
細胞内蛋白質輸送に関与するCOP被 覆小胞の形成機構と機能

久下 理 ・久下小百合

細胞内蛋白質輸送の多くは，生体膜から出芽を介して形成される輸送小胞により媒介さ

れる。ゴルジ体膜での輸送小胞の形成には，GTP， アシルOoA， ならびに細胞質に存在

する2種類の蛋白質 （コートマーとARF） が必要であり，その2種類の蛋白質に覆われ

た輸送小胞が形成される。この輸送小胞は，00P被 覆小胞と名づけられ，ゴルジ層板間

の蛋白質輸送に加え，小胞体とゴルジ体間の両方向の蛋白質輸送にも関与することが示唆

されている。

【蛋白質輸送】【小胞輸送】【被覆小胞】

はじめに 独 自の機能 を有す る細胞内の各オルガネラ

や形質膜が どの ような機構で形成 ・維持 されているの

かを明 らかにす ることは，現代細胞生物学の重要な研

究テーマのひとつである。各オルガネラの機能 は，そ

のオルガネラに特異的に存在する蛋白質が多 くの部分

を担っている。 したがって，新たに合成された蛋白質

がどのような機構でその機能 を発現する固有の場所に

輸送され，局在化 されるのかを解明することがオルガ

ネラの形成 ・維持機構 を明 らかにするうえで必須の こ

とと思われる。各オルガネラへの蛋白質輸送は，3つ に

分類 される機構で行なわれ る。1つ は，ゲーティッド輸

送 （gatedtransport） とよばれるもので核への輸送が

この機構で行なわれる。 この場合，核膜孔複合体が，核

輸送 シグナルを有 する蛋白質 を選択的に通過 させ る門

として機能する。2つ 目は， トランスメンブラン輸送

（transmembranetransport） とよばれる機構で，動物

細胞では小胞体， ミトコン ドリア，ペルオキシゾーム

への輸送が この機構で行なわれる。これ らのオルガネ

ラへの輸送 シグナルを有する蛋 白質 は，各オルガネラ

膜 に固有 に存在する蛋白質輸送担体 （proteintrans－

10cators） を介 してオルガネラ膜 を通過あるいは貫通す

る。3つ 目は，小胞輸送 （vesiculartransport） とよば

れ る機構 である。小胞輸送 による蛋 白質輸送 は，輸送

される蛋白質が ドナーコンパー トメン トか ら出芽する

輸送小胞 に取 り込 まれ，続いてその輸送小胞がア クセ

プター コンパー トメントと融合することにより行なわ

れる （図1）。新生分泌蛋白質は，小胞体 （ER）内腔 に

放出されたのちに，シスゴルジネッ トワーク （CGN） ，

ゴルジスタック，および トランスゴルジネ ットワーク

（TGN） を順次経由して細胞外へ分泌 されるが， このい

わゆる分泌経路 （図2） における蛋白質輸送 は小胞輸送

により行なわれる。ゴルジ体，形質膜， リソソーム，お

よび分泌顆 粒 に局在する可溶性 蛋白質 と膜蛋白質 も輸

送小胞 によりこの分泌経路 とその支流 を経て輸送され，
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図1小 胞 輸 送 の 基 本 反応

ドナー ・コンパー トメ ン トか らア クセプター ・コンパー トメ ン ト

へ蛋 白質が輸 送 される機構 を模式的 に示 す。輸 送 される蛋 白質

（黒 丸）を有す る ドナー・コンパー トメン ト （1）か らその蛋白質

を取 り込 ん だ小胞 の 出芽が 始 まる （2）。輸 送 小胞 が形 成 され

（3），その小胞 は，細胞質 を移行 してア クセ プター ・コンパー ト

メン トと融合 する （4）。 蛋白質 の輸送 が完 了する （5）。

細胞外に輸送されないの も，小胞体への局在化 シグナ

ルが働 いているゆえと思われる。先に も述べたように

小胞輸送で は，輸送小胞の出芽 と融合が基本反応 とな

る。 したがって， この出芽 と融合 の機構 を明 らかにす

ることが，小胞輸送の機構 を理解するための最 も基本

的課題 と思われる。また，特定の蛋白質が選択的に輸

送小胞 に取 り込まれる可能性，ならびに融合が輸送小

胞 と正 しい標的膜 との間で特異的 に起 こることを考 え

合わせ ると，蛋白質の選別 （sorting）と局在化 という

問題 もこの出芽 と融合 の機構 にかかわって くる。本稿

で はゴルジ体膜から出芽する輸送小胞 として同定され，

COP被 覆小胞 と名づけられた輸送小胞の形成機構 と機

能に関する知見 をまとめてみたい。

Ⅰ

，ゴルジ体で形成される被覆小胞（COP被 覆小胞）の同

定 ・分離

それ らの蛋白質が有するシグナル配列により固有のコ

ンパー トメン トに局在化するものと考えられている。小

胞体 に存在す る蛋 白質が，分泌経路 を経て細胞表面 や

Rothmanら は，ゴルジ層板間における蛋白質輸送を

無細胞系 において測定する方法をチ ャイニーズ ・ハム

スター卵巣 （CHO）細 胞由来のCHO－K1細 胞 株 とその

図2分 泌経 路 の 概 要

細胞膜， リソ ソー ム， 分泌顆 粒， ゴルジ体 に存在 する膜蛋 白質 と可溶性蛋 白質 の

多 くは， 小胞体 で合成 されたのちに輸送小胞 を介 してそれ ら固有 の場所 に輸送 さ

れ る。

変異株である15B細 胞株 を用いて確立 し

た1）。以下簡単にその方法について述べる。

材 料 に は，水疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス

（vesicularstomatitisvirus；VSV） に感

染 した15B株 よ り調製 したゴルジ体画分

（ドナー・ゴルジ）と，非感染 のCHO－K1

株 か ら調製 したゴルジ体画分 （アクセプ

ター ・ゴルジ）を用いる。15B株 は， ゴ

ルジ体中間部に存在する1〉一アセチルグル

コサ ミン （GlcNAc） 転移酵素1を 欠損 し

ている。 したが って，VSVに 感 染 した

15B株 では，VSV由 来 の糖蛋白質 （vsv-

G蛋 白質） は， ゴルジ中間部での通常の

修飾であるGlcNAcの 転 移を受 けずに分

泌経路 を経て細胞表面に輸送されていく。

アクセプター ・ゴル ジとドナー ・ゴルジ

をATP， 細 胞質画分の蛋白質，ならびに

UDP-［3H］GlcNAcと ともに保温すると，

VSV－G蛋 白質 に［3H］GlcNAcが 転 移 さ

れ る。 こ の ［3H］GicNAcの 転 移 は，

VSV-G蛋 白質が，15B株 由来のゴル ジ

体からCHO－K1株 由来のゴルジ体へ輸送
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図3ゴ ル ジ層 板 間 の蛋 白質輸 送 反応 を測 定 す る方 法 の模 式図

VSVに 感染 した15B株 か ら調製 した ドナー ・ゴルジ と非感 染のCHO-K1株 か ら調

製 したア クセ プター ・ゴル ジをATP， 細胞質画分 の蛋 白質， な らび にUDP一 ［3H］

GlcNAcと ともに保温 すると，VSV－G蛋 白質に ［3H］GlcNAcが 転移 する。 ドナー・

ゴル ジは ［3H］GlcNAcの 転移 を触媒 する酵素 を欠損 している ため， この反応 は，

VSV－G蛋 白質が ドナー ・ゴルジか らアクセプ ター ・ゴル ジに輸 送 され ては じめて

起 こる反応 と考 えられ る。 したがって，VSV-G蛋 白質 に結合 した ［3H]'GIcNAcの

放射活性 を測定す ることによ り， どの程度輸送 が起 こっ たか を調べ ることがで き

る。 もちろん この反応系では， ドナー ・ゴルジ層板 間での輸送 も生 じるものと思

われ る。

された結果生 じたものと思われる （図3）。そこで，反

応終了後VSV－G蛋 白質を抗体 を用いて沈降させ，そ

の放射活性を調べることによ り，輸送反応 を測定する

ことができる。さらにRothmanら は，この無細胞系反

応 を生化学的手法，および電子顕微鏡 を用いた形態学

的手法 により解析 し，図4に 示 されるような蛋 白質輸

送のモデルを提唱 した2）。 このモデルによると，蛋白質

輸送 は，脂質二重膜 とそれを覆 う蛋白質 （コー ト蛋 白

質）により構成 される被覆小胞の ドナーコンパー トメ

ン ト膜か らの発芽， ピンチングオフ，夕一ゲッテ ィン

グ，脱 コー ト， ならびにアクセプター コンパー トメン

ト膜 との融合 という一連のステップを経て行なわれる。

単離 したゴルジ体 と細胞質蛋白質をATP存 在 下に保温

すると， これらの一連の反応が進行 し，小胞に取 り込

まれた可溶性蛋白質 と膜蛋白質がゴルジ層板間を移行

してゆくものと考えられている。この反応系にGTPの

非 加水分解性類似物であるGTPγSを 加 える と脱 コー

トが阻害 され，被覆小胞が蓄積 してくる2,3）。 そしてそ

のGTPγSの 効果を利用 してゴルジ体由来の被覆小胞

が分離 された4,5）。得 られた被覆小胞は，蛋白質輸送 に

関与 する被覆小胞 として従来から知 られていたクラス

リン被覆小胞 とはコー ト蛋白質が異なることが示 され

た6）。クラスリン被覆小胞は，クラスリンおよびクラス

リンアダプター複合体 とよばれ る蛋白質 をコー ト蛋 白

質 として有 し，TGNと 後期エンドソームおよび分泌顆

粒間 ， さらに細胞質膜 と初期エ ンドソーム間の輸送 に

関与することが知 られている。ゴルジ体

由来の被覆小胞 は，それぞれ α，R，β’，γ，

δ一COP（coatprotein） と名づけられた

見 か け の 分 子 量160K，110K，110K，

98K，61Kの 蛋 白質 といくつかの種類の低

分子量蛋白質によ り被覆 されていること

が示唆された5,7）。 これ らの低分子量蛋白

質 に は，ADP-ribosylationfactor

（ARF）が含 まれていることも明 らかにさ

れた8）。ARFは ， コレラ毒素による蛋白

質のADP一 リボシル化 に必要なコファク

ター として発 見 され た蛋 白質 であ り，

GTPase活 性 を有 することが知 られてい

たが，その生理的機能 は明 らかにされて

いなかった（ARFの 役割 については後で

述べる）。現在，このようにして見いださ

れた非 クラスリン被覆小胞は，COP被 覆 小胞 とよばれ

ている。

図4COP被 覆 小胞 を介 した 蛋 白質 輸 送 機 構 の モ デ ル （文

献2よ り引用 改 変）

この一連 の反応 によ り輸送 される蛋白質 （小 さな黒丸）が コンパ

ー トメン ト間 を移行 してい くもの と考 えられている。大 きな黒 丸

は コー ト蛋 白質 を示す。
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Ⅱ

． コートマー:コ ート蛋白質複合体

β一COPは ゴルジ体膜 とCOP被 覆 小胞 に存在するが，

さらに細胞質画分に もコー トマー と名 づけられた650

～700Kの 蛋 白質複合体 として存在する9)。 コー トマー

は， ウシ脳 より最初 に精製 され，その蛋 白質組成が，

COP被 覆 小胞の主要蛋白質 と非常 に類似 していること

が明 らかにされた。α一，β一，β'-，γ一，δ一COPと 同 じ分子

量の蛋白質，および36K，35K，20Kの 蛋 白質からコー

トマーは構成されている7,9）。20K蛋 白質はその分子量

がARFと 類似 しているもののARFと は異なる蛋白質

であり10），35K蛋 白質 は36K蛋 白質の分解産物である

ことものちの実験により明 らかにされた11）。コートマー

の2種 類の110K蛋 白質，および98K，36K，20K蛋

白質 に対する抗体が調製 され， これ らの抗体 はそれぞ

れCOP被 覆 小胞 に存在する同 じ分子量の蛋 白質，すな

わちβ-，β'-，γ一，ε一，ζ一COPを 認 識す ることが示 され

た7・10--13）。 また，2種 類の110K蛋 白質，および98K蛋

白質に関してはCOP被 覆小胞，ならびにコー トマーか

ら精製 した蛋白質の部分ア ミノ酸配列が互 いにそれぞ

れ一致することも明 らかにされた。 これ らの知見に加

え，［35S］標識 したコー トマーを用いた筆者 らの実験に

よりコー トマーの各サブユニ ットはCOP被 覆 小胞の各

コー ト蛋白質 （COPs） と同一蛋 白質であることが証明

された11）。筆者 らは， まず最初に， ［35S］コー トマーを

調製す るために，簡単なコー トマーの精製法を開発 し

た。ε一COPのcDNAを 利 用 し，6個 のヒスチジン残基

がN末 端近傍 に付加された組換え体 ε一COPをCHO－

K1細 胞 において発現 したところ，大部分のコー トマー

が組換 え体 ε一COPを 有 し，その6個 のヒスチジン残基

とNi2＋ の アフィニティを利用して部分精製できること

が示された。そこで，組換え体 ε一COPを 発 現 している

CHO-Kl細 胞 を ［35S］メチオニン存在下に培養 し，そ

の細胞質画分からMonoQイ オ ン交換 クロマ トグラフ

ィー，およびNi2＋ ア フィニティクロマ トグラフィーを

用いた2つ のステップで ［35S］コー トマーを精製した

（図5）。得 られた ［35S］コー トマー とゴルジ膜を用い

てCOP被 覆小胞を無細胞系で調製 したところ，すべて

の ［35S］コー トマーサブユニットがCOP被 覆 小胞 に組

み込まれた。さらにこのとき，COP被 覆 小胞上の ［35S］

コー トマーの各サブユニット蛋 白質の比率は，被覆小胞

2430

図5［35S］ コー トマ ーの 精 製

（a）精製過程の蛋 白質 をSDS一 ポ リア ク リルア ミドゲル電気泳動

で分画後 クマーシーブルーで染色 した。 レーン1： 組換 え体 ε一COP

も発現 しているCHO細 胞の細胞 質画分 ， レーン2：monoQカ ラ

ムクロマ トグラフィーにおけるコー トマー画分， レーン3： レーン

2の 蛋 白質 か らNi2＋カラム クロマ トグラフィーにより精製 したコ

ー トマー， レーン4： ウシ脳細胞 質画分 から従来の方法で精製 した

コー トマー。 （b）（a）のオー トラジオ グラム。

の調製を無標識のコー トマー存在下 と非存在下に行 な

っても同じであり，ζ一COPを 除 き，遊離の ［35S］コー

トマーのサブユニッ トの比率 とほぼ同様 であった （表

1）。これ らの結果か ら，コー トマーの各サブユニットは

COP被 覆小胞 の各 コー ト蛋白質 （COPs） と同一蛋白

質であることが明 白となり， コー トマーは，サブユニ

ットの交換 を行なわずに1つ の単位 としてまるご と

COP被 覆 小胞 に組み込 まれることが示唆 された。した

がって，COP被 覆 小胞 の形成 には，細胞質に存在する

コー トマーがゴルジ膜へ結合す ることが必要であると

推察 された。

Ⅲ

． コートマーのゴルジ膜への結合

ゴルジ膜と細胞質画分を保温すると，細胞質に存在
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表1コ ー トマ ー ・サ ブ ユ ニ ッ トの比 率

注） すべてのサブユニ ッ トの メチオニ ン含量が明 らか にされ ているわけで はないので，各 段階 にお けるコ ー トマー のサブユニ ッ ト量

（phosphorimagerで 測定 した ［35S］の量 を各 サブユニ ッ トの分子量 で割った）を α一COPの 量 を用 いて標準化 した。 したが って，表示

した値 は正確 なモル比で はない。

するコー トマーがゴルジ膜 に結合する14～16）。 この結合

は，GTPγSの 添加 により著 しく増加 し， コー トマー以

外に低分子量の細胞質性蛋白質 を必要 とする。 この低

分子量蛋白質の要求性 はミリス トイル化 されたARF

（mARF） の添加 により補 われ ることから， コー トマー

のゴルジ膜への結合 にはmARFが 必 要であることが示

された。 さらに，精製 したコー トマーとmARFを 用 い，

コー トマーのゴルジ膜への結合 に必要な細胞質性因子

はコー トマー自身とmARFの み であること，またその

結合 は飽和性の結合で， ゴルジ膜のプロテアーゼ処理

により検出できなくなることが明 らかにされた15・16）。 一一

方，mARF自 身 もゴル ジ膜 に結合 し，その結合 は，

GTPγSの 添加で増加 し，飽和性の結合で，膜のプロテ

アーゼ処理により阻害 されることも示された17）。 これら

の結果に加 え，GTPγS存 在下にmARFと 前処理した

ゴルジ膜 にコー トマーが効率よ く結合することから，コ

ー トマーの結合には膜 に結合 したmARFが 関与するも

のと思われた。mARF自 身が コー トマーの受容体 とし

て働 いているのか，あるいはほかにコー トマーの受容

体が存在す るのか という問題 は未解決であ り， また

mARFの 受容体 に関して もその同定 ・精製が今後 の課

題である。

Ⅳ

，COP被 覆小胞の発芽と形成

Orciら は， ゴル ジ体 膜 を コ ー トマ ー，mARF，

GTRγS，ATP， お よびパル ミトイル-CoAと ともに

保温すると，COP被 覆小胞が形成 されることを，電子

顕微鏡を用いて形態学的に明 らかにした18）。 また，この

反応系に細胞質画分を添加 しても形成されるCOP被 覆

小胞の顕著な増加 は観察されない。 この結果から，COP

被 覆小胞 の形成 に必要な細胞質性蛋白質はコー トマー

とmARFの みであることが示唆 された。 さらに，ゴル

ジ体膜 および精製 したコー トマーとmARFを 用い以下

のことが示 された19）。

（1） 細胞質画分の代わ りに これらの精製 した蛋白

質を用いると，COP被 覆 小胞 の蓄積にGTPγSの みな

らずGTPも 有効 に作用する。 これはおそらく，mARF

に結合 したGTPの 加水分解を促進する細胞質性の脱コ

ー トに関与する因子が反応系か ら除かれたことによる

ものと思われ る。

（2） コー トマー とGTP結 合 型mARFがCOP被

覆小胞 の発芽のステ ップに必要で，次のステップであ

るゴルジ膜か らの小胞 の分裂 （fission）にアシルCoA

が必 要である。 また， このいずれのステップにもATP

は必須でない。

アシルCoAの 役割 は明らかにされていないが，小胞

の分裂 に関与 する蛋白質がアシル化により活性化 され

るのかもしれない。

（3）GTPの 存 在下 に精製蛋白質 により形成・蓄積

されたCOP被 覆 小胞 は，機能的 に活性 を保 っている。

すなわち， このようにして得たCOP被 覆小胞をいった

ん単離 し，ゴルジ膜お よび細胞質画分 とともに保温す

ると，小胞に取 り込 まれた蛋白質がゴルジ体へ移行す

る。

これらの結果から考えられたCOP被 覆小胞の形成機

構のモデルを図6に 示す。

V． ζ一COP

ここで，筆者 らがcDNAク ローニングを行なった ζ一

COPに 関 して述べてみたい10）。筆者 らは，ウシ肝臓の
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図6COP被 覆小 胞 形 成 の モ デ ル （文献19よ り引用 改 変）

細胞質 に存在す る ミリス トイル化ARF（mARF） に結合 したGDPがGTPに 交換 され たのちに，受容体 を介 してmARFが 膜 に結合 する。

コー トマーが膜 に結合 したmARF（ およびほかの膜蛋白質）を認識 し，おそ らくセ ルフアセ ンブ リーによ りコーテ ィッ ドバ ッ ドが形成

される。続いてCOP被 覆 小胞が膜 か ら分裂 （fission）す るが， このステ ップはアシルCoAを 必要 とし， またATPに よ り促進 される。

ζ一COPの 部分ア ミノ酸配列 を決定 し，その配列を利用

して ζ一COPcDNAを ウシ肝臓cDNAラ イブラリーか

ら分離した。得 られたcDNAの 塩 基配列より，ζ一COP

は177個 のア ミノ酸か らなる分子量約20Kの 蛋 白質で

あることが推定された。ホモロジー検索の結果，ζ一COP

は，AP17な らびにAP19と 名 づけられたクラス リンア

ダプター複合体 のサブユニ ットにアミノ酸配列上で類

似性 を有することが明らか となった。 クラス リンアダ

プター複合体は， クラスリン重鎖 と軽鎖を膜 に結合 さ

せるアダプターとして働いてお り，細胞質膜 に存在す

るAP2とTGNに 存 在 す るAPIと が知 られてい る。

AP17とAP19は ， それぞれAP2とAP1の サブユニツ

トである。ζ一COPと これ らの蛋白質の間に類似性が存

在することから，COP被 覆 小胞 とクラスリン被覆小胞

の形成機構 と機能が互 いに類似 している可能性が考え

られた。 この可能性 は，以下に述べる事実か らも支持

されている。①COP被 覆 小胞 とクラスリン被覆小胞の

コー ト蛋 白質 は，分子量が互 いに類似した複数のコー

ト蛋 白質から構成 されている5）。②R一COPとAP2の サ

ブユニ ットである β一アダプチンの問にもアミノ酸配列

上で類似性が見 られる12）。③ コー トマーならびにAP1

の ゴルジ膜への結合 にmARFが 関与 している20）。

大腸菌で発現 した ζ一COPを 抗 原に用いて ζ一COPに

対 する抗体 を調製 したところ，その抗体 は， コー トマ

ーのゴルジ膜への結合 とCOP被 覆小胞の形成を阻害し

た10）。 したが って，ζ一COPはCOP被 覆 小胞の形成に

必要なコー トマーのサブユニ ットの1っ であると考え

られ る。興味深いことに，ζ一COPは ， ほかのコー トマ

ーサブユニ ッ トとは異な り， コー トマーに組み込 まれ

た もの と遊離 のものが細胞質 に存在する。ひとつの可

能性 として，ζ一COPを 有 するコー トマーのみが活性を

もち，ζ一COPが コー トマーの活性 を調節 していること

も考えられる。

VI， 小胞輸送におけるコート蛋白質（コートマーとARF）

の役割

Rothmanら は，ゴルジ層板間の蛋白質輸送に必要最

小限 と思われ る細胞質性蛋 白質を，先 に述べた ［3H］

GlcNAcのVSV－G蛋 白質への転移を指標 にした測定

と系統だった細胞質蛋白質の分画 により，精製あるい

は部分精製 した。その結果， おどろいたことに，それ

らの因子のなかに， コー トマーとARFが 含 まれないこ

とが示 された21）。 しか しなが ら，それら因子のみで起 こ

るVSV－G蛋 白質へ の ［3H］GlcNAcの 転 移は，輸送

小胞を介せず にゴル ジ層板が直接融合 した結果による

ことが示唆された21)。さ らに，それら必要最小限な因子

に加え， コー トマー とARFお よびRF（releasingfac－

tor）と名づけられた部分精製蛋白質を加 えるとVSV－

G蛋 白質へ の ［3H］GlcNAcの 転移が輸送小胞を介 し
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てなされることも示唆 された21）。 この結果から，コー ト

マーとARFは ， ゴルジ層板間の非特異的な融合を防ぐ

ために，輸送小胞の形成が完了 したのちにはじめて融

合 を開始させるという働 きを有していることが示唆 さ

れた。さらに，COP被 覆 小胞がアクセプターコンパー

トメン トと融合するためには，コー ト蛋白質がCOP被

覆小胞か ら取 り除かれる必要があ り（図4参 照）， この

脱 コー トにARFに 結 合 したGTPの 加水分解が必要で

あることも変異型のARFを 用いて示唆された22）。野生

型のARFはGTPase活性 を有 しているが，用 いられ

た変異ARFは ，GTP結 合能 を有するもののGTPase

活性 を有 さない。 この変異ARF存 在下 におけるゴルジ

層板間の蛋白質輸送 を無細胞系で調べ ると，輸送が阻

害されるとともにCOP被 覆 小胞が蓄積することが示さ

れた。先に述べたように，COP被 覆小胞の形成にGTP

結 合型 のARFが 必 要なことから，ARFは ，被覆小胞

の形成 と脱 コー トという2つ のステップで重要な役割

を演 じているものと思われる。

Ⅶ

，抗β一COP抗 体を用いたCOP被 覆小胞の機能解

析

Balchら は，セ ミインタクト細胞 を用いて，ERか ら

cis一ゴルジへの蛋白質輸送を測定する方法を開発し，そ

の輸送反応に対する抗/3-COP抗 体の影響を調べた23）。

その結果，6個 の異なる抗 β一COP抗 体 が蛋白質輸送を

阻害することが明 らかとなり，COP被 覆 小胞 はゴルジ

層板間の蛋白質輸送のみではなく，ERか らcis一ゴルジ

への蛋白質輸送に も関与することが示唆 された。

Kreisら は，生細胞を用いて抗R一COP抗 体の蛋白質

輸送 に対する影響 を調べた24）。温度感受性 の水庖性口

内炎 ウイルス （vesicularstomatitisvirus；VSV） で

あるis-O45VSVをVero細 胞 に感染 させ，細胞 をウ

イルスにとって非許容温度である39．5゜C，あるいは細

胞機能 を低下させる15゜Cま たは20゜Cで 培養すると，ウ

イルスの糖蛋白質 （is-045一G）がそれぞれ分泌経路 の

中間コンパー トメン トであるER，CGN， お よびTGN

に蓄積する。さらに細胞 を31QCに 戻 して培養すると，そ

れ らのコンパー トメントに蓄積 したts一045-Gは 細胞表

面に輸送される。この現象を利用し，抗 β一COP抗 体の

蛋白質輸送に対する影響がマイクロインジェクション

によ り調べ られた24）。その結果，抗β-COP抗 体 はts一

O45-GのERお よびCGNか ら細胞表面への輸送を阻

害することが明 らかにされた。さらに，抗 β一COP抗 体

により輸送 を阻害されたis-045一Gはcis一 ゴルジで受け

る糖鎖の修飾を受けておらず，抗 β一COP抗 体 がERか

らcis一ゴルジへの蛋 白質輸送を阻害す ることも明 らか

にされた。 この結果 は，COP被 覆小胞の蛋白質輸送へ

の関与を動物細胞を用いてinvivoに お いて初めて示唆

したものである。 また，抗 β一COP抗 体 は，TGNか ら

細胞表面への輸送 は阻害せず，ERか らTGNへ の輸送

機構 とTGNか ら細胞表面への輸送機構が異なることも

示唆 された。

Ⅷ

， コートマー変異株

Kriegerら は，細胞表面膜に存在する低密度 リボ蛋 白

質 （LDL）受 容体 を介 したLDLの 取 り込 みが低下 した

変異株をCHO－K1細 胞株から数種類分離した25）。それ

らの変異株のなかで，1d1Fと 名 づ けられた変異株 は，

ε一COPに 変 異を有することが示唆 された26）。1d1F株

は，温度感受性の変異株で，高温ではLDLの 取 り込み

が低下する とともに蛋白質の分泌が著 しく低下す る。

Kriegerら は，1d1F株 の高温における致死性 を相補す

るcDNAク ローンを分離し，その塩基配列か ら得 られ

たcDNAが ε一COPを コー ドすることを明 らかにした。

さらに，ε一COPcDNAを 導入 した1d1F株 は，蛋白質

の分泌 に異常を示さないことも示 された。 この結果か

らも，COP被 覆小胞が蛋 白質輸送 に関与することが強

く示唆 された。

分泌経路に関与する遺伝子が，酵母 （Saccharornyces

cerevisiae）において多数同定されている。その遺伝子

の1つ であるSEC21は ，ERか らゴルジ体への蛋白質

輸送に関与 してお り，高等動物細胞の γ一COPホ モ ログ

をコー ドすることが示 された。 さらに，酵母 にもコー

トマーが存在 し，Sec21蛋 白質 は，そのサブユニットの

1っ であることも明らかにされた13,27）。 続いて，酵母 の

β一COPと β′一COPを コー ドす る遺伝 子 （SEC26と

SEC27） が 同定 ・分離され， これ らの遺伝子は，細胞

増殖 とERか らゴルジ体への蛋白質輸送に必須の遺伝子

であることが示された28）。また，酵母には2種 類のARF

遺 伝 子 （ARF1とARF2） が存在 し， これ らの遺伝子

は，蛋白質輸送に関与 し，2つ の遺伝子 を同時に破壊す

ると致死性 となることも明らかにされている29）。さらに
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最近，酵母のα-COP変 異株も分離された （α-COP変

異株については後述）。

Ⅸ

．ゴルジ体からERへ の蛋白質逆輸送における00P被

覆小胞の役割

ERへ の蛋白質局在化シグナル として2つ のアミノ酸

配列が知 られている。1つ は，ER内 腔 の可溶性蛋 白質

のC末 端に存在するLys-Asp-Glu一Leuと い う配列で，

もう1つ は，ER膜 に存在するいわゆるタイプ1の 膜 蛋

白質（膜 を1回 貫通 し，そのN末 端 とC末 端 をそれぞ

れER内 腔 と細胞質側に露出 している蛋白質）のC末

端から3番 目と4番 目，あるいは，3番 目と5番 目にリ

ジンが存在 するとい う配列 （ジリジンモチーフ）であ

る30・31）。 ジリジンモチーフは，アデノウイルス由来の蛋

白質であるE3／19Kに おいて最初に見いだされ，ジ リ

ジンモチーフを欠失した変異E3／19K蛋 白質 はERに 留

まらずに細胞表面に輸送 されることが示 されている32）。

また，本来細胞質膜 に存在する膜蛋 白質の細胞質側 ド

メインをジ リジンモチーフを含む配列 に置換 した蛋 白

質 （以下ジリジン融合蛋白質）は，ERに 留 まることも

知 られている30・3’）。さらに，ジリジン融合蛋白質 は，実

はERに ずっと留 まっているのではなく，ゴルジ体へ移

行するものの速やかにERに 逆輸送されることによって

見かけ上ERに 留まっているということが明 らかにされ

ている33）。最近，コー トマーがジリジンモチーフを含む

ペプチ ドにin　vitroに お いて特異的に結合することが

報告 された34）。 さらに，酵母の αーCOP， β ー́COP， お

よび γ一COP変 異株がジリジン融合蛋白質のERへ の逆

輸送 に損傷 を有 すること，な らびに，α一COPと β 一́

COP変 異株 のコー トマーは，ジリジンモチーフにin

vitroに お いて結合で きないことも報告された35）。 これ

らの結果から，COP被 覆小胞がゴルジ体からERへ の

蛋 白質逆輸送 に関与することが明 らか と思われる。

以上に述べた結果から，COP被 覆小胞は，進化的に

よく保存 されており，ERか らゴルジ体，ゴルジ層板間，

およびゴルジ体からERへ の蛋白質輸送 に必須な輸送小

胞 であることが明 らか となった。

おわ りに 最近，クラスリン被覆小胞 とCOP被 覆小胞

とも異なる3番 目の被覆小胞 （COPII被 覆 小胞）が，酵
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母 を用いて同定 された36）。COPII被 覆 小胞 は，Sar1，

Sec13，Sec23，Sec24，Sec31と 名 づけられた蛋 白質に

より被覆されてお り，ERか らゴルジ体への蛋白質輸送

に関与する37）。動物細胞のSar1，Sec13， およびSec23

ホ モ ログも同定 されてお り，Sar1蛋 白質がERか らゴ

ルジ体への蛋白質輸送 に関与 することは，動物細胞 を

用いても明 らかにされている38）。今後，COPとCOPII

被 覆小胞が，ERか らゴルジ体への蛋 白質輸送において

それぞれどのような役割 を担 っているのかを明 らかに

することが重要な課題 と思われる。 また，輸送小胞 の

ターゲッティングと融合 に関する知見 も蓄積 して きて

いる39）。SNAREな らびにRab／Yptと よばれるファミ

リーに属する蛋白質 とNSFお よびSNAPと 名 づけら

れた蛋白質が輸送小胞 のターゲ ッティングと融合に関

与することが示唆されている。 これ らの蛋白質，およ

びCOPとCOPⅡ 被 覆小胞 の機能が，近 い将来，総合

的に解明されるものと思われ る。
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