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緒緒  言言  

 
近年、新たな細胞間コミュニケーションの手段として注目を集めているエクソソームは、多胞体に由来する細胞外小

胞の一種で、蛋白質・脂質・核酸など様々な生理活性物質を含んでいる。最近、1つの細胞からサイズや組成の異なる

エクソソームが放出されること、すなわち異質性（heterogeneity あるいは多様性）を示すことが報告されるようにな

ってきたが、エクソソームの異質性を生み出す仕組みは十分には解明されていなかった［1］。私達はこれまで、密着結

合により空間的・物理的に隔てられた2種類の細胞膜（頂端膜と側底膜）を持つ上皮細胞に着目し、それぞれの膜から

分泌されるエクソソームの形成・輸送機構が全く異なることを明らかにしてきた。すなわち、CD63を豊富に含む頂端

膜エクソソームとCD9 やCD81 を豊富に含む側底膜エクソソームの形成は、それぞれALIX–Syntenin1–Syndecan1
複合体と中性スフィンゴミエリナーゼ2を介したセラミド代謝により別個に制御されていた［2］。また、これら2種類

のエクソソームは、基となる多胞体のレベルで別個に頂端膜と側底膜方向へと輸送されており、その制御には異なるセ

ットの低分子量 G 蛋白質 Rab（小胞輸送の普遍的制御因子）が関与していた［3～5］。これらの Rab によって細胞膜

まで輸送された多胞体は、最終的に頂端膜や側底膜と融合することで、エクソソームの分泌が起こるが、この最終ステ

ップの分子基盤はこれまで謎に包まれていた。そこで本研究では、膜融合の普遍的制御因子である SNARE（soluble 
NSF attachment protein receptor）複合体に着目し［6］、SNARE複合体を介した頂端膜・側底膜エクソソームの分

泌機構を明らかにすることで、上皮細胞におけるエクソソームの極性分泌の分子機構の全容解明を目指した［7］。 
 

方方  法法  

 
11．．多多胞胞体体にに局局在在すするるRR--SSAANNRREE蛋蛋白白質質のの同同定定  
一般的に、SNARE複合体は輸送小胞（多胞体）上の1種類のR-SNAREとターゲットとなる膜（頂端膜・側底膜）

上の2～3種類のQa-SNAREとQbc-SNARE（あるいはQb-, Qc-SNARE）が束を形成し、2つの膜を近接させること

で膜の融合を促進する。ヒトやマウスなどの哺乳動物には約40種類のSNARE蛋白質が存在することから、本研究で

はまずこれらを全てクローニングし、蛍光蛋白質タグしたものをMDCK細胞（イヌ腎臓由来の上皮細胞モデル）に発

現することで、多胞体に局在するもの（R-SNARE）を免疫染色法により網羅的に探索した。 
 
22．．候候補補RR--SSAANNRREE蛋蛋白白質質とと複複合合体体をを形形成成すするるQQaa//QQbbcc--SSNNAARREE蛋蛋白白質質のの同同定定  
上記のスクリーニングで得られた候補 R-SNARE と複合体を形成可能な Qa/Qbc-SNARE を網羅的に探索した。   

具体的には、候補 R-SNARE と全ての Qa/Qbc-SNARE の組み合わせで培養細胞に発現させ、共免疫沈降法により

SNARE 複合体の形成を網羅的に検討した。同定した候補R/Q-SNARE が実際にMDCK 細胞に発現していることを、

特異的な抗体を用いた免疫ブロット法により検証した。 
 
33．．頂頂端端膜膜・・側側底底膜膜エエククソソソソーームム分分泌泌をを制制御御すするるSSNNAARREE複複合合体体のの同同定定  
同定した候補R/Q-SNAREを特異的なsiRNAを用いてMDCK細胞でノックダウンし、頂端膜・側底膜エクソソー
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ム分泌への効果を検証した。同様なノックダウン実験を極性の無いHeLa細胞を用いても行い、エクソソーム分泌への

影響を検討した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．多多胞胞体体にに局局在在すするるRR--SSAANNRREE・・VVAAMMPP55のの同同定定  
ヒトやマウスに存在する全てのSNARE蛋白質を対象とした網羅的な局在スクリーニングの結果、7種類のSNARE

蛋白質がMDCK細胞でCD63陽性の多胞体に局在することが明らかになった。これらの候補の中で、HeLa細胞でも

CD63陽性の多胞体に局在するものをさらに探索したところ、R-SNAREのVAMP5が両者に共通して多胞体に最も良

く局在することを見出した（図1）。 
 

 
図1．MDCK細胞におけるVAMP5とCD63（多胞体マーカー）との共局在 

挿入図は四角部分の拡大図を示す。スケールバー：20μm。 
  

22．．VVAAMMPP55とと対対ををななすすQQaa//QQbbcc--SSNNAARREEのの同同定定  
次に、網羅的な免疫沈降法を用いた結合実験により、VAMP5 と対をなす Qbc-SNARE として SNAP47 を、       

Qa-SNAREとしてシンタキシン1A/1B/4（STX1/4）の3種類の同定に成功すると共に、3者が実際に複合体を形成す

ることも確認できた（図 2）。また、これらの SNARE 蛋白質の発現を特異的な抗体を用いて検討したところ、いずれ

もMDCK細胞やHeLa細胞で内在性に発現していることが明らかになった。 
 

 
 

図2．VAMP5–SNAP47–STX1/4の in vitroでのSNARE複合体の形成 
HEK293T細胞にFLAGタグ付きのQa-SNARE（STX1/4）とMycタグ付きのSNAP47
を発現させ、抗FLAG タグ抗体を用いた免疫沈降法（IP）により内在性のVAMP5 との

結合を評価した。 
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33．．SSNNAARREE複複合合体体にによよるる頂頂端端膜膜・・側側底底膜膜エエククソソソソーームムのの分分泌泌制制御御機機構構  
上記2 で同定したQa-SNARE のSTX1/4 のMDCK 細胞での細胞内局在を検討したところ、STX1 は頂端膜・側底

膜の両方の細胞膜に、STX4は側底膜にのみ分布することが明らかになった。この分布と一致して、STX1欠損細胞で

は VAMP5 や SNAP47 の欠損細胞と同じく、頂端膜・側底膜エクソソームの両方の分泌が阻害されていたが、STX4
欠損細胞では側底膜エクソソームの分泌のみが選択的に阻害されていた（図 3 及び図 4）。興味深いことに、これらの

SNARE蛋白質はHeLa細胞にも発現しており、ノックダウンによりエクソソーム分泌が顕著に阻害されることが明ら

かになった。また、STX1とSTX4の同時欠損HeLa細胞では、エクソソーム分泌阻害に対する相加的な効果も観察さ

れたことから、両者が独立に機能している可能性が強く示唆された。すなわち、SNARE複合体によるエクソソーム分

泌の制御機構も複数存在することから、極性の有無に関わらず、多胞体と細胞膜の融合レベルでも多様なエクソソーム

の産生に貢献しているものと考えられた［7］。 

 
図3．SNARE蛋白質のノックダウンによるエクソソームの極性分泌への影響 

特異的なsiRNAを用いてSNARE蛋白質のノックダウンを行い、頂端膜・側底膜エクソソー

ム分泌への影響を検討した。側底膜にのみ局在する STX4 は側底膜エクソソームの分泌のみ

に、他のSNARE蛋白質は両方のエクソソーム分泌に関与していた。Tukey’s test、*P＜0.01。 
 
 

 
 

図4．SNARE複合体を介するエクソソームの極性分泌機構のモデル 
多胞体と細胞膜の融合には、1種類のR-SNAREと2種類のQ-SNARE（Qa/Qbc-SNARE）
が強固な束を形成することで、膜の融合を促進する。MDCK細胞の頂端膜側ではSTX1
を含む複合体が特異的に、側底膜側ではSTX1/4を含む2種類の複合体が機能する［7］。 
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