認された本研究の結果（図 35）は、Rab6Aと BICD2のN

末端領域は直接相互作用しないというFuchらの報告（Fuchs et al. 2005）とは矛盾するものでは

ないと考えられる。そして、本研究の実験結果からは、BICD2 はその C 末端領域による Rab6A

との相互作用を介してRab6Aのゴルジ体ターゲティング制御に関与していると考えられる。 
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 Rabタンパク質は一般的に、GTP結合型の時は膜に結合し、GDP結合型の時はGDIと複合体

を形成して細胞質に存在する（詳細は1.2の項および図 3を参照）（Zerial & McBride 2001）。ま

た、BICD2はGTP結合型Rab6Aと選択的に相互作用するという報告がある（Matanis et al. 2002; 

Fuchs et al. 2005; Bergbrede et al. 2009）。BICD2によるRab6Aのゴルジ体ターゲティングの制

御機構として、BICD2がGTP結合型Rab6Aと結合することにより、GTP結合型Rab6AのGTPase

活性が阻害され、その結果として Rab6A のゴルジ体膜結合や活性化状態が安定化する、という機

構が考えられる。実際、BICD2 ノックダウン細胞では、膜画分に存在する Rab6 の割合が有意に

減少し（図 23）、総発現量（total Rab6）に対するGTP結合型Rab6（Rab6-GTP）の割合が減少

していた（図 38 および 39）。mCherry–BICD2706–810発現細胞では、細胞質領域-ゴルジ体間の

GFP–Rab6A の交換速度が大幅に低下することが観察された（図 37）。BICD2 ノックダウン細胞

でGTP結合型Rab6が減少する機構として、BICD2がRab6AのGTPase活性を阻害するRabエ

フェクタータンパク質として働く可能性が考えられる。実際、in vitroにおいてRab6AがBICD2

のC末端領域と相互作用することによって、Rab6Aの内在性GTPase活性が阻害されるという報

告がある（Bergbrede et al. 2009）。Rab4のエフェクタータンパク質Rabaptin4（Nagelkerken et 

al. 2000）、Rab5のエフェクタータンパク質Rabaptin-5（Rybin et al. 1996）、Rab9のエフェクタ

ータンパク質p40（Díaz et al. 1997）など、相互作用によりRabタンパク質のGTPase活性を阻

害するRabエフェクタータンパク質の例がいくつか報告されている。 

 別のBICD2によるRab6Aのゴルジ体ターゲティングの制御機構として、BICD2がGEFとし

て機能することにより、Rab6がGTP結合型となり、それによってRab6の膜結合を促進する、と

いう機構も考えられる。BICD2がRab6AのGEFとして機能する可能性を検討するため、Rab6A

およびBICD2のリコンビナントタンパク質を用いた in vitro GEFアッセイを用いてGEF活性の

測定を行った。しかし、Rab6AおよびBICD2のリコンビナントタンパク質を用いた in vitro GEF

アッセイでは、BICD2のRab6Aに対するGEF活性は確認されなかった（図 46）。本研究の in vitro 
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GEFアッセイ（図 46）では、プレニル化されていないリコンビナント Rab6Aタンパク質を使用

したが、GEF活性には、Rabタンパク質のプレニル化が必要である例も報告されている（Wada et 

al. 1997）。この報告を踏まえると、Rab6Aタンパク質がプレニル化されていなかったため、BICD2

のGEF活性が検出されなかった可能性も考えられる。 

 

3.5 Rab6 のゴルジ体膜結合に対する BICD2 の影響 

 一般的に、Rabエフェクタータンパク質は、Rabタンパク質との相互作用によって、特定のオル

ガネラ膜へリクルートされる（Monier et al. 2002; Wu et al. 2002; Stenmark 2009）。BICD1や

BICD2は、Rab6のエフェクタータンパク質であると報告されており（Matanis et al. 2002; Short 

et al. 2002; Fuchs et al. 2005）、BICD2がRab6依存的にゴルジ体膜へ結合するという報告もある

（Matanis et al. 2002）。これらの報告は、BICD2がRab6Aのゴルジ体ターゲティングに重要な

因子であることを示す本研究の結果（図 33）と逆である。そこで、BICD2のゴルジ体局在がRab6

依存的であるかどうかを、以下の実験で検証した。まず、細胞分画法を用いて細胞分画を行ったと

ころ、ほぼすべての BICD2（コントロール細胞では約 90%）が細胞質画分に存在した（図 47）。

この結果は、細胞内のBICD2のほぼ 90%以上が細胞質に可溶性タンパク質として存在することを

意味しており、Rab6 ノックダウン細胞を用いて、細胞内の BICD2 タンパク質自身の膜結合性を

生化学的に調べることは難しいと判断した。そこで、BICD2 の細胞内局在を形態的に解析するた

め、以下の方法で、蛍光抗体法を用いてRab6ノックダウン細胞におけるBICD2の局在を解析し

た。蛍光抗体法で内在性 BICD2 を検出できる抗体を入手できなかったため、Rab6 ノックダウン

細胞（あるいはコントロール細胞）にGFP融合マウスBICD2（GFP-mBICD2）を強制発現させ、

この細胞を用いて検証を行った。その結果、ゴルジ体領域におけるGFP-mBICD2の蛍光シグナル

は、Rab6ノックダウンによって減少することが確かめられた（図 48）。これにより、Matanisら

（Matanis et al. 2002）が提唱した、Rab6依存的なBICD2のゴルジ体ターゲティング機構の存在
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が示唆された。以上の結果（図 48）および本研究のセミインタクト細胞アッセイの結果（図 33）

を考慮すると、Rab6によるBICD2のゴルジ体ターゲティング制御、およびBICD2によるRab6A

のゴルジ体ターゲティング制御（特に、ゴルジ体膜への結合の安定化）の両方が生起していると考

えられる。これと似た例としては、Rab9のエフェクタータンパク質の1つTIP47があり、TIP47

は Rab9 の後期エンドソームへの局在の安定化を制御することが報告されている（Ganley et al. 

2004; Aivazian et al. 2006）と同時に、TIP47の後期エンドソームターゲティングがRab9に依存

することが示唆されている（Carroll et al. 2001; Barbero et al. 2002; Hanna et al. 2002; Pfeffer 

2011）。BICD2とRab6Aの相互作用が、お互いの分子のゴルジ体膜へのターゲティングを安定化

している可能性もある。 

 

3.6 ゴルジ体から小胞体への逆行輸送経路に対する BICD2 の機能 

 本研究で解析した輸送経路については、表 2にまとめた（詳細は 2.8の項を参照）。図 2に示し

たように、Rabタンパク質は、輸送される積み荷タンパク質の選別、輸送小胞の形成、供与（オル

ガネラ）膜からの輸送小胞の出芽、細胞骨格に沿った輸送小胞の輸送、輸送小胞の標的（オルガネ

ラ）膜への繋留、輸送小胞と標的（オルガネラ）膜との融合など、小胞輸送経路のさまざまな段階

を制御している（Zerial & McBride 2001; Stenmark 2009）。 

 本研究では、BFA処理およびGT–GFPを用いて、BFA処理によって誘導されるゴルジ体消失の

キネティクスの解析を行った。これにより、COPI非依存的なゴルジ体から小胞体への逆行輸送経

路に対するBICD2の影響について評価した。その結果、図41および表 2に示したように、BICD2

ノックダウンにより、特にゴルジ体から生じる管状構造と小胞体への融合過程が阻害されることが

示唆された。BICD2ノックダウンによる、この融合過程の阻害の程度は、Rab6ノックダウンによ

る阻害と同程度であったこと（図41の「tubules + ER」および「ER」）を踏まえると、この結果

からは、BICD2がRab6と複合体を形成し、ともにRab6依存的な逆行輸送経路のうち、輸送小胞



 49 

と小胞体との融合過程に関わっていると考えられる。この図41の結果は、BICD2がRab6依存的

なゴルジ体から小胞体への逆行輸送経路に関与するという報告（Matanis et al. 2002）と一致する。

そして、図 41の結果からは、さらに詳細に、BICD2とRab6が、この逆行輸送経路のうち特にゴ

ルジ体由来の輸送小胞と小胞体との融合段階に関与している可能性が示された。 

 

3.7 結論 

 セミインタクト細胞アッセイは、オルガネラの統合性や構造の維持に関与する因子の解析に適し

ている。本研究では、このアッセイを用いて、Rab6Aのゴルジ体ターゲティング過程を再構成し、

この過程を可視化する「ゴルジ体ターゲティングアッセイ」を構築し、BICD2をRab6Aのゴルジ

体ターゲティング制御の候補因子として同定した。さらに、構築したゴルジ体ターゲティングアッ

セイや生細胞と細胞分画法を用いたさまざまな生化学的解析から、BICD2がRab6Aのゴルジ体タ

ーゲティング制御の、特にRab6Aのゴルジ体膜への結合安定化に関与していることを示した。 

 ゴルジ体ターゲティングアッセイは、Rab6A のゴルジ体ターゲティングの検出・可視化に最適

化したものであるが、このアッセイはRab6Aのみに利用可能な手法ではなく、60種類以上存在す

る他のRabタンパク質や、他の低分子量GTP結合タンパク質など、多くのタンパク質に対しても

適用することができる。したがって、本研究で構築したアッセイは、Rab6A と同様の方法で、多

くのタンパク質の特定オルガネラへのターゲティング機構に関わる因子を解析する、汎用性の高い

アッセイ系としての応用が期待できる。 
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第 4 章 材料と方法 
4.1 試薬 

 GTP、ATP、creatine phosphate、creatine kinase、およびプロテアーゼ阻害剤（antipain、

chymostatin、pepstatin A、leupeptin）は、Sigmaより購入した。Nocodazoleは Sigma-Aldrich

より購入した。マウス BICD2 cDNA はDNAFORMより購入した。SLOはBioAcademiaより購

入した。大腸菌（Escherichia coli）株 BL21（DE3）は Invitrogenより購入した。ダルベッコ変

法イーグル培地（Dulbecco's Modified Eagle's Medium: DMEM）および RPMI1640はニッスイ

より購入した。ウシ胎児血清（fetal bovine serum: FBS）はNichirei BiosciencesあるいはSigma

より購入した。ペニシリン-ストレプトマイシン溶液はGIBCOより購入した。ペニシリン ストレ

プトマイシン-アンホテリシン B 溶液は BioWhittaker より購入した。上記以外の試薬は、Wako 

Chemicalsより購入した。 

 

4.2 抗体 

 本研究では、下記の抗体を使用した。 

＜一次抗体＞ 

・ Alexa Fluor® 488標識 rabbitポリクローナル抗GST抗体（Invitrogen） 

・ humanモノクローナル抗Rab6-GTP抗体（AdipoGen International） 

・ mouse モノクローナル抗 β-tubulin抗体（Sigma-Aldrich） 

・ mouse モノクローナル抗Calnexin抗体（BD Transduction Laboratories） 

・ mouse モノクローナル抗 ERGIC-53 抗体（Hans-Peter Hauri 博士（University of Basel、

Switzerland）からの供与） 

・ mouse モノクローナル抗 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）抗体

（Millipore） 
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・ mouseモノクローナル抗GM130抗体（BD Transduction Laboratories） 

・ mouseモノクローナル抗GST抗体（Cell Signaling Technology） 

・ mouse モノクローナル抗mCherry 抗体（Clontech） 

・ mouseモノクローナル抗p230抗体（BD Transduction Laboratories） 

・ rabbitポリクローナル抗BICD1 抗体（菊池章教授（大阪大学）からの供与） 

・ rabbitポリクローナル抗BICD2抗体（Abcam） 

・ rabbitポリクローナル抗CI-M6PR抗体（IBL） 

・ rabbitポリクローナル抗EEA1抗体（BD Transduction Laboratories） 

・ rabbitポリクローナル抗GFP抗体（MBL） 

・ rabbitポリクローナル抗GST抗体（Sigma） 

・ rabbitポリクローナル抗Rabkinesin-6抗体（Bethyl Laboratories, Inc.） 

・ rabbitポリクローナル抗Rab6抗体（Santa Cruz Biotechnology） 

・ rabbitポリクローナル抗ZW10抗体（Abcam） 

・ rabbitモノクローナル抗BICD1抗体（Abcam） 

 

＜二次抗体＞ 

・ Alexa Fluor® 488標識抗human IgG抗体（Molecular Probes） 

・ Cy2標識抗mouse IgG抗体（Chemicon） 

・ Cy2標識抗 rabbit IgG抗体（Chemicon） 

・ Cy3標識抗mouse IgG抗体（Chemicon） 

・ Cy3標識抗 rabbit IgG抗体（Chemicon） 

・ Cy5標識抗mouse IgG抗体（Chemicon） 

・ horseradish peroxidase（HRP）標識抗mouse IgG抗体（Promega） 
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・ HRP標識抗 rabbit IgG抗体（Cell Signaling Technology） 

・ Immuno-Aptamer TM，Rabbit IgG（ニッポン・ジーン） 

 

4.3 細胞培養 

 細胞はすべて 37℃、5% CO2存在下で培養した。HeLa 細胞は、DMEMに 10% FBSおよびペ

ニシリン-ストレプトマイシン溶液を加えた培地で培養した。L5178Y細胞は、RPMI1640に 10% 

FBS、ペニシリン ストレプトマイシン-アンホテリシン B 溶液を含む培地で培養した。 

 

4.4 プラスミド 

 本研究では、下記のプラスミドを使用した。 

・VSVGts045-GFP 

VSVGts045-GFPコンストラクトは、Jennifer Lippincott-Schwartz博士（National Institutes of 

Health（NIH）、Bethesda、MD、USA）から供与いただいた。 

 

・GT–GFP 

GT–GFPコンストラクトは、以前に所属研究室から発表された論文（Kano et al. 2000）で使用さ

れたものを用いた。 

 

・GFP–Rab6A 

GFP融合ヒト Rab6A（GFP–Rab6A）コンストラクトは、東京大学大学院薬学系研究科の新井洋

由教授から供与いただいた。 

 

・GST–Rab6A 
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GST融合ヒトRab6A（GST–Rab6A）コンストラクトは、GFP–Rab6Aを鋳型として、ポリメラ

ーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction: PCR）によりヒトRab6A cDNAを増幅し、このDNA

断片をpGEX-5X-1ベクター（GE Healthcare）のBamHI/EcoRIサイトにサブクローニングした

プラスミドである。 

 

・GFP-mBICD2 

GFP融合マウスBICD2（GFP-mBICD2）コンストラクトは、pCMV-SPORT6に挿入されたマウ

スBICD2 cDNA（MGC clone 5324113）を鋳型として、PCRによりマウスBICD2 cDNAを増幅

し、このDNA断片をpEGFP-C1ベクター（Clontech）のEcoRI/SalIサイトにサブクローニング

したプラスミドである。 

 

・His-mBICD2 

His融合マウスBICD2（His-mBICD2）コンストラクトは、pCMV-SPORT6に挿入されたマウス

BICD2 cDNA（MGC clone 5324113）を鋳型として、PCRによりマウスBICD2 cDNAを増幅し、

このDNA断片をpET-28b（+）ベクター（Novagen）のEcoRI/SalIサイトにサブクローニングし

たプラスミドである。 

 

・mCherry–BICD2 

mCherry融合マウス BICD2（mCherry–BICD2）コンストラクトは、pCMV-SPORT6 に挿入さ

れたマウスBICD2 cDNA（MGC clone 5324113）を鋳型として、PCRによりマウスBICD2 cDNA

を増幅し、このDNA断片をpmCherry-C1ベクター（Clontech）のEcoRI/SalIサイトにサブクロ

ーニングしたプラスミドである。 
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・mCherry–BICD21–705 

mCherry融合マウスBICD21–705（mCherry–BICD21–705）コンストラクトは、pCMV-SPORT6に

挿入されたマウスBICD2 cDNA（MGC clone 5324113）を鋳型として、PCRによりマウスBICD2 

cDNAの 1–705アミノ酸残基を増幅し、このDNA断片をpmCherry-C1ベクター（Clontech）の

EcoRI/SalIサイトにサブクローニングしたプラスミドである。 

 

・mCherry–BICD2706–810 

mCherry融合マウスBICD2706–810（mCherry–BICD2706–810）コンストラクトは、pCMV-SPORT6

に挿入されたマウスBICD2 cDNA（MGC clone 5324113）を鋳型として、PCRによりマウスBICD2 

cDNAの 706–810アミノ酸残基を増幅し、このDNA断片をpmCherry-C1ベクター（Clontech）

のEcoRI/SalIサイトにサブクローニングしたプラスミドである。 

 

4.5 プラスミドのトランスフェクション 

 35 mm ディッシュで培養しているHeLa細胞の場合、100 µlのOPTI-MEM（Gibco）に、2 µg

のプラスミドおよび 4 µlのFuGENE HD Transfection Reagent（Promega）を加えて混合し、室

温で 15分間インキュベートした。60 mmディッシュで培養しているHeLa細胞の場合、260 µl

のOPTI-MEMに、5.2 µgのプラスミドおよび 20.8 µlのFuGENE HD Transfection Reagentを

加えて混合し、室温で 15 分間インキュベートした。インキュベート後、ディッシュで培養されて

いるHeLa細胞の培地中に混合液を加え、37℃で 16-24時間培養した。培養後、蛍光抗体法、共免

疫沈降法、ウエスタンブロッティング、光褪色後蛍光回復法に供した。 

 

4.6 siRNA 

 使用した siRNAは以下のとおりであり、全ての siRNAはApplied Biosystemsより購入した。 
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・ Negative Control siRNA（scramble siRNA） 

・ human BICD2 siRNA #1: siRNA ID s225943 

・ human BICD2 siRNA #2: siRNA ID s23498 

・ human BICD1 siRNA #1: siRNA ID s1983 

・ human BICD1 siRNA #2: siRNA ID s1984 

・ human Rab6 siRNA: siRNA ID s11685 

 

4.7 siRNA のトランスフェクション 

 はじめに、150 µlのOPTI-MEMに、100-200 pmolの siRNAを加えて混合した（溶液（1））。

続いて、150 µlのOPTI-MEMに 3-6 µlのLipofectamine 2000（Invitrogen）を加えて混合し、

室温で 5 分間インキュベートした（溶液（2））。5 分後、溶液（1）に溶液（2）を加えて混合し、

室温で 20分間インキュベートした。20分後、混合液に 1.5 mlのOPTI-MEMを加え、その全量

を、あらかじめOPTI-MEMで 2回洗浄しておいたHeLa細胞（35 mmディッシュで培養したも

の）に加えて、37℃で 4時間培養した。4時間後、ディッシュから混合溶液を除去し、培地（10% 

FBSおよびペニシリン-ストレプトマイシン溶液を加えたDMEM）を加えて、さらに 37℃で培養

した。siRNAのトランスフェクションから48時間後、必要に応じてプラスミドのトランスフェク

ションを行った。siRNAのトランスフェクションから72時間後、細胞を蛍光抗体法、細胞分画法、

ウエスタンブロッティング、順行・逆行輸送経路の解析に供した。 

 

4.8 蛍光抗体法 

 HeLa細胞は 35 mmディッシュ内のカバーグラス上で培養し、蛍光抗体法の操作は室温で行っ

た。 
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4.8.1 抗Rab6抗体あるいは抗Rab6-GTP抗体を用いた生細胞（インタクトHeLa細胞）

の多重染色 

 抗 Rab6抗体あるいは抗 Rab6-GTP抗体を用いた蛍光抗体法は、Youngらの方法を一部改変し

て行った（Young et al. 2005）。カバーグラス上で培養したHeLa細胞をphosphate-buffered saline

（PBS）で 2回洗浄し、3% パラホルムアルデヒド溶液（3% paraformaldehyde、0.1 M PIPES

（pH 7.2）、3.6 mM CaCl2、2 mM MgCl2）を加えて、20分間インキュベートした。細胞をPBS

で 3回洗浄した後、50 mM NH4Clを含むPBSを加えて、15分間インキュベートした。続いて、

細胞をPBSで 3回洗浄し、ブロッキング溶液（0.05% saponinおよび 0.2% ウシ血清アルブミン

（bovine serum albumin: BSA）を含むPBS）を加えて、5分間インキュベートした。インキュベ

ート後、抗Rab6抗体あるいは抗Rab6-GTP抗体（多重染色を行う場合は、これに加えて他の抗体）

をブロッキング溶液で希釈した一次抗体溶液を細胞に加えて、1時間反応させた。反応後、細胞を

PBSで 2回洗浄し、対応する二次抗体をブロッキング溶液で希釈した二次抗体溶液を加えて、1時

間反応させた。二次抗体との反応後、細胞を氷冷した PBSで 4回洗浄し、カバーグラスを封入剤

（SlowFade® Gold antifade reagent、Molecular Probes）を滴下したスライドグラスの上に載せ、

カバーグラスの周囲をパラフィンで封じた。 

 サンプルの観察と画像の取得は、LSM510共焦点レーザー顕微鏡（Carl Zeiss）を用いて行った。

画像の取得は、以下の方法で行った。対物レンズは63倍油浸を用いた。画像はoptical slice < 1.0 µm

の条件で取得し、単染色を行ったサンプルの場合は single track、多重染色を行ったサンプルの場

合はmulti trackを使用した。Alexa Fluor® 488、Cy2、およびGFPは、アルゴンレーザー（波長

488 nm、レーザーパワー5%）で励起し、LP 505フィルター（単染色）あるいはBP 505-530フィ

ルター（多重染色）を使用した。Cy3およびmCherryは、ヘリウムネオンレーザー（波長 543 nm、

レーザーパワー100%）で励起し、LP 560フィルター（二重染色）あるいはBP 560-615フィルタ

ー（三重染色）を使用した。Cy5は、ヘリウムネオンレーザー（波長633 nm、レーザーパワー100%）
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で励起し、LP 650フィルターを使用した。 

 

4.8.2 抗 Rab6 抗体あるいは抗 Rab6-GTP 抗体以外の抗体を用いた生細胞の二重染色あ

るいは単染色 

 その他の抗体を用いた蛍光抗体法（図 36および 45）は、Kanoらの方法を参照して行った（Kano 

et al. 2011）。カバーグラス上で培養したHeLa細胞をPBSで 2回洗浄し、3% パラホルムアルデ

ヒド溶液を加えて、30分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を PBSで 3回洗浄し、

0.2%（v/v）Triton X-100を含むPBSを加えて 20分間インキュベートした。続いて、細胞をPBS

で 3回洗浄し、ブロッキング溶液（5% スキムミルクを含むPBS）を加えて、30-60分間インキュ

ベートした（ブロッキング）。インキュベート後、ブロッキング溶液で希釈した一次抗体溶液を細

胞に加えて、2時間反応させた。反応後、細胞を PBSで 2回洗浄し、ブロッキング溶液で希釈し

た二次抗体溶液を細胞に加えて、1 時間反応させた。二次抗体との反応後、細胞を氷冷した PBS

で 4回洗浄し、カバーグラスを、封入剤を滴下したスライドグラスの上に載せ、カバーグラスの周

囲をパラフィンで封じた。サンプルの観察と画像の取得は、LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用い

て行った（詳細は 4.8.1の項を参照）。 

 

4.9 タンパク質発現量の定量 

 GTP結合型Rab6（Rab6-GTP）の発現量およびRab6タンパク質の総発現量（total Rab6）は、

以下の方法で定量した。はじめに、細胞内のRab6-GTPおよびRab6を蛍光抗体法により染色した

（詳細は 4.8.1の項を参照）。染色の一次抗体には、humanモノクローナル抗Rab6-GTP抗体およ

びrabbitポリクローナル抗Rab6抗体を使用した。二次抗体には、Alexa Fluor® 488標識抗human 

IgG抗体、およびCy3標識抗mouse IgG抗体を使用した。次に、LSM510共焦点レーザー顕微鏡

を用いて画像の取得を行い、染色したRab6-GTPおよびRab6の蛍光強度を測定した。蛍光強度の
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測定は、以下の方法で行った。まず、抗体で染色したHeLa細胞について、Z軸方向に 1 µm ずつ

焦点をずらした画像（Z-stack画像）を取得した（画像取得条件の詳細は 4.8.1の項を参照）。続い

て、このZ-stack画像を一枚に重ね合わせ、この重ね合わせ画像における各細胞の細胞領域全体の

ピクセル蛍光強度（Alexa Fluor® 488およびCy3の蛍光）を測定した。細胞外領域の蛍光強度も

測定し、これをバックグラウンドの蛍光強度とした。続いて、測定した結果に基づいて、Rab6-GTP

およびRab6のタンパク質発現量を見積もり、total Rab6（Cy3の蛍光）に対するRab6-GTP（Alexa 

Fluor® 488 の蛍光）の割合（Rab6-GTP/Rab6）を、細胞ごとに算出した。siRNA 条件ごとに、

このRab6-GTP/Rab6を算出した後、BICD1および（あるいは）BICD2ノックダウン条件におけ

る平均の割合を、コントロール（scramble）siRNA 条件における平均の割合で正規化した（コン

トロールsiRNA条件における平均の割合を1とした）。正規化後のBICD1および（あるいは）BICD2

ノックダウン条件における値とコントロール siRNA条件における値の有意性は、Steel's testを用

いて検定した。 

 

4.10 細胞質の調製 

 HeLa S3 細胞質は、東京大学の加納ふみ助教から供与いただいた。L5178Y 細胞質の調製は、

Kanoらの報告を参照し、Pimplikarらの方法を一部改変した方法により行った（Kano et al. 2000; 

Pimplikar et al. 1994）。また、遠心操作は 4℃で行った。150 mmディッシュで培養したL5178Y

細胞を 50 mlチューブに回収し、TS-39LBローター（TOMY）を用いて、2,000 rpmで 3分間遠

心した。遠心後、上清を除去し、細胞をPBSで懸濁して 1本の 50 mlチューブに集めた。続いて、

TS-39LBローターを用いて2,000 rpmで 3分間遠心した後、上清を除去し、バッファー（1 mM 

EGTA、1 mM MgCl2、30 mM HEPES、45 mM KCl、1 mM DTT、1 µM cytochalasin D）を加

えて懸濁した後、氷上で約 5分間静置した。静置後、TS-39LBローターを用いて 1,500 rpmで 5

分間遠心し、上清を除去した。得られた細胞のペレットをダウンスホモジナイザーに移し、プロテ
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アーゼ阻害剤（antipain、chymostatin、pepstatin A、leupeptinの 4種類を各 25 µg/ml）を加え

て、氷上で 5回ストロークした。続いて、ペレットに対して、1/10容量の 10×トランスポートバッ

ファー（250 mM HEPES -KOH（pH 7.4）、1150 mM CH3COOK、25 mM MgCl2）を加え、更

に 10回以上ストロークして、細胞を破砕した。破砕後、サンプルをTLA 55ローター（Beckman）

を用いて 12,000 rpmで 16分間遠心した。遠心後、上清を回収し、TLA100.3ローター（Beckman）

を用いて 65,000 rpmで 90分間遠心した。得られた上清（細胞質）は、氷上でクライオチューブに

分注した後、液体窒素で凍結し、液体窒素中で保存した。また、上清（細胞質）の一部を分取し、

Protein Assay Dye Reagent Concentrate（Bio-Rad）を用いて、全タンパク質濃度を測定した。タ

ンパク質濃度測定の標準タンパク質には、BSAを使用した。 

 

4.11 ゴルジ体ターゲティングアッセイ 

 セミインタクトHeLa細胞の調製は、Kanoらの方法を一部改変して行った（Kano et al. 2000）。

カバーグラス上で培養したHeLa細胞を、氷冷したPBSで 2回洗浄した。続いて、SLOを、最終

濃度 0.20 µg/mlとなるように、血清を含まない培地（ペニシリン-ストレプトマイシン溶液を加え

た DMEM）で希釈した。この SLO希釈溶液を細胞に加え、氷上で 5分間静置した。細胞を氷冷

したPBSで 3回洗浄することにより、余分な SLO を除去した後、あらかじめ 32℃に温めたTB

（25 mM HEPES-KOH（pH 7.4）、115 mM potassium acetate、2.5 mM MgCl2、2 mM EGTA）

を細胞に加えて、32℃で 5分間インキュベートした。インキュベート後、形質膜が部分的に透過性

となった細胞（セミインタクトHeLa細胞）を、氷冷したTBで 2回洗浄し、氷冷したTBを加え

て氷上で 10分間静置することにより、細胞質成分を流出させた。10分後、細胞を氷冷したTBで

2回洗浄し、細胞に5 µg/100 µl の GST–Rab6A、ATP再生系（1 mM ATP、50 µg/ml creatine 

kinase、2.62 mg/ml creatine phosphate）、1 mg/mlの glucose、1 mMのGTPおよびL5178Y細

胞質（詳細は 4.10の項を参照）（あるいはL5178Y細胞質の代わりにTB）を加え、32℃でインキ
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ュベートした。インキュベート後、Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体を用いた直接蛍光抗体法を

行い、GST–Rab6Aの細胞内局在を検出した。 

 Alexa Fluor® 488 標識抗 GST 抗体を用いた蛍光抗体法は、Kano らの方法を参照して行った

（Kano et al. 2011）。以下の手順は、特筆のない限り室温で行った。GST–Rab6A存在下で 32℃

でインキュベートした後のセミインタクトHeLa細胞を、氷冷したTBで 2回洗浄し、3% パラホ

ルムアルデヒド溶液を加えて、30分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を PBSで 3

回洗浄し、0.2%（v/v）Triton X-100を含むPBSを加えて 20分間インキュベートした。続いて、

細胞を PBSで 3回洗浄し、ブロッキング溶液（5% スキムミルクを含む PBS）を加えて、30-60

分間インキュベートした。インキュベート後、ブロッキング溶液で希釈した一次抗体溶液を細胞に

加えて、2時間反応させた。反応後、細胞を PBSで 3回洗浄し、ブロッキング溶液で希釈した二

次抗体およびAlexa Fluor® 488標識抗GST抗体の溶液を加えて、更に1時間反応させた。Alexa 

Fluor® 488標識抗GST抗体を用いて単染色を行う場合（図8）は、ブロッキング溶液を加えてイ

ンキュベートした後、ブロッキング溶液で希釈したAlexa Fluor® 488標識抗GST抗体を細胞に加

え、2-3時間反応させた。（二次）抗体との反応後、細胞を氷冷したPBSで 4回洗浄し、カバーグ

ラスを、封入剤を滴下したスライドグラスの上に載せ、カバーグラスの周囲をパラフィンで封じた。 

 続いて、LSM510 共焦点レーザー顕微鏡を用いてサンプルの観察と画像の取得を行い、

GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量の定量を行った。定量は、GST–Rab6Aの蛍光強度の測

定結果に基づき見積もった。蛍光強度の測定は、以下の方法で行った。まず、Alexa Fluor® 488

標識抗GST抗体を用いてGST–Rab6Aを染色したHeLa細胞について、LSM510共焦点レーザー

顕微鏡を用いて、Z軸方向に 1 µm ずつ焦点をずらした画像（Z-stack画像）を取得した（画像取

得条件の詳細は 4.8.1の項を参照）。続いて、このZ-stack画像を一枚に重ね合わせ、この重ね合わ

せ画像における各細胞のゴルジ体のピクセル蛍光強度を測定した。p230（トランスゴルジ層および

トランスゴルジネットワークのマーカー）と共局在するGST–Rab6Aの蛍光強度を、ゴルジ体の蛍
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光強度として測定した。ただし、図 8Bに関しては、Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体を用いて

単染色を行い、核近傍領域に局在するGST–Rab6Aの蛍光強度を測定した。各細胞のゴルジ体以外

の細胞質領域の蛍光強度も測定し、これをバックグラウンドの蛍光強度とした。 

 

4.12 セミインタクト HeLa 細胞のノコダゾール処理 

 セミインタクトHeLa細胞の微小管重合阻害剤ノコダゾール（nocodazole）処理は、Kanoらの

方法を一部改変して行った（Kano et al. 2000）。35 mmディッシュ内のカバーグラス上で培養し

たHeLa細胞を、氷上で 20分間静置した。続いて、培地を除去し、2 µg/mlのノコダゾールを含

むHeLa細胞培養培地（10% FBSおよびペニシリン-ストレプトマイシン溶液を加えたDMEM）

を細胞に加え、氷上で 30分間静置した。30分後、細胞を 37℃に移し、20分間インキュベートし

た。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した（詳細は 4.11の項を参照）。

ただし、セミインタクトHeLa細胞は、1 µg/mlのノコダゾール存在下でGST–Rab6A、ATP再生

系、glucose、GTP、および 3 mg/mlのL5178Y細胞質とともに、32℃で 30分間インキュベート

した。ノコダゾール処理細胞において微小管が脱重合しているかどうかは、抗 β-tubulin抗体を用

いて確認した。また、抗p230抗体をゴルジ体マーカーとして使用した。 

 

4.13 細胞分画法 

 細胞分画は、Goudらの方法を一部改変して行った（Goud et al. 1990）。siRNAをトランスフェ

クションして 72時間後、コンフルエント状態になったHeLa細胞を氷冷したPBSで 2回洗浄し、

氷冷した分画バッファー（10 mM Tris-HCl（pH 7.4）、0.25 M sucrose、1 mM MgCl2、5 mM CaCl2、

プロテアーゼ阻害剤（antipain、chymostatin、pepstatin A、leupeptinの 4種類を各 5 µg/ml））

を加え、セルスクレーパーでかき取って 1.5 mlチューブに回収した。以下の操作は、特筆のない限

り 4℃で行った。回収後、細胞懸濁液を1 mlシリンジに装着した 27ゲージ針を 50回通過させる
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ことにより、細胞を破砕した。破砕後の懸濁液は、600 × gで 10分間遠心し、上清を回収した。こ

の上清を、TLA100.3ローターを用いて100,000 × gで 1時間遠心し、細胞質画分（上清）と膜画

分（ペレット）に分離した。粗膜画分は、細胞質画分と等量の分画バッファーで慎重に再懸濁した。

各画分は、等量の 2×SDSサンプルバッファーを加えて懸濁後、100℃で 5分間煮沸した。ウエス

タンブロッティングによる解析では、各画分を等量ずつ泳動した。 

 

4.14 リコンビナントタンパク質の調製 

4.14.1 GST–Rab6A および GST の精製 

 タンパク質の調製は、特筆のない限り4℃で行った。はじめに、GST–Rab6Aのプラスミド、あ

るいはGSTのプラスミド（pGEX-5X-1ベクターのみ）を、大腸菌株BL21に導入した。続いて、

プラスミドを導入した大腸菌を、100 µg/mlのアンピシリンを含むLB液体培地でOD600が 0.5-0.7

になるまで 37℃で培養した後、培養液に IPTGを最終濃度 0.5 mMとなるように加え、30℃でさ

らに 3時間培養した。その後、培養液を 6,000 × gで 5分間遠心し、得られた大腸菌ペレットを、

プロテアーゼ阻害剤（Roche）を加えたソニケーションバッファー（50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、

50 mM NaCl、1 mM EDTA-NaOH（pH 8.0）、1 mM DTT）で再懸濁した。懸濁後、超音波破砕

機（TOMY）を用いて超音波処理することにより、菌体を破砕した。破砕後の懸濁液に、Triton X-100

を最終濃度 1%（v/v）となるように加え、4℃で 30 分間ローテートした後、AR510-04 ローター

（TOMY）を用いて 15,000 rpmで 20分間遠心した。得られた上清（可溶性画分）に、 ソニケー

ションバッファーで平衡化した Glutathione Sepharose 4Bビーズ（GE Healthcare）を加え、4℃

で 2時間ローテートした。ローテート後、サンプルをST-720ローター（KUBOTA）を用いて 3,000 

rpmで 2分間遠心し、上清を除去した。タンパク質が結合したビーズは、ソニケーションバッファ

ーで 4回洗浄した後、Poly-Prep Chromatography Columns（Bio-Rad）に移し、プロテアーゼ阻

害剤（Roche）を加えた溶出バッファー（10 mM glutathione、50 mM Tris-HCl（pH 8.0））によ
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り精製タンパク質を溶出した。 

 In vitro GEFアッセイ（詳細は 4.23の項を参照）で用いたGST–Rab6Aタンパク質は、上記の

方法のうち一部の条件を変更して調製を行った。変更したのは、①ソニケーションバッファーの 1 

mM EDTAを 1 mM MgCl2に変更、②大腸菌ペレットを再懸濁するソニケーションバッファーに

10 µM GDPを添加、の 2点である。 

 溶出した精製タンパク質は、Microcon Centrifugal Filter Devises（Millipore）を用いて濃縮し、

Protein Assay Dye Reagent Concentrate（Bio-Rad）を用いてタンパク質濃度を測定した（BSA

を標準タンパク質として使用）後、1.5 mlチューブに分注して液体窒素で凍結し、−80°Cで保存し

た。また、濃縮後の精製タンパク質は、SDS-PAGEにより泳動し、CBB染色あるいは抗Rab6抗

体を用いたウエスタンブロッティングにより検出を行い、精製度を確認した。 

 

4.14.2 His-mBICD2 の精製 

 タンパク質の調製は、特筆のない限り 4℃で行った。はじめに、His-mBICD2 のプラスミドを、

大腸菌株BL21（DE3）に導入した。続いて、プラスミドを導入した大腸菌を、0.5-1% glucoseお

よび 20 µg/mlのカナマイシンを含む 2×YT培地（1.6% Bacto Tryptone、1% Bacto Yeast Extract、

0.5% NaCl）で、OD600が0.5-0.7になるまで37℃で培養した後、培養液に IPTGを最終濃度0.5 mM

となるように加え、25℃でさらに 5時間培養した。その後、培養液を 6,000 × gで 5分間遠心し、

得られた大腸菌ペレットを、プロテアーゼ阻害剤（Roche）を加えた溶解バッファー（50 mM 

NaH2PO4、300 mM NaCl、10 mM imidazole）で再懸濁した。懸濁後、超音波破砕機（TOMY）

を用いて超音波処理することにより、菌体を破砕した。破砕後の懸濁液に、Triton X-100を最終濃

度1%（v/v）となるように加え、4℃で30分間ローテートした後、AR510-04ローターを用いて15,000 

rpmで 20分間遠心した。得られた上清（可溶性画分）に、洗浄バッファー（50 mM NaH2PO4、

300 mM NaCl、20 mM imidazole）で平衡化した Ni-NTA Agaroseビーズ（QIAGEN）を加え、
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4℃で 2時間ローテートした。ローテート後、サンプルをST-720ローター（KUBOTA）を用いて

3,000 rpmで 2分間遠心し、上清を除去した。タンパク質が結合したビーズは、洗浄バッファーで

4回洗浄した後、Poly-Prep Chromatography Columnsに移し、プロテアーゼ阻害剤（Roche）を

加えた溶出バッファー（50 mM NaH2PO4、300 mM NaCl、250 mM imidazole）により精製タン

パク質を溶出した。 

 溶出した精製タンパク質は、Microcon Centrifugal Filter Devises を用いて濃縮し、Protein 

Assay Dye Reagent Concentrateを用いてタンパク質濃度を測定した（BSAを標準タンパク質と

して使用）後、1.5 mlチューブに分注して液体窒素で凍結し、−80°Cで保存した。また、濃縮後の

精製タンパク質は、SDS-PAGEにより泳動し、CBB染色あるいは抗BICD2抗体を用いたウエス

タンブロッティングにより検出を行い、精製度を確認した。 

 

4.15 GST プルダウンアッセイ 

 本研究では、2つの異なる条件でGSTプルダウンアッセイを行った。特筆のない限り、操作は 4℃

で行った。 

 

4.15.1 Rab6A 結合タンパク質の抽出と同定 

 はじめに、L5178Y細胞質を取得し、3 mg/mlの濃度に調製した（詳細は4.10の項を参照）。細

胞質とGST–Rab6AまたはGSTの混合を行う前に、以下の方法によりGST–Rab6AまたはGST

とGlutathione Sepharose 4Bビーズの結合を行った。まず、ビーズをTBで平衡化した。続いて、

GST–Rab6A（コントロールとしてGST）を、ビーズと混合し、4℃で 1時間ローテートした。ロ

ーテート後、混合溶液をAR015-24ローター（TOMY）を用いて 15,000 rpmで 2分間遠心し、沈

殿を取得した。得られた沈殿（GST–Rab6Aまたは GSTが結合したビーズ）は、TBで 4回洗浄

した後、3 mg/mlのL5178Y細胞質とともに 4℃で 90分間ローテートした。90分後、混合溶液を
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AR015-24ローターを用いて 15,000 rpmで 2分間遠心し、沈殿を回収した。最後に、沈殿からタ

ンパク質の溶出を行った。タンパク質の溶出は、TBで 4回洗浄した沈殿（GST–Rab6Aビーズ画

分あるいはGSTビーズ画分）に、2×SDSサンプルバッファーを加え、100℃で 5分間煮沸するこ

とにより行った。 

 溶出させたタンパク質は、SDS-PAGEで分子量ごとに分離後、SYPRO® Ruby protein gel stain

（Invitrogen）を用いて染色した。染色されたタンパク質のうち、GST–Rab6Aビーズ画分特異的

に検出されたタンパク質を、ゲルから切り出し、LC–MS/MS により解析した。LC–MS/MS によ

る解析は、株式会社アプロサイエンス（Tokushima、Japan）に依頼した。また、溶出させたタン

パク質は、各種抗体を用いたウエスタンブロッティングにも供した。 

 

4.15.2 細胞質からの GST–Rab6A 結合タンパク質の除去 

 GST–Rab6A（コントロールとしてGST）を、3 mg/mlのL5178Y細胞質、ATP再生系、1 mg/ml

の glucose、および 1 mMのGTPと混合し、4℃で 30分間ローテートした。ローテート後、混合

溶液にTBで平衡化したGlutathione Sepharose 4Bビーズを加えて4℃で2時間ローテートした。

ローテート後、サンプルをAR015-24ローターを用いて 15,000 rpmで 5分間遠心した。得られた

上清に、TBで平衡化した新しいビーズを加え、さらに4℃で 2時間ローテートした後、AR015-24

ローターを用いて 15,000 rpmで 5分間遠心した（この操作を2回繰り返した）。遠心により得られ

た上清は、0.22 µmフィルター（Millipore）に通し、ビーズを完全に除去した。フィルターを通し

た上清（Cytosol（−RBP）、コントロールとして Cytosol（−GST））は、ゴルジ体ターゲティング

アッセイに供した。直ちに使用しない場合は、液体窒素で凍結し、−80°Cで保存した。また、サン

プルの一部は、2×SDSサンプルバッファーを加えて 100℃で 5分間煮沸し、ウエスタンブロッテ

ィングに供した。 
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4.16 共免疫沈降法 

 HeLa細胞を用いた共免疫沈降法は、Wanschersらの方法を一部改変して行った（Wanschers et 

al. 2007）。60 mmディッシュで培養しているHeLa細胞に、GFP–Rab6AおよびマウスBICD2

のC末端領域（アミノ酸残基706番から 810番、BICD2706–810）にmCherryを融合させた変異体

（mCherry–BICD2706–810）、あるいはGFP–Rab6AおよびC末端領域を欠失させたmCherry融合

変異体（mCherry–BICD21–705）のプラスミドをトランスフェクションした。プラスミドのトラン

スフェクションから24時間後、細胞を氷冷したPBSで 2回洗浄し、プロテアーゼ阻害剤（Roche）

を添加した氷冷した溶解バッファー（100 mM Na2HPO4（pH 8.0）、1%（v/v）Triton X-100、0.2% 

BSA（pH 8.0））を加えて、セルスクレーパーでかき取って1.5 mlチューブに回収した。細胞懸濁

液を 4℃で 30分間ローテートし、さらに 1 mlシリンジに装着した 27ゲージ針を 30回通過させ

ることにより、細胞の破砕を行った。破砕後、12,000 × gで 10分間遠心し、上清を回収した（上

清の一部を分取し、Input サンプルとした）。続いて、上清に抗 GFP 抗体（コントロールとして、

抗GFP抗体の代わりに同重量のnormal rabbit IgG（Cell Signaling Technology））を加え、4℃で

一晩ローテートした。ローテート後、この抗体を含む溶液に、溶解バッファーで平衡化したProtein 

G Sepharoseビーズ（GE Healthcare）を加え、さらに4℃で 1時間ローテートした。続いて、混

合溶液をAR015-24ローターを用いて 13,000 rpmで 1分間遠心した。上清を除去した後、ビーズ

を高塩濃度バッファー（100 mM Tris-HCl（pH 7.4）、1.2 M KCl、1%（v/v）Triton X-100）で 4

回洗浄し、さらにPBSで 2回洗浄した。洗浄後のビーズおよび Inputサンプルは、2×SDSサンプ

ルバッファーを加えて懸濁し、100℃で 5分間煮沸した。煮沸後のサンプルは、ウエスタンブロッ

ティングに供した。 

 

4.17 ウエスタンブロッティング 

 2×SDS サンプルバッファーを加えたサンプルは、12.5% あるいは 5-20% SuperSepTM Ace



 67 

（Wako）、あるいはGel Factory mini MP SYSTEM（DRC）を用いて作製したポリアクリルアミ

ドゲルを用いて、SDS-PAGEにより分離した。泳動後のゲル、ろ紙（3MM Chr、GE Healthcare）、

およびニトロセルロースメンブレン（Bio-Rad）、あるいはあらかじめメタノールで親水処理を行っ

た polyvinylidene difluoride（PVDF）メンブレン（Millipore）を、セミドライブロッティングバ

ッファー（48 mM Tris、39 mM Glycine、20%（v/v）メタノール、0.038%（w/v）SDS）に浸し

て 10分間振とうした。振とう後、Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell（Bio-Rad）を用いて

セミドライブロッティング法により、ゲル中のタンパク質をメンブレンへ転写した。 

 転写後、メンブレンを5% スキムミルク（雪印）を含む tris-buffered saline（TBS）（ブロッキ

ングバッファー）に浸して、室温で 30 分間振とうした。続いて、ブロッキングバッファーあるい

はCan Get Signal ® Solution 1（Toyobo）を用いて一次抗体を希釈し、これにメンブレンを浸し

て、室温で 2時間あるいは 4℃で一晩反応させた。一次抗体との反応後、メンブレンを TBSある

いは 0.1% Tween 20を含むTBS（TBST）で 3回洗浄した。洗浄後、ブロッキングバッファーあ

るいはCan Get Signal ® Solution 2（Toyobo）を用いて二次抗体を希釈し、これにメンブレンを

浸して、室温で 1時間反応させた。二次抗体との反応後、メンブレンをTBSあるいはTBSTで 3

回洗浄した。共免疫沈降法のサンプルについて、抗 GFP 抗体を用いて検出を行う場合は、タンパ

ク質のPVDFメンブレンへの転写以降は、Immuno-Aptamer TM，Rabbit IgG（ニッポン・ジーン）

のマニュアルに従って、目的タンパク質の検出を行った。二次抗体との反応後、洗浄したメンブレ

ンは、Western Lightning® Plus-ECL（PerkinElmer）と反応させ、LAS-4000 mini（FUJIFILM）

を用いてバンドを検出した。バンド強度の解析は、Multi Gauge Ver 3.2（FUJIFILM）を用いて

行った。 

 

4.18 GT–GFP を用いた逆行輸送経路の解析 

 BFA処理およびGT–GFPを用いた、COPI非依存的なゴルジ体から小胞体への逆行輸送経路の
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解析は、Morikawaらの方法に基づいて行った（Morikawa et al. 2009）。siRNAをトランスフェ

クションして 48時間後、カバーグラス上で培養しているHeLa細胞に、GT–GFPのプラスミドを

トランスフェクションした。プラスミドのトランスフェクションから16-24時間後、培地を除去し、

BFAを最終濃度 10 µg/mlとなるように添加したHeLa細胞培養培地（10% FBSおよびペニシリ

ン-ストレプトマイシン溶液を加えたDMEM）を細胞に加えて、37℃で 0、5、10、30分間インキ

ュベートした。インキュベート後、3% パラホルムアルデヒド溶液を加え、室温で 30 分間インキ

ュベートした。30分後、細胞をPBSで 3回洗浄し、カバーグラスを、封入剤を滴下したスライド

グラスの上に載せ、カバーグラスの周囲をパラフィンで封じた。 

 続いて、LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いてサンプルの観察を行った。対物レンズは 63倍

油浸、GFPはアルゴンレーザー（波長488 nm）で励起し、FSet09フィルターセットを使用した。

はじめに、ゴルジ体消失過程のキネティクスを解析するため、GT–GFP の細胞内局在を指標に、

細胞を①Golgi、②Golgi + tubules、③tubules + ER、④ER、の 4種類に分類した。①のGolgiは、

GT–GFP が典型的なゴルジ体の位置（核近傍領域）に局在している細胞であり、②の Golgi + 

tubulesは、GT–GFPがゴルジ体の位置およびそこから生じる管状構造に局在している細胞である。

③tubules + ERは、GT–GFPの核近傍領域への局在が確認されず、GT–GFPが管状構造および細

胞質領域の網目構造に分布している細胞である。④の ER は、GT–GFP の管状構造への管状構造

が確認されず、細胞質領域の網目構造のみに分布している細胞である。続いて、①~④の局在ごと

に細胞数を計数した。各種類の細胞の割合を各時点ごとに算出することにより、ゴルジ体消失過程

のキネティクスの解析を行った。 

 

4.19 光褪色後蛍光回復（FRAP）法 

 35 mm ガラスボトムディッシュで培養した HeLa 細胞に、BICD2 の欠失変異体

（mCherry–BICD2706–810あるいは mCherry–BICD21–705、コントロールとして mCherry のみの
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空ベクター）およびGFP–Rab6Aを同時トランスフェクションし、24時間培養した。24時間後、

LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いて画像の取得を行った。対物レンズは63倍油浸、蛍光の励

起にはアルゴンレーザー（波長488 nm）を用いた。測定する領域（Region of interest）のブリー

チは、レーザーパワー100%で行った。画像は、レーザーパワー3%、optical slice < 7 µmの条件で

取得した。ブリーチ後の画像は、10 秒ごとに取得した。画像取得後、LSM510 ソフトウェアを用

いて、核近傍領域におけるGFP–Rab6Aの蛍光強度を測定した。また、細胞以外の領域の蛍光強度

を、バックグラウンドの蛍光強度として使用した。続いて、ブリーチ前の蛍光強度に対する、ブリ

ーチ後各時点における蛍光強度の割合を算出した。グラフの蛍光回復率は、核近傍領域における蛍

光強度の変化に基づいて計算し、ブリーチ前の蛍光強度を 100%、ブリーチ直後（0 秒時点）の蛍

光強度を 0%として示した。 

 

4.20 Triton X-114 を用いた二相分配法 

 Triton X-114を用いた二相分配法（Triton X-114 phase partitioning）は、Bustosらの方法を一

部改変して行った（Bustos et al. 2012）。以下の手順は、特筆のない限り4℃で行った。セミイン

タクトHeLa細胞にGST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、および 3 mg/mlのL5178Y細

胞質を加えて、32℃で 30分間インキュベートした（詳細は4.11の項を参照）。インキュベート後、

細胞を氷冷したTBで 3回洗浄し、プロテアーゼ阻害剤（Roche）を添加した氷冷した溶解バッフ

ァー（20 mM Tris–HCl（pH 7.5）、150 mM NaCl、10%（v/v）glycerol、5 mM MgCl2、1% Triton 

X-114）を加えて、セルスクレーパーでかき取って1.5 mlチューブに回収した。回収後、細胞懸濁

液を 1 mlシリンジに装着した 27ゲージ針を 30回通過させることにより、細胞を破砕した。破砕

後の懸濁液は、4℃で 45分間インキュベートした後、14,000 × gで 20分間遠心した。遠心後の上

清を 30℃の恒温水槽で 15分間インキュベートした後、室温において20,000 × gで 15分間遠心し

た。この遠心操作により得られた水相（aqueous phase: AP）および界面活性剤の相（DP）に、3
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倍量（体積）の氷冷したアセトンを加え、−20°C で一晩インキュベートした。インキュベート後、

サンプルを 12,000 × gで 5分間遠心した。得られたペレットは、同量ずつ2×SDSサンプルバッフ

ァーを加えて再懸濁し、100℃で 5分間煮沸した。煮沸後のサンプルは、ウエスタンブロッティン

グに供した。 

 

4.21 Alexa Fluor® 488 標識 CtxB を用いた逆行輸送経路の解析 

 Alexa Fluor® 488標識CtxB（Invitrogen）を用いたCOPI依存的なゴルジ体から小胞体への逆

行輸送経路の解析は、Kano らの方法（Cy2 標識 Stx1 を用いた輸送アッセイ）を一部改変して行

った（Kano et al. 2009）。まず、siRNAをトランスフェクションして72時間後、カバーグラス上

で培養したHeLa細胞を、氷冷したPBSで 3回洗浄した。続いて、Alexa Fluor® 488標識CtxB

を最終濃度 1 µg/ml となるように添加したHeLa細胞培養培地（10% FBSおよびペニシリン-スト

レプトマイシン溶液を加えたDMEM）を細胞に加えて、氷上で30分間静置した。静置後、細胞を

PBSで 3回洗浄し、あらかじめ37℃に温めたHeLa細胞培養培地を加えて、37℃で 0、0.5、1、2、

4、6時間インキュベートした。インキュベート後、3% パラホルムアルデヒド溶液を加え、室温で

30分間インキュベートした。30分後、細胞をPBSで 3回洗浄し、カバーグラスを、封入剤を滴下

したスライドグラスの上に載せ、カバーグラスの周囲をパラフィンで封じた。 

 続いて、LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いてサンプルの観察を行った。対物レンズは 63倍

油浸、Alexa Fluor® 488はアルゴンレーザー（波長488 nm）で励起し、FSet09フィルターセッ

トを使用した。はじめに、Alexa Fluor® 488標識CtxBの細胞内局在を指標に、細胞を①PM、②

Golgi、③ER、の 3種類に分類した。①のPMは、Alexa Fluor® 488標識CtxBが細胞の輪郭に

局在している細胞である。②のGolgiは、Alexa Fluor® 488標識CtxBが典型的なゴルジ体の位置

（核近傍領域）に局在している細胞である。③のERは、Alexa Fluor® 488標識CtxBが細胞質領

域に網目状に分布している細胞である。①~③の局在ごとに細胞数を計数した後、各時点ごとに各
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種類の細胞の割合を算出することにより、Alexa Fluor® 488標識CtxBのキネティクスを解析した。 

 

4.22 VSVGts045-GFP を用いた順行輸送経路の解析 

 VSVGts045-GFP を用いた、ゴルジ体を経由した小胞体から形質膜への順行輸送経路の解析は、

Kanoらの方法に基づいて行った（Kano et al. 2009）。siRNAをトランスフェクションして48時

間後、カバーグラス上で培養しているHeLa細胞に、VSVGts045-GFPのプラスミドをトランスフ

ェクションし、39℃で 24時間培養した。続いて、細胞を 32℃に移し、0、15、30、60、90、120

分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を氷冷した PBSで 3回洗浄し、3% パラホル

ムアルデヒド溶液を加えて、室温で 30分間インキュベートした。30分後、細胞を PBSで 4回洗

浄し、カバーグラスを封入剤を滴下したスライドグラスの上に載せ、カバーグラスの周囲をパラフ

ィンで封じた。 

 続いて、LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いてサンプルの観察を行った。対物レンズは 63倍

油浸、GFPはアルゴンレーザー（波長488 nm）で励起し、FSet09フィルターセットを使用した。

はじめに、VSVGts045-GFPの細胞内局在を指標に、細胞を①ER、②Golgi、③PM、の 3種類に

分類した。①のERは、VSVGts045-GFPが細胞質領域に網目状に分布している細胞であり、②の

Golgiは、VSVGts045-GFPが典型的なゴルジ体の位置（核近傍領域）に局在している細胞である。

③のPMは、VSVGts045-GFPが細胞の輪郭に局在している細胞である。①~③の局在ごとに細胞

数を計数した後、各種類の細胞の割合を各時点ごとに算出することにより、VSVGts045-GFP輸送

のキネティクスを解析した。 

 

4.23 In vitro GEF アッセイ 

 GST–Rab6AへのGDPの蛍光アナログ 2′-(3′)-O-(N-methylanthraniloyl) GDP（mant-GDP、

Invitrogen）の付加は、Zhuらの方法を一部改変して行った（Zhu et al. 2001）。はじめに、ローデ
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ィングバッファー（20 mM Tris–HCl（pH 8.0）、150 mM NaCl、5 mM EDTA-NaOH（pH 8.0））

に、GST–Rab6A（最終濃度 4 µM）およびmant-GDP（最終濃度 100 µM）を添加し、反応液を

調製した。続いて、この反応液を 25℃で 2 時間インキュベートした。インキュベート後、反応液

を氷上に移し、MgCl2を最終濃度 10 mM となるように添加した。続いて、反応液を Microcon 

Centrifugal Filter Devisesに加え、14,000 × gで遠心（4℃）することにより濃縮し、濃縮された

溶液をGEF活性測定用の反応バッファー（20 mM Tris–HCl（pH 8.0）、150 mM NaCl、1 mM 

MgCl2）で希釈することにより、溶液のバッファー交換および遊離 mant-GDP の除去を行った。

得られたmant-GDP付加GST–Rab6Aは、Protein Assay Dye Reagent Concentrate（Bio-Rad）

を用いてタンパク質濃度を測定（BSAを標準タンパク質として使用）した後、1.5 mlチューブに

分注して液体窒素で凍結し、−80°C で保存した。また、CBB 染色により mant-GDP 付加

GST–Rab6Aの検出を行い、GST–Rab6Aが分解されていないことを確認した。 

 GEF 活性の測定は、Delprato らの方法を参照して行った（Delprato et al. 2004）。まず、

mant-GDP付加GST–Rab6Aを、最終濃度 1 µMとなるように反応バッファー（20 mM Tris–HCl

（pH 8.0）、150 mM NaCl、1 mM MgCl2）で希釈した（GST–Rab6A溶液）。ヌクレオチド交換

反応は、0-4 µMのHis-mBICD2を含むGST–Rab6A溶液に 100 µMのGMP-PNP（加水分解さ

れないGTPのアナログ）を添加し、25℃でインキュベートすることにより行った。GST–Rab6A に

付加したmant-GDPの遊離にともなう蛍光の変化は、励起波長360 nm、測定波長 440 nmの条件

でモニターした。F-2500 蛍光分光光度計（Hitachi）を用いて測定を行い、Savitzky–Golay 法を

用いてデータのスムージングを行った。 

 

4.24 統計解析 

 2群間の差の検定では、F検定とStudent's t-testの組み合わせ、または符号検定を用いて、群間

の差の有意性を判断した。3群以上の差の検定では、以下の方法で群間の差の有意性を判断した。
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コントロール群と対照群を比較する検定では、Dunnett's testを用いて群間の差の有意性を判断し

た。すべての 2群同士の組み合わせで比較を行う場合は、Tukey–Kramer testあるいはSteel's test

を用いて、群間の差の有意性を判断した。検定による P値が 0.05未満の場合、群間の差に有意性

があると判断した。 
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第 5 章 図表 
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図 1 Rab タンパク質の細胞内局在 
主要なRabタンパク質の細胞内局在を示した。数字は、Rabタンパク質の番号を表している。EE: 
early endosome（初期エンドソーム）、ER: endoplasmic reticulum（小胞体）、ERGIC: ER-Golgi 
intermediate compartment（小胞体-ゴルジ体間中間コンパートメント）、Golgi: Golgi apparatus
（ゴルジ体）、 LE: late endosome（後期エンドソーム）、Melanosome（メラノソーム）、
Mitochondria（ミトコンドリア）、Nucleus（核）、PM: plasma membrane（形質膜）、RE: recycling 

endosome（リサイクリングエンドソーム）、SV: secretory vesicle/granule（分泌顆粒）、TGN: 
trans-Golgi network（トランスゴルジネットワーク）。 
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図 2 Rab タンパク質の制御する輸送段階 
Rabタンパク質は、それぞれが機能する特定のオルガネラにターゲティング・局在し（図1を参照）、
輸送される積み荷タンパク質の選別、輸送小胞の形成、供与（オルガネラ）膜からの輸送小胞の出

芽、細胞骨格に沿った輸送小胞の輸送、輸送小胞の標的（オルガネラ）膜への繋留、輸送小胞と標

的（オルガネラ）膜との融合など、小胞輸送経路のさまざまな段階を制御している。 
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図 3 Rab タンパク質の構造と活性制御 
新たに生合成されたRabタンパク質（GDP結合型）は、Rabエスコートタンパク質（REP）と複
合体を形成してゲラニルゲラニル転移酵素（RGGT）に提示され、この酵素によってC末端のシス
テイン残基にゲラニルゲラニル基が付加（プレニル化）される。プレニル化されたGDP結合型の

Rab タンパク質は、単体では細胞質において不安定であるが、GDP 解離抑制因子（GDI）と複合
体を形成することによって、細胞質に安定的に存在する。この複合体からGDIが解離すると、GDP
結合型 Rab タンパク質は膜と結合することができるようになり、グアニンヌクレオチド交換因子
（GEF）によって、Rab タンパク質に結合する GDP の GTP への交換が促進される（活性化）。
GDP結合型Rabタンパク質からのGDIの解離は、GDI置換因子（GDF）によって行われる場合
もある。活性化により、GTP 結合型 Rab タンパク質は、数多くの Rab エフェクタータンパク質
（effector）と結合できるようになる。GTP結合型からGDP結合型への変換（不活性化）は、Rab
タンパク質自身が持つGTPase活性によって、結合しているGTPを加水分解することで行われる

が、この反応はGTPase活性化タンパク質（GAP）によって促進される。 
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図 4 Rab タンパク質の構造 
Rabタンパク質のC末端には、1つあるいは 2つ（多くの場合は2つ）のシステイン残基（cysteine 
residue（s）、黄色）が存在する。この C 末端のシステイン残基には、ゲラニルゲラニル基が付加
（プレニル化（prenylation））される（prenylation motif）。Rab タンパク質は、結合するヌクレ
オチドによって、Switch IおよびSwitch IIと呼ばれるスイッチ領域の立体構造が変化する。これ

により、GTP結合型Rabタンパク質は、数多くのRabエフェクタータンパク質と結合できるよう
になる。超可変領域（hypervariable region）は、C末端のシステイン残基のN末端側に隣接し、
Rabタンパク質ごとに長さや配列が異なる、Rabタンパク質の C末端約 35-40アミノ酸残基の領
域である。RabFモチーフ（RabF motifs）はRabタンパク質特有な配列、RabSFモチーフ（RabSF 
motifs）はRabサブファミリーの間で保存された配列であり、RabFモチーフや RabSFモチーフ
は、その多くが超可変領域よりN末端側に含まれる。 
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図 5 セミインタクト細胞アッセイの概略図 
セミインタクト細胞アッセイは、細胞をすりつぶして行う従来の生化学的手法では困難だった、単

一の細胞内で起こるタンパク質機能発現のタイミングや機能発現の場所を可視化解析することが

できるアッセイである。セミインタクト細胞とは、孔形成毒素や界面活性剤などを用いて、形質膜

を部分的に透過性にした細胞である。形質膜透過処理には、ストレプトリシンO（SLO）を用いた。
形質膜の穴から細胞質は流出するが、オルガネラや細胞骨格はそのまま保持される。セミインタク

ト細胞に、別に調製した細胞質成分やリコンビナントタンパク質、エネルギー源として ATP 再生
系などを加えてインキュベートすることで、添加した細胞質成分に依存的な細胞内現象を再構成・

可視化することができる。この細胞には、さまざまな条件下の細胞から調製した細胞質成分、タン

パク質、抗体、プラスミドなどを加えることもでき、再構成した細胞内現象に不可欠な因子を探索

し、解析・検証することができる。 
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図 6 セミインタクト細胞アッセイ（ゴルジ体ターゲティングアッセイ）の概略図 
HeLa細胞の形質膜を、SLOを用いて透過処理し、細胞質成分を除去した。得られたセミインタク
トHeLa細胞を、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、およびL5178Y細胞質（あるいは
細胞質の代わりにTB）とともに 32℃でインキュベートした。インキュベート後、細胞を固定して
Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体を用いた蛍光抗体法を行い、GST–Rab6Aを検出した（詳細は

4.11の項を参照）。 
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 7 GST–Rab6A の精製度確認 
大腸菌発現系を用いて発現・精製したGST–Rab6AをSDS-PAGEを用いて分離し、CBB染色（A）、
あるいは抗Rab6抗体を用いたウエスタンブロッティング（B）を用いて検出した。CBB染色の場

合は 4 µg、ウエスタンブロッティングの場合は2 µgのGST–Rab6Aをポリアクリルアミドゲルに
アプライした。左端に分子質量を示した。矢印は、GST–Rab6Aのバンドを示している。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 8 細胞質依存的な GST–Rab6A の核近傍領域へのターゲティング 
（A）GST–Rab6Aの細胞内局在。セミインタクトHeLa細胞を、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、

GTP、および 3 mg/mlのL5178Y細胞質（Cytosol（+））（あるいは細胞質の代わりにTB（Cytosol
（−））とともに、32℃で 30分間インキュベートした。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲ
ティングアッセイに供した。矢印はGST–Rab6Aが核近傍領域にターゲティングしている様子を示
している。スケールバーは20 µm。 
（B）（A）の核近傍領域に局在するGST–Rab6Aのターゲティング量の定量（詳細は 4.11の項を
参照）。蛍光強度のデータは、3 回の実験の平均±標準偏差で示した（1 回の実験で 1 条件あたり
29-61個の細胞を解析）。各実験の Cytosol（−）条件の蛍光強度を平均し、その値を 1として正規
化した。***P < 0.001（Student's t-test）。  

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 9 セミインタクトHeLa細胞におけるGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティングの形態

学的検証 
セミインタクトHeLa細胞を、L5178Y細胞質存在下（図8AのCytosol（+）条件と同様）におい
て、32℃で 30分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を固定して蛍光抗体法を行った。
蛍光抗体法では、Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体および各種オルガネラマーカータンパク質に
対する抗体を用いた二重染色を行った。マーカータンパク質（オルガネラ）として、ERGIC-53
（ERGIC）、GM130（シスゴルジ層）、p230（トランスゴルジ層およびトランスゴルジネットワー
ク）、EEA1（初期エンドソーム）に対する抗体を使用した。Merge は、GST–Rab6A の画像と各
マーカータンパク質の画像の重ね合わせ画像を示す。スケールバーは 20 µmあるいは 2 µm（high 

mag.）。  
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 10 GST–Rab6A ゴルジ体ターゲティングの細胞質濃度依存性 
セミインタクトHeLa細胞を、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、および 0、0.5、1、3 

mg/mlの L5178Y細胞質（0 mg/mlは、図 8Aの Cytosol（−）条件と同様）とともに 32℃で 30
分間インキュベートした。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した。

蛍光強度のデータは、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 10個の細
胞を解析）。各実験の0 mg/ml条件の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 11 セミインタクト HeLa 細胞と細胞質のインキュベート時間の検証 
セミインタクトHeLa細胞を、L5178Y細胞質存在下（図8AのCytosol（+）条件と同様）におい
て、32℃で 5、10、30、70 分間インキュベートし、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供
した。蛍光強度のデータは、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で1条件あたり24-32

個の細胞を解析）。0分時点の蛍光強度は 0とした。各実験の 30分時点の蛍光強度を平均し、その
値を 1として正規化した。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 12 Triton X-114 二相分配法を用いた GST–Rab6A のプレニル化状態の解析 
32℃で30分間インキュベートした後のセミインタクトHeLa細胞あるいは混合液（（A）および（B）
を参照）を、Triton X-114を用いた二相分配法に供した（詳細は 4.20の項を参照）。等量の界面活
性剤の相（DP）あるいは水相（AP）をポリアクリルアミドゲルにアプライし、抗 GST 抗体を用
いたウエスタンブロッティング（WB）により解析を行った。 

（A）セミインタクトHeLa細胞を、L5178Y細胞質存在下（図 8AのCytosol（+）条件と同様）
において、32℃で 30分間インキュベートした。インキュベート後、Triton X-114二相分配法に供
した。図は 3回の実験の代表的な結果を示す。 
（B）セミインタクトHeLa細胞非存在下で、GST–Rab6AをATP再生系、glucose、GTP、およ
び 3 mg/mlのL5178Y細胞質（Cytosol（+））あるいはTB（Cytosol（−））とともに 32℃でイン
キュベートした。インキュベート後、Triton X-114二相分配法に供した。図は3回の実験の代表的
な結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 13 高塩濃度処理条件における GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティング 
セミインタクトHeLa細胞に、0.5 M KClを含むTB（0.5 M KCl）あるいはKClを含まないTB
（0 M KCl）を加えて、氷上で 10分間インキュベートした。インキュベート後、細胞をTBで 2
回洗浄し、細胞にGST–Rab6AとATP再生系、3 mg/mlのL5178Y細胞質を加えて、32℃で 30

分間インキュベートした（Cytosol（−）条件は、図 8Aの Cytosol（−）と同様の条件）。インキュ
ベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した。蛍光強度のデータは、3回の実験の
平均±標準偏差で示した（1 回の実験で 1 条件あたり 29-31 個の細胞を解析）。各実験の Cytosol
（−）条件の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。***P < 0.001（Dunnett's test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 14 セミインタクト HeLa 細胞のノコダゾール処理 

ノコダゾール処理を行った HeLa 細胞の形質膜を、SLO を用いて透過処理し、細胞質成分を除去
した。得られたセミインタクト HeLa 細胞を、ノコダゾール存在下（Nocodazole（+））あるいは
非存在下（Nocodazole（−））において、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、および 3 mg/ml
のL5178Y細胞質とともに 32℃で 30分間インキュベートした。インキュベート後、細胞を固定し
て蛍光抗体法を行った。蛍光抗体法では、Alexa Fluor® 488標識抗GST抗体、および β-tubulin
あるいは p230 に対する抗体を用いた二重染色を行った（詳細は 4.12 の項を参照）。Merge は、
β-tubulinあるいはp230の画像と、GST–Rab6Aの画像の重ね合わせ画像を示す。スケールバーは
20 µm。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 15 GST–Rab6A ゴルジ体ターゲティングの微小管非依存性 
ノコダゾール処理を行ったセミインタクトHeLa細胞（図 14）における、GST–Rab6Aのゴルジ
体ターゲティング量の定量。蛍光強度のデータは、3 回の実験の平均±標準偏差で示した（1 回の

実験で 1条件あたり 27-31個の細胞を解析）。各実験の Cytosol（−）条件（Cytosol（−）条件は、
図 8AのCytosol（−）と同様の条件）の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。***P < 
0.001、N.S.P > 0.05（Tukey–Kramer test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 16 GST プルダウンアッセイの概略図 
GST–Rab6A（あるいはコントロールとしてGST）をGlutathione Sepharose 4Bビーズ（beads）

存在下で 3 mg/mlの L5178Y細胞質（cytosol）とインキュベートした後、混合液を遠心した。遠
心により得られたペレット（ビーズ画分（bead fraction））には、混合液中に存在したGST–Rab6A
（あるいは GST）およびその結合タンパク質（GST-binding proteins あるいは
GST–Rab6A-binding proteins）が含まれる。遠心により得られた上清（Sup; Cytosol（−RBP）あ
るいはCytosol（−GST））は、ゴルジ体ターゲティングアッセイ（Golgi-targeting assay）に供し、
セミインタクト HeLa 細胞において GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティングに及ぼす影響を調べ
た。ビーズ画分（GST–Rab6A bead fraction、あるいはGST bead fraction）は、SDS-PAGEに供
し、SYPRO Ruby染色（SYPRO Ruby stain）と質量分析法（LC–MS/MS）、あるいはウエスタ

ンブロッティング（Western blotting）により解析して、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング
を制御する候補因子の検出と同定を行った（詳細は 4.15の項を参照）。 
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.を一部改変） 
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図 17 GST プルダウンアッセイ上清に含まれる GST–Rab6A あるいは GST 量の解析 
GSTプルダウンアッセイにより得られた Cytosol（−GST）および Cytosol（−RBP）（図 16を参
照）を、SDS-PAGEを用いて分離し、抗GST抗体を用いたウエスタンブロッティング（WB）に

より解析した。Depleted（supernatant）は、GSTプルダウンアッセイの遠心後の上清であり、ゴ
ルジ体ターゲティングアッセイに供した細胞質を示している。一方、Inputは、GSTプルダウンア
ッセイの遠心による分離前の混合液（3 mg/mlの L5178Y細胞質および GST–Rab6A（あるいは
GST）を含む）である。右端に分子質量を示した。図は 3回の実験の代表的な結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 18 ゴルジ体ターゲティングアッセイを用いた Cytosol（−RBP）の解析 

（A）セミインタクトHeLa細胞を、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、およびCytosol
（−RBP）（あるいは Cytosol（−GST））とともに、32℃で 30 分間インキュベートした（ただし、
Cytosol（−）条件および Cytosol（+）条件は図 8Aと同様の条件）。インキュベート後、細胞をゴ
ルジ体ターゲティングアッセイに供した。図は、各条件における代表的な画像を示している。スケ

ールバーは 20 µm。 
（B）（A）の細胞における、GST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量の定量。蛍光強度のデータ
は、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 17-31個の細胞を解析）。各
実験のCytosol（−）条件の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。***P < 0.001、**P < 

0.01（Tukey–Kramer test）。  
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 19 GST–Rab6A ビーズ画分からの BICD2 の抽出と同定 

（A）GSTプルダウンアッセイ（図 16を参照）により得られた、GST–Rab6Aビーズ画分あるい
はGSTビーズ画分から溶出されたタンパク質を、SDS-PAGEを用いて分離し、SYPRO Ruby染
色により検出した。左端に分子質量を示した。矢印は、GST–Rab6Aビーズ画分で特異的に検出さ
れたタンパク質のバンドを示している。このバンドは、ゲルから切り出し、LC–MS/MSに供した。 
（B）（A）の溶出タンパク質を、SDS-PAGEを用いて分離し、抗BICD2抗体を用いたウエスタン
ブロッティングにより解析した。左端に分子質量を示した。図は4回の実験の代表的な結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 20 GST プルダウンアッセイ上清に含まれる BICD2 量の解析 
GSTプルダウンアッセイにより得られた Cytosol（−GST）および Cytosol（−RBP）（図 16を参
照）を、SDS-PAGEを用いて分離し、抗BICD2抗体および抗GAPDH抗体（ローディングコン
トロールとして使用）を用いたウエスタンブロッティングにより解析した。図は2回の実験の代表

的な結果を示す。  
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 21 ウエスタンブロッティングを用いた BICD2ノックダウン効率および Rab6発現量
に対する影響の解析 

HeLa細胞に、scramble siRNA（control）あるいはBICD2に対する 2つの異なる siRNA（BICD2 
#1、BICD2 #2）をトランスフェクションした。72時間後、細胞を溶解し、抗Rab6抗体、抗BICD2
抗体、および抗GAPDH抗体（ローディングコントロールとして使用）を用いたウエスタンブロッ
ティングに供した。図は3-4回の実験の代表的な結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 22 蛍光抗体法を用いた BICD2 ノックダウン HeLa 細胞の解析 
（A）HeLa細胞に、scramble siRNA（control）あるいはBICD2に対する siRNA（BICD2 #1、
BICD2 #2）をトランスフェクションした。72時間後、細胞を固定し、抗Rab6抗体および抗p230
抗体を用いて二重染色を行った。破線は細胞の輪郭を示している。Mergeは、Rab6の画像とp230
の画像の重ね合わせ画像を示す。スケールバーは 20 µm。 
（B）（A）のゴルジ体領域におけるRab6量の定量。LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用いて、ゴ
ルジ体領域のRab6の蛍光強度を測定した（ゴルジ体以外の細胞質領域における蛍光強度をバック
グラウンドとした）。蛍光強度のデータは、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1

条件あたり 20-22個の細胞を解析）。各実験の control条件の蛍光強度を平均し、その値を1として
正規化した。***は、control条件と比較してP値が 0.001未満であることを示す（Dunnett's test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 23 細胞分画法を用いた BICD2 ノックダウン HeLa 細胞の生化学的解析 
（A）HeLa細胞に、scramble siRNA（control）あるいはBICD2に対する siRNA（BICD2 #1、
BICD2 #2）をトランスフェクションした。72時間後、細胞を回収し、破砕と遠心を行って細胞質
画分（cyt）と膜画分（mb）に分離した（詳細は 4.13の項を参照）。各画分は SDS-PAGEを用い
て分離し、抗Rab6抗体、抗Calnexin抗体、および抗GAPDH抗体を用いたウエスタンブロッテ

ィングに供した。Calnexinは膜画分のマーカー、GAPDHは細胞質画分のマーカーとして用いた。
図は 5回の実験の代表的な結果を示す。 
（B）（A）の各画分に存在するRab6量の定量。Rab6のバンド強度を、Multi Gauge Ver 3.2を用
いて測定した。次に、条件ごとに、細胞質画分と膜画分のバンド強度の和を算出した。この和を 100%
とし、和に対する各画分の割合を求めた。続いて、BICD2ノックダウン細胞（BICD2 #1 siRNA
条件あるいはBICD2 #2 siRNA条件）における細胞質画分の割合を、コントロール細胞（control
条件）の細胞質画分の割合で正規化した（コントロール細胞における割合を 1 とした）。同様に、
BICD2 ノックダウン細胞における膜画分の割合を、コントロール細胞の膜画分の割合で正規化し

た。データは、5 回の実験の平均±標準偏差で示した。*は、control 条件と比較して P 値が 0.05
未満であることを示す（the sign test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 24 BICD1/BICD2 ダブルノックダウン HeLa 細胞の生化学的解析 
（A）HeLa細胞に、scramble siRNA（control）、あるいはBICD1に対する siRNAおよびBICD2
に対する siRNAを混合したもの（BICD1 #2 siRNAおよび BICD2 #2 siRNA; BICD1+2）をトラ

ンスフェクションした。72時間後、図 23Aの場合と同様の方法により、細胞質画分（cyt）と膜画
分（mb）に分離した。各画分は、SDS-PAGEを用いて分離し、抗Rab6抗体、抗Calnexin抗体、
および抗 GAPDH 抗体を用いたウエスタンブロッティングに供した。図は 6 回の実験の代表的な
結果を示す。 
（B）（A）の各画分に存在するRab6量の定量。図 23Bの場合と同様の方法により定量を行った。
データは、6回の実験の平均±標準偏差で示した。*は、control条件と比較して P値が 0.05未満
であることを示す（the sign test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 25 BICD1 ノックダウン HeLa 細胞の生化学的解析 

（A）HeLa細胞に、scramble siRNA（control）あるいはBICD1に対する 2つの異なる siRNA
（BICD1 #1、BICD1 #2）をトランスフェクションした。72時間後、図 23Aの場合と同様の方法
により、細胞質画分（cyt）と膜画分（mb）に分離した。各画分は、SDS-PAGEを用いて分離し、
抗Rab6抗体、抗Calnexin抗体、および抗GAPDH抗体を用いたウエスタンブロッティングに供
した。図は 6回の実験の代表的な結果を示す。 
（B）（A）の各画分に存在するRab6量の定量。図 23Bの場合と同様の方法により定量を行った。
データは 6回の実験の平均±標準偏差で示した。N.S.は、control条件と比較してP値が 0.05より
大きいことを示す（the sign test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 26 ウエスタンブロッティングを用いた BICD1 あるいは BICD2 のノックダウン効率
および Rab6 発現量に対する影響の解析 
（A）HeLa細胞に、scramble siRNA（control）、あるいはBICD1に対する siRNAおよびBICD2
に対する siRNAを混合したもの（BICD1 #2 siRNAおよび BICD2 #2 siRNA; BICD1+2）をトラ

ンスフェクションした。72時間後、細胞を溶解し、抗Rab6抗体、抗BICD1抗体、抗BICD2抗
体、および抗 GAPDH 抗体を用いたウエスタンブロッティングに供した。図は 3 回の実験の代表
的な結果を示す。 
（B）HeLa細胞に、scramble siRNA（control）あるいはBICD1に対する siRNA（BICD1 #1、
BICD1 #2）をトランスフェクションした。72時間後、細胞を溶解し、抗 Rab6抗体、抗 BICD1
抗体、および抗 GAPDH 抗体を用いたウエスタンブロッティングに供した。図は 3 回の実験の代
表的な結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 27 抗 BICD2 抗体添加条件における GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティング 
抗BICD2抗体添加条件におけるGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量の定量。セミインタク
トHeLa細胞に、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、3 mg/mlのHeLa S3細胞質、およ

び 2-5 µgの抗BICD2抗体（BICD2）（あるいはコントロールとしてnormal rabbit IgG（IgG））
を加え、32℃で 30分間インキュベートした（Cytosol（−）条件は、図 8AのCytosol（−）と同様
の条件）。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した。蛍光強度のデー

タは、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 27-34個の細胞を解析）。
各実験のCytosol（−）条件の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。***P < 0.001、**P 
< 0.01（Tukey–Kramer test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 28 抗 BICD1 抗体添加条件における GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティング 
抗BICD1抗体添加条件におけるGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量の定量。セミインタク
トHeLa細胞に、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、3 mg/mlのHeLa S3細胞質、およ

び 1-2 µgの抗BICD1抗体（BICD1）（あるいはコントロールとしてnormal rabbit IgG（IgG））
を加え、32℃で 30分間インキュベートした（Cytosol（−）条件は、図 8AのCytosol（−）と同様
の条件）。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した。蛍光強度のデー

タは、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 15-31個の細胞を解析）。
各実験のCytosol（−）条件の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。***P < 0.001、N.S.P 
> 0.05（Tukey–Kramer test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 29 ウエスタンブロッティングを用いた GST プルダウンアッセイビーズ画分の解析 
GSTプルダウンアッセイ（図16を参照）により得られた、GST–Rab6Aビーズ画分あるいはGST

ビーズ画分から溶出されたタンパク質を、SDS-PAGEを用いて分離し、抗Rabkinesin-6抗体ある
いは抗ZW10抗体を用いたウエスタンブロッティングにより解析した。図は3回の実験の代表的な
結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 30 抗 Rabkinesin-6 抗体添加条件における GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティング 
抗Rabkinesin-6抗体添加条件におけるGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量の定量。セミイ
ンタクトHeLa細胞に、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、3 mg/mlのHeLa S3細胞質、
および 1-2 µgの抗Rabkinesin-6抗体（Rabkinesin）（あるいはコントロールとしてnormal rabbit 

IgG（IgG））を加え、32℃で 30分間インキュベートした（Cytosol（−）条件は、図 8AのCytosol
（−）と同様の条件）。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した。蛍光
強度のデータは、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 20-23個の細
胞を解析）。各実験のCytosol（−）条件の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。***P 
< 0.001、N.S.P > 0.05（Tukey–Kramer test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 31 抗 ZW10 抗体添加条件における GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティング 
抗 ZW10抗体添加条件におけるGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量の定量。セミインタク
トHeLa細胞に、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTP、3 mg/mlのHeLa S3細胞質、およ
び 2-5 µgの抗ZW10抗体（ZW10）（あるいはコントロールとしてnormal rabbit IgG（IgG））を

加え、32℃で 30分間インキュベートした（Cytosol（−）条件は、図 8AのCytosol（−）と同様の
条件）。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した。蛍光強度のデータ

は、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 26-34個の細胞を解析）。各
実験のCytosol（−）条件の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。**P < 0.01、***P < 
0.001、N.S.P > 0.05（Tukey–Kramer test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 32 （インターネット公表に対する共著者全員の同意が得られていないため未掲載） 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 107 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 33 His-mBICD2 添加条件における GST–Rab6A のゴルジ体ターゲティング 

His-mBICD2添加条件におけるGST–Rab6Aのゴルジ体ターゲティング量の定量。セミインタク
ト HeLa細胞に、GST–Rab6A、ATP再生系、glucose、GTPおよび Cytosol（−RBP）を加え、
10 µgのHis-mBICD2の存在下（Cytosol（−RBP）+BICD2）あるいは非存在下（Cytosol（−RBP））
で、32℃で 30分間インキュベートした（Cytosol（+）条件は、図 8AのCytosol（+）と同様の条
件）。インキュベート後、細胞をゴルジ体ターゲティングアッセイに供した。蛍光強度のデータは、

3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 26-32個の細胞を解析）。各実験
のCytosol（−RBP）の蛍光強度を平均し、その値を1として正規化した。*P < 0.05、**P < 0.01
（Dunnett's test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 34 マウス BICD2 タンパク質およびその欠失変異体のドメイン構造 
マウス BICD2 タンパク質およびその欠失変異体（BICD2706–810 および BICD21–705）のドメイン

構造を示した。3つのコイルドコイル領域をそれぞれ、CC1、CC2、CC3とした（白色四角部分）。 
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 35 共免疫沈降法を用いた GFP–Rab6A と mCherry 融合 BICD2 欠失変異体の相互

作用解析 
HeLa 細 胞 に GFP–Rab6A と mCherry–BICD2706–810 、 あ る い は GFP–Rab6A と

mCherry–BICD21–705のプラスミドを同時トランスフェクションし、抗GFP抗体（GFP）あるい
はコントロールとしてnormal rabbit IgG（IgG）を用いた共免疫沈降法（IP）を行った（詳細は
4.16の項を参照）。抗体と混合する前の細胞懸濁液（上清）を Inputとした。サンプルは、抗GFP
抗体あるいは抗 mCherry 抗体を用いたウエスタンブロッティング（WB）により解析した。左端
に分子質量を示した。図は3回の実験の代表的な結果を示す。 
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.を一部改変） 
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図 36 蛍光抗体法を用いた GFP–Rab6A および mCherry 融合 BICD2 欠失変異体の局
在解析 
HeLa 細胞に GFP–Rab6A と mCherry–BICD2706–810（BICD2706–810）、GFP–Rab6A と

mCherry–BICD21–705（BICD21–705）、あるいはコントロールとして GFP–Rab6A と mCherry 空
ベクター（mock）のプラスミドを同時トランスフェクションした。24時間後、細胞を固定し、抗
p230 抗体を用いて染色を行った。Merge は、GFP–Rab6A の画像、mCherry（mCherry、
mCherry–BICD2706–810あるいは mCherry–BICD21–705）の画像、および p230 の画像の重ね合わ
せ画像を示す。スケールバーは 20 µm。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 37 mCherry 融合 BICD2 欠失変異体発現細胞を用いた GFP–Rab6A の動態解析 
（A）HeLa 細胞に GFP–Rab6A と mCherry–BICD2706–810（BICD2706–810）、GFP–Rab6A と
mCherry–BICD21–705（BICD21–705）、あるいはコントロールとして GFP–Rab6A と mCherry の
空ベクター（mock）のプラスミドを同時トランスフェクションした。24時間後、FRAP法により
解析を行った（詳細は 4.19の項を参照）。図は 3回の実験の代表的な結果であり、蛍光強度のデー
タ（Recovery of fluorescence intensity）は、条件ごとに各細胞の平均±標準誤差で示した（1回の
実験で 1条件あたり 3-5個の細胞を解析）。 
（B）（A）の解析において、GFP–Rab6A のブリーチ前（Prebleach）および示した時間における

代表的な画像を示している。スケールバーは20 µm。 
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 38 蛍光抗体法を用いた GTP 結合型 Rab6 の検出 
HeLa細胞に、①scramble siRNA（control）、②BICD1に対する siRNA（BICD1 #1、BICD1 #2）、
③BICD2に対する siRNA（BICD2 #1、BICD2 #2）、④BICD1に対する siRNAおよびBICD2
に対する siRNAを混合したもの（BICD1 #2 siRNAおよび BICD2 #2 siRNA; BICD1+2）のいず
れかをトランスフェクションした。72時間後、細胞を固定し、抗GTP結合型Rab6（Rab6-GTP）
抗体、抗Rab6抗体および抗p230抗体を用いて三重染色を行った。Mergeは、Rab6-GTPの画像、

Rab6の画像、およびp230の画像の重ね合わせ画像を示す。スケールバーは 20 µm。 
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 39 蛍光抗体法を用いた GTP 結合型 Rab6 量の解析 
図 38の細胞について、Rab6の発現量に対するRab6-GTPの発現量の割合（Rab6-GTP/Rab6）を
表した箱ひげ図。タンパク質発現量の定量は、図 38の細胞について、Rab6-GTPおよびRab6の
蛍光強度を測定することに基づいて行った（詳細は 4.9 の項を参照）。箱は第 3 四分位数（上端）
から第 1四分位数（下端）まで、箱内の横線は第 2四分位数（中央値）、ひげの両端は最小値と最
大値を示す。図は2回の実験の代表的な結果を示す。Control 条件の平均の割合を 1とした（1条
件あたり 30個の細胞を解析）。***は、control条件と比較してP値が 0.001未満であることを示す
（Steel's test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 40 BFA 処理および GT–GFP を用いたゴルジ体消失のキネティクスの解析 
（A）ウエスタンブロッティングを用いたノックダウン効率の確認。HeLa細胞に、scramble siRNA
（control）、Rab6に対する siRNA（Rab6）、あるいはBICD2に対する siRNA（BICD2 #2）をト
ランスフェクションした。72 時間後、細胞を溶解し、抗 Rab6 抗体、抗 BICD2 抗体、および抗

GAPDH抗体（ローディングコントロールとして使用）を用いたウエスタンブロッティングに供し
た。図は 3回の実験の代表的な結果を示す。 
（B）BFA処理を行ったHeLa細胞の、ゴルジ体消失過程の各段階における代表的な画像。消失過
程は、①Golgi：GT–GFPが典型的なゴルジ体の位置（核近傍領域）に局在、②Golgi + tubules：
管状構造がゴルジ体から出現、③tubules + ER：管状構造が小胞体（細胞質領域にGT–GFPによ
り可視化される網目構造）と融合し核近傍領域の典型的なゴルジ体構造が消失、④ER：GT–GFP
が小胞体に吸収され管状構造が完全に消失、の4段階に分割した。スケールバーは20 µm。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 41 ゴルジ体消失過程のキネティクスに対する Rab6ノックダウンあるいは BICD2ノ
ックダウンの影響 
HeLa細胞に、scramble siRNA（control）、Rab6に対する siRNA（Rab6）、あるいはBICD2に
対する siRNA（BICD2 #2）をトランスフェクションして 48時間後、GT–GFPのプラスミドをト
ランスフェクションした。続いて、細胞を 10 µg/mlのBFAで 0、5、10、30分間処理した。処理
後、細胞を固定し、LSM510 共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察を行った。BFA によって誘導さ
れるゴルジ体消失過程のキネティクスは、この消失過程を 4 段階に分割（図 40B を参照）し、各

段階の細胞数を計数した後、各時点ごとに各段階の細胞の割合を算出することにより解析した。デ

ータは、3回の実験の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 100個の細胞を解析）。 
（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 42 Alexa Fluor® 488 標識 CtxB を用いた逆行輸送経路の解析 
（A）Alexa Fluor® 488標識CtxBが形質膜（PM）、ゴルジ体（Golgi）、小胞体（ER）の各領域
に局在している細胞の代表的な画像。スケールバーは10 µm。 
（B）Scramble siRNA（control）、Rab6に対する siRNA（Rab6）、あるいはBICD2に対する siRNA
（BICD2 #2）をトランスフェクションしたHeLa細胞における、Alexa Fluor® 488標識CtxBの
輸送キネティクス。データは、CtxBの局在ごとに細胞の割合（%）を計数・算出し、3回の実験の
平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 100個の細胞を解析）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 43 VSVGts045-GFP を用いた順行輸送経路の解析 
（A）GFP融合VSVGts045（VSVGts045-GFP）が小胞体（ER）、ゴルジ体（Golgi）、形質膜（PM）
の各領域に局在している細胞の代表的な画像。スケールバーは10 µm。 
（B）Scramble siRNA（control）、Rab6に対する siRNA（Rab6）、あるいはBICD2に対する siRNA
（BICD2 #2）をトランスフェクションしたHeLa細胞における、VSVGts045-GFPの輸送キネテ
ィクス。データは、VSVGts045-GFPの局在ごとに細胞の割合（%）を計数・算出し、3回の実験
の平均±標準偏差で示した（1回の実験で 1条件あたり 100個の細胞を解析）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 44 VSVGts045-GFP の局在 
Scramble siRNA（control）、Rab6に対する siRNA（Rab6）、あるいは BICD2に対する siRNA

（BICD2 #2）をトランスフェクションしたHeLa細胞について、32℃でのインキュベート開始か
ら 0、30、60、120分時点の VSVGts045-GFPの局在の代表的な画像を示している（詳細は 4.22
の項を参照）。スケールバーは10 µm。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 45 CI-M6PR を用いたエンドソーム-トランスゴルジネットワーク間の輸送解析 

HeLa細胞に、scramble siRNA（control）、Rab6に対する siRNA（Rab6）、あるいはBICD2に
対する siRNA（BICD2 #2）をトランスフェクションした。72時間後、細胞を固定し、抗CI-M6PR
抗体および抗 p230抗体を用いて二重染色を行った。Mergeは、CI-M6PRの画像と p230の画像
の重ね合わせ画像を示す。スケールバーは 20 µm。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 46 In vitro GEF アッセイを用いた BICD2 の GEF 活性測定 

GST–Rab6Aに結合したmant-GDPの遊離キネティクス。キネティクスは、1 µM（赤）、2 µM（青）、
4 µM（緑）のHis-mBICD2を反応液に添加した条件、添加しないコントロール条件（intrinsic、
水色）、あるいは 5 mMのEDTAを添加した条件（黄）において測定した。His-mBICD2は測定
開始前に反応液に加えて混合し、100 µMのGTPあるいは 5 mM EDTAは測定開始から 100秒時
点（矢印）で、反応液に添加した。Intrinsic における約 100 秒時点の測定値の急激な減少は、
mant-GDPの遊離ではなく、GTPあるいはEDTA溶液を加えたことによって反応液が希釈された
ことを示している。図は1-3回の実験の代表的な結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 

 
 
 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 

0.8 

0.9 

1 

1.1 

0 200 400 600 800 

I 4
4
0
 (

a
rb

it
ra

ry
 u

n
it
s
) 

time (s) 

intrinsic 

1µM BICD2 

2µM BICD2 

4µM BICD2 

5mM EDTA 

intrinsic!

1 µM BICD2!

2 µM BICD2!

4 µM BICD2!

5 mM EDTA!



 121 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 47 Rab6 ノックダウン HeLa 細胞の生化学的解析 

HeLa細胞に、scramble siRNA（control）あるいはRab6に対する siRNA（Rab6）をトランスフ
ェクションした。72 時間後、細胞を回収し、細胞分画法により細胞質画分（cyt）と膜画分（mb）
に分離した（詳細は 4.13の項を参照）。各画分は SDS-PAGEを用いて分離し、抗 BICD2抗体、
抗Calnexin抗体、および抗GAPDH抗体を用いたウエスタンブロッティングに供した。Calnexin
は膜画分のマーカー、GAPDHは細胞質画分のマーカーとして用いた。図は4回の実験の代表的な
結果を示す。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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図 48 蛍光抗体法を用いた GFP-mBICD2 の局在解析 

（A）HeLa細胞に、scramble siRNA（control）あるいはRab6に対する siRNA（Rab6）をトラ
ンスフェクションし、37℃で48時間培養した。48時間後、GFP融合マウスBICD2（GFP-mBICD2）
のプラスミドをトランスフェクションし、37℃でさらに 24時間培養した。24時間後、細胞を固定
し、抗Rab6抗体および抗 p230抗体を用いて二重染色を行った。Mergeは、GFP-mBICD2の画
像、p230の画像、およびRab6の画像の重ね合わせ画像を示す。スケールバーは 20 µm。 
（B）（A）のゴルジ体領域におけるGFP-mBICD2量の定量。LSM510共焦点レーザー顕微鏡を用
いて、ゴルジ体領域のGFP-mBICD2の蛍光強度を測定した（ゴルジ体以外の細胞質領域における
蛍光強度をバックグラウンドとした）。蛍光強度のデータは、3回の実験の平均±標準偏差で示した

（1回の実験で 1条件あたり 20-22個の細胞を解析）。各実験の control条件の蛍光強度を平均し、
その値を 1として正規化した。***P < 0.001（Student's t-test）。 

（出典元：Matsuto et al. (2015) Biochim. Biophys. Acta. 1853 (10), 2592-2609.） 
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表 1 （インターネット公表に対する共著者全員の同意が得られていないため未掲載） 
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         ◯: 変化が確認されなかった 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
表 2 小胞輸送に対する Rab6 ノックダウンあるいは BICD2 ノックダウンの影響 
本研究で行った輸送解析の結果をまとめた（詳細は2.8の項を参照）。 
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