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緒緒  言言  

 
小胞体で合成された蛋白質は被覆に包まれた小胞 （COPII小胞）に詰め込まれ、ゴルジ体を経由し細胞内の様々な
小器官あるいは細胞外へ輸送される［1］。この小胞輸送の基本原理は、出芽酵母において分泌変異体が網羅的に単離さ
れ、その機能が解析されるに伴い飛躍的に明らかになった （Randy Schekman博士、2013年ノーベル医学生理学賞）。
一方で高等真核生物の分泌機構については、その複雑性を反映し、以下の点が未だ明らかとなっていない。COPⅡ小胞
が出芽する小胞体上のドメインである「ER exit site」は、哺乳細胞 1細胞あたり数百個存在するが、細胞周期や栄養
状態などによって、その数や大きさ、局在が変化することが知られている。しかし、ER exit siteの局在規定機構およ
びバイオジェネシスの分子機構はほとんど明らかになっていない［1］。コラーゲンはヒト生体内全タンパク質の約3割
を占め、小胞体で合成されたのち COPⅡ被覆因子に依存した経路で細胞外に分泌し機能する。しかしながら、    

その分泌メカニズムは他の分泌タンパク質に比べてよくわかっていない。これは小胞体内で形成するコラーゲンの複合

体が巨大（＞300 nm）であり、通常の分泌小胞（直径60〜90 nm）に入りきらないことが主な原因である。これまで
にコラーゲンの分泌機構については、特異的に関与する積荷受容体を同定し、その機能を解析してきた［2～10］。   

一方で、ER exit siteの局在規定機構およびバイオジェネシスの分子機構はほとんど明らかになっていない。本研究に
おいて細胞分裂期におけるER exit siteの崩壊と再形成の分子機構の一端を明らかにしたので報告する。 

 
方方  法法  

11.. 免免疫疫染染色色  
冷メタノール固定した細胞に対して、5％BSA／PBS／0.1％ TritonX-100 にてブロッキング後、一次抗体および

Alexa Fluor標識した二次抗体によって染色した。核染色にはDAPIを用いた。観察は共焦点顕微鏡ZEISS LSM700
によって行った。 
22.. 免免疫疫沈沈降降実実験験おおよよびびウウエエススタタンンブブロロッットト  

293T細胞へのトランスフェクションはPEIを用いた。20 mM Tris-HCl（pH 7.4）、100 mM NaCl、1 mM EDTA、
1％ Triton X-100およびプロテアーゼ阻害剤によって破砕した細胞を 15,000 rpm、15 min遠心した上清を細胞抽出
液とし、抗FLAG抗体により免疫沈降した。20 mM Tris-HCl（pH 7.4）、150 mM NaCl、0.1％ Triton X-100で5回
洗浄後、0.2 mg/ml FLAGペプチドによって溶出した。サンプルはLaemmli Sample bufferと混合し、5分間煮沸後、
SDS-PAGEし、PVDF膜に転写後、各抗体によってウエスタンブロットを行った。二次抗体はHRP標識したものを
用い、ルミノール・ペルオキシド基質を用いLAS4000 mini（GE healthcare）によって検出した。 
33.. iinn  vviittrrooキキナナーーゼゼアアッッセセイイ  
 GST-TANGO1 PRD リコンビナントタンパク質に CK1d（1～351 aa.）を添加し、20 mM Tris-HCl（pH 7.4）、     
150 mM NaCl、0.1％ Triton X-100、2 mM MgCl2、25 mM [γ-３２P] ATP 水溶液中で 30℃、1 時間反応させた。   

リン酸化反応は Laemmli Sample buffer と混合し加熱することで反応させた。SDS-PAGE 後、オートラジオ     

グラフィーにてリン酸化を検出した。 
44.. 細細胞胞周周期期のの同同調調  
細胞周期の同調は、ダブルチミジン法あるいはノコダゾール法を用いた。 

上原記念生命科学財団研究報告集, 34 (2020)

1



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． CCKK11δδ/εεののキキナナーーゼゼ活活性性ははEERR  eexxiitt  ssiitteeのの形形態態制制御御にに関関与与すするる  
HeLa細胞にCK1δを過剰発現すると、ER exit siteに局在化するタンパク質である Sec16と Sec31の共局在率が
有意に低下した。一方で CK1δのキナーゼ活性を欠失した変異体である CK1δ K38R、あるいは CK1 の異なる   

アイソフォームであるCK1αにおいてはこの現象は観察されなかった。 
次に、HeLa細胞でCK1δおよび、その近縁アイソフォームであるCK1εを両者発現抑制したところ、ER exit site
が肥大化することが観察された。CK1δ/εのキナーゼ阻害剤である IC261を添加した細胞においても同様の表現型が
観察されたことから、CK1δ/εのキナーゼ活性がER exit siteの形態制御に関与することが示唆された。 
22．． CCKK11δδははTTAANNGGOO11ととSSeecc1166のの相相互互作作用用にに影影響響すするる  

CK1のキナーゼ活性が ER exit site の形態制御に必要であることから、CK1が ER exit site に局在化する因子を  

リン酸化する可能性を考えた。我々はこれまで、TANGO1 と Sec16 の相互作用によって ER exit site の形成が制御 

されていることを既に報告している。そこで、TANGO1と Sec16の相互作用に対するCK1の添加効果を検証した。
293T細胞にTANGO1、Sec16およびCK1δ、CK1δ K38Rを過剰発現し、TANGO1とSec16の相互作用に対する
効果を検討した。その結果、CK1δの野生型を発現させた細胞においては、TANGO1 と Sec16 の相互作用が顕著に 

減弱した（図 1）。一方で、CK1δK38Rを発現させた細胞においては、変化が見られなかった。このことは、CK1が
TANGO1 あるいは Sec16 をリン酸化することによって、ER exit site の形態制御に関与する可能性を強く      

示唆している。 

図1．CK1δの発現に伴いTANGO1とSec16の結合量が低下する 
HEK293T細胞にFLAGタグを付与したSec16（1101～1890 aa.）およびHAタグを付与した 
TANGO1S、CK1δを発現させ、抗FLAG抗体による免疫沈降を行った。 
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33．． CCKK11δははTTAANNGGOO11  ををリリンン酸酸化化すするる  
CK1が TANGO1あるいは Sec16をリン酸化することで、TANGO1と Sec16の相互作用を制御している可能性を
検証するため、まずTANGO1、Sec16上のリン酸化修飾候補配列をデータベースによって検索した。その結果、TANGO1
のSec16結合領域の近傍であるPRDにリン酸化候補配列が集積する部位を見出し、PPS（Phosphorylation predicted 
sequence）と命名した。TANGO1 の PPS 領域内のセリン及びスレオニンをアラニンに置換した変異体     

（TANGO1 SA変異体）を作製し、TANGO1がCK1によってリン酸化される可能性を in vitro キナーゼアッセイに
よって検証した。リコンビナントTANGO1 PRDと、TANGO1 PRD SA変異体にCK1δを添加し、３２P標識したATP
を用いて in vitroキナーゼアッセイを行った。その結果、野生型TANGO1 PRDはCK1δの添加に伴いリン酸化され
たが、SA変異体はCK1δによってリン酸化されなかった。 
44．． TTAANNGGOO11ののCCKK11にによよるるリリンン酸酸化化にによよっってて細細胞胞分分裂裂期期ののEERR  eexxiitt  ssiitteeはは崩崩壊壊すするる  

ER exit site は細胞分裂期に崩壊し、これが細胞分裂期における小胞体からの分泌停止の主要な要因であることが 

知られているが、分子メカニズムは不明である。TANGO1の CK1によるリン酸化が、細胞分裂期の ER exit siteの 

崩壊に関与している可能性を検討する目的で、野生型 TANGO1あるいは TANGO1 SA変異体を安定的に発現させた
細胞の分裂期ER exit siteの形態を観察した。結果、野生型TANGO1を発現させた細胞においては、細胞分裂期には、
通常の細胞と同様に ER exit site は崩壊し、Sec16 と Sec31 の共局在率は顕著に減少した。一方で、TANGO1 SA   

変異体を発現させた細胞においては、分裂中期においても Sec16 と Sec31 が共局在する様子が観察された。以上の  

結果は、TANGO1の細胞分裂期のリン酸化が、ER exit siteの崩壊に重要である可能性を強く示唆している。次に細胞
分裂期のER exit site崩壊に対するCK1の役割を検討するため、CK1δ/εを発現抑制した細胞における細胞分裂期の
ER exit siteを観察した。その結果、CK1δ/εを発現抑制した細胞においては、細胞分裂期においても有意にSec16と
Sec31の共局在率が上昇した。以上の結果より、CK1によるTANGO1のリン酸化が細胞分裂期におけるER exit site
の崩壊に重要である可能性が強く示唆された。 
55．． TTAANNGGOO11ののCCKK11にによよるるリリンン酸酸化化にによよっってて細細胞胞分分裂裂期期ののEERR  eexxiitt  ssiitteeはは崩崩壊壊すするる  

ER exit site は細胞分裂期に崩壊し、これが細胞分裂期における小胞体からの分泌停止の主要な要因であることが 

知られているが、分子メカニズムは不明である。TANGO1の CK1によるリン酸化が、細胞分裂期の ER exit siteの 

崩壊に関与している可能性を検討する目的で、野生型TANGO1あるいはTANGO１SA変異体を安定的に発現させた
細胞の分裂期ER exit siteの形態を観察した。結果、野生型TANGO1を発現させた細胞においては、細胞分裂期には、
通常の細胞と同様にER exit siteは崩壊し、Sec16とSec31の共局在率は顕著に減少した  

図2．CK1δ、CK1εは細胞分裂中期におけるER exit siteの崩壊に重要である 
CK1δおよび CK1εをノックダウンした細胞をダブルチミジン法により同調させた後、細胞分裂
期の細胞を免疫染色した（スケールバー：10μm）。グラフはSec16/Sec31の細胞ごとの共局在率
を示す。t-test、Error Bar：±SEM、p < 0.05。 
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一方で、TANGO1 SA変異体を発現させた細胞においては、分裂中期においてもSec16とSec31が共局在する様子
が観察された。以上の結果は、TANGO1 の細胞分裂期のリン酸化が、ER exit site の崩壊に重要である可能性を強く 

示唆している。次に細胞分裂期の ER exit site 崩壊に対する CK1 の役割を検討するため、CK1δ/εを発現抑制した 

細胞における細胞分裂期のER exit siteを観察した。その結果、CK1δ/εを発現抑制した細胞においては、細胞分裂期
においても有意にSec16とSec31の共局在率が上昇した（図2）。以上の結果より、CK1によるTANGO1のリン酸化
が細胞分裂期におけるER exit siteの崩壊に重要である可能性が強く示唆された。 
66．． PPPP11ははTTAANNGGOO11のの脱脱リリンン酸酸化化にによよっっててEERR  eexxiitt  ssiitteeのの形形成成にに関関与与すするる  

CK1によるTANGO1のリン酸化が細胞分裂期におけるER exit siteの崩壊に重要であることが明らかになったが、
CK1 の活性は細胞周期を通じてそれほど変化せず、細胞分裂期の CK1 によるリン酸化亢進のメカニズムは不明で   

あった。そこで、脱リン酸化酵素に注目して解析を行った。代表的な脱リン酸化酵素、PP1 および PP2 の阻害剤を  

添加した細胞の ER exit siteを観察したところ、PP2阻害剤である endothallはER exit siteの形態に影響を及ぼさ  

なかったが、PP1 および PP2 両者を阻害するオカダ酸を添加した細胞においては、Sec16 と Sec31 の共局在率が   

低下した。さらにPP1を siRNAによって発現抑制した細胞においても、同様にSec16と Sec31の共局在率の低下が
観察された。次に PP1 による ER exit site 形態の制御が、TANGO1 のリン酸化を介しているか検討する目的で、
TANGO1に対するリン酸化状態がオカダ酸によって変化するか検討した。結果、野生型 TANGO1はオカダ酸の添加
によって有意にリン酸化が亢進したが、TANGO1 SA変異体のリン酸化状態には影響がなかった。 
77．． 細細胞胞周周期期依依存存的的ななTTAANNGGOO11ののリリンン酸酸化化制制御御機機構構  
本研究により、TANGO1は常時CK1によってリン酸化されており、リン酸化されたTANGO1は Sec16との結合
活性を低下させることにより、ER exit siteの崩壊を促すことが明らかとなった。一方で、脱リン酸化酵素であるPP1
は間期に比べて分裂期にその活性が低下することが知られている。間期の細胞においては、CK1 によってリン酸化  

されたTANGO1はPP1による脱リン酸化と平衡状態にあり、結果TANGO1と Sec16との結合は安定的に保たれて
いる。一方で、分裂期の細胞においてはPP1の活性が低下することで、相対的にCK1によるTANGO1のリン酸化が
亢進し、その結果ER exit siteの崩壊が促される可能性が明らかになった。本研究によって、細胞分裂期にER exit site
が崩壊するメカニズムが初めて分子レベルで明らかになった。 
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