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緒緒  言言  

 
分泌タンパク質は小胞体内で合成されたのち、小胞体上の特別なドメインであるER exit site（ERES、小胞体出芽

部位）から COPII 被覆小胞に詰め込まれ、ゴルジ体を経由して細胞外、もしくは細胞内の様々な膜区画へ運ばれる。   

1細胞あたり数百個存在するERESは、小胞体上に一様に存在するわけではなく、以下の二種類に大別される。ゴルジ

体近傍に凝集した ERES（GERES）と細胞質に点状に散らばった ERES（CERES）である。CERES から出芽した 

小胞は、GERES から出芽した小胞に比べて、ゴルジ体まで長距離移動する必要がある。しかしながら、GERES と

CERESの機能的差異に関する知見はほとんどない。 
細胞外のpHの低下は小胞体―ゴルジ体間輸送を遅延させることから［1］、分泌経路における細胞外環境の重要性が

着目されつつある。腫瘍内環境では、がん細胞が解糖系亢進により多量の乳酸を産生・分泌し、結果、酸性である。   

乳酸は、また、免疫抑制作用が示唆されており［2］、腫瘍内に浸潤したマクロファージのVEGFA や IL23A の遺伝子

の転写を増加させる［3，4］。一方で、乳酸がマクロファージのERESの局在やタンパク質分泌に与える影響、また分

泌経路の各々の膜区画に与える影響は詳細に解析されていない。今回、1．高乳酸環境におけるERESの局在変化と小

胞輸送との相関関係の解明、2．ERESが小胞体上を移動する分子機構の解明を試みた。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

  

11．． 高高乳乳酸酸環環境境ににおおけけるるママククロロフファァーージジ  様様細細胞胞株株JJ777744..11細細胞胞ののEERREESSのの局局在在  
最初に高乳酸環境におけるマクロファージの ERES 局在を調べるために、マウス由来のマクロファージ様細胞株で

あるJ774.1をカバーガラスに播種し、15 mM乳酸存在下で一晩培養した。その後、ERESマーカーであるSec31Aの

抗体で免疫染色を行い、共焦点顕微鏡（LSM900）で観察と撮影を行った。 
非乳酸存在下において、球状の J774.1 細胞の ERES は、主に核以外の領域に点状に局在していた（図 1 左）。加え

て、一部の細胞では核近傍にERESが集積していたが、その割合は少なかった。これは細胞の形態が丸い影響か、もし

くは細胞種差によるものであると考えられる。一方で、乳酸添加によりゴルジ体付近の ERES（GERES）の割合が   

多くなり、また数も少なくなった（図1右）。乳酸はERESの局在に何かしらの影響を及ぼすことが示唆される。 
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図1．乳酸存在下におけるJ774.1細胞のERESの局在分布 

J774.1細胞を15 mMの乳酸で一晩処理し、抗Sec31A抗体で免疫染色を行った。 
LA：lactic acid（スケールバー：10μm）。 

 
22．． 高高乳乳酸酸環環境境ににおおけけるるママククロロフファァーージジ  様様細細胞胞株株JJ777744..11細細胞胞ののそそのの他他のの分分泌泌経経路路にに関関わわるるオオルルガガネネララへへのの影影響響  
細胞膜に局在する受容体は小胞体から細胞膜へ輸送され、さらに一部の受容体は細胞膜―エンドソーム間をリサイク

リングする。高乳酸環境が細胞膜受容体輸送へ与える影響を調べるために、細胞膜―エンドソーム間輸送の代表的な 

輸送基質であるトランスフェリン受容体（TfR）の局在を調べた。J774.1細胞を15 mM乳酸で一晩培養し、抗トラン

スフェリン受容体抗体にて免疫染色を行った。通常の培地の J774.1 細胞において、TfR はサイトゾル全体に点状に局

在し、さらに核近傍に一部集積していた（図2上段左）。一方で、乳酸存在下のJ774.1細胞では、TfRの核近傍に集積 

する割合が増加していた（図2上段右）。 
次に、高乳酸環境におけるゴルジ体への影響も観察した。ゴルジ体の形態は小胞体―ゴルジ体間の順行輸送、逆行  

輸送の割合に依存する。J774.1細胞を同様に15 mMの乳酸存在下で培養後、シスゴルジ体のマーカータンパク質であ

る GM130 の抗体で免疫染色を行った。乳酸非存在化では核近傍に GM130 は局在していた。その様な局在パターン

は、乳酸添加でも同様であった（図2下段）。乳酸はゴルジ体の形態には影響しないことが示唆される。 

 
図2．乳酸存在下におけるJ774.1細胞のERESの局在分布 

J774.1 細胞を 15 mM の乳酸で一晩処理し、抗トランスフェリン受容体抗体及び

GM130で二重染色を行なったのち、Hoechst33342核染色した。LA：lactic acid、
TfR：トランスフェリン受容体（スケールバー：10μm）。 
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33．． CCOOPPIIII構構成成タタンンパパクク質質のの発発現現抑抑制制ががGGEERREESSととCCEERREESSのの割割合合にに与与ええるる影影響響  
ERES の局在の差異に伴う分泌経路への影響を調べるため、最初に ERES の移動に必要なタンパク質を探索した。

既に、COPII タンパク質である Sec23 がモータータンパク質ダイニンと相互作用し、ERES を移動させることは

Stephens らにより報告されている［5］。今回、その他のCOPII タンパク質がGERES とCERES の割合に関与する

かどうかを調べた。様々なCOPIIタンパク質遺伝子の siRNAをHeLa細胞に導入することで発現抑制を行ったのち、

ERESの局在を調べた。その結果、Sec23以外のCOPIIタンパク質もERES局在に寄与することが分かった。 
 

考考  察察  

 
高乳酸環境ではJ774.1細胞のERESは核近傍に集積しており、ERESの数も少なく観察された。高乳酸環境では特定

の遺伝子の転写量が10倍以上増加することから、ERESの減少は、小胞体に過剰な輸送基質が蓄積した結果を反映して

いるのかもしれない。実際に同様の現象が小胞体に積み荷タンパク質が蓄積したときに認められる［6］。今後はRUSH
アッセイなど実際の輸送を定量解析し、ERESの局在パターンとの関係性を調査していく。 

TfRも同様に核近傍に集積することが分かった。TfRのエンドソームから細胞膜への輸送が滞っていることが示唆さ

れる。乳酸によりERESの局在が変化したが、ゴルジ体の形態や局在には影響がなかった。乳酸は小胞体―ゴルジ体間

輸送に大きな影響は与えないと考えられる。 
また、今回Sec23以外のCOPIIタンパク質もERESの移動に寄与することが明らかにされた。ERES局在化機構の  

解明に伴い、鍵となるタンパク質を発現抑制・過剰発現することでERES局在を制御し、分泌経路との関連を明らかに

できればと考えている。 
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