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研究成果の概要（和文）：従来技術では、生きている細胞内でどのような分子が会合しているかを解析できなか
った。本研究では、申請者が独自に開発した「HRP 発現型・高特異性 EMARS 法」を用いて、各種オルガネラ膜
上分子アッセンブリー同定法を確立しようとした。小胞体・ゴルジ・分泌小胞にHRPあるいはHRPと同様の酵素活
性をもつAPEX融合タンパクを発現させ、EMARS反応を行ったところ、各器官の近傍分子が標識された。さらに、
分泌小胞に関しては17個の会合分子が質量分析により同定された。以上のことから、細胞内ににおいてEMARS法
が適用可能であり、標識された分子は質量分析にて解析可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the issue of whether the EMARS system with fluorescein 
tyramide (FT) is applicable to analysis of co-clustered molecules in the intracellular organelles. 
To this end, we constructed HRP or APEX targeted to the ER, Golgi and secretory vesicle. The 
expressed HRP or APEX in the intracellular organelles were co-localized with fluorescein labeling 
resulting from the EMARS reaction. These observations indicate that the EMARS reaction with FT as 
the labeling reagent is applicable to the analysis of co-clustered molecules in the intracellular 
organelles.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： プロテオミクス　分子アッセンブリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
「HRP発現型・高特異性EMARS法」は、特異性・反応効率性・感度が確保されており、対象分子が微量でも検出可
能である。よって、従来、細胞のホモジェネートやオルガネラの分画時に損失・離散していた微量な機能性分子
を同定できる可能性が高い。また、従来ホモジェネート時に膜に張り付き、誤同定されていたであろう「コンタ
ミ分子」が検出されない。本研究で確立された細胞内EMARS法を用いれば、多種多様な細胞の細胞内分子機構の
解明に貢献するとともに、その解明を目指す生命科学分野の研究者に新しい展望を与えるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真核細胞の内部は、核、小胞体、ゴルジ体、リソソーム、ミトコンドリア、小胞、ペルオキシソーム等の生

体膜で囲まれたオルガネラで区画化されている。オルガネラ膜上では、各種受容体や輸送体などの機

能分子が存在し、シグナル伝達や物質輸送を駆動している。これに関連することとして、細胞そのものを

包む細胞膜上（≠オルガネラ膜）には、“脂質ラフト”と呼ばれる、特定の分子群が集合した‘分子アッセ

ンブリー’が形成され、シグナル伝達などの様々な生命現象を引き起こすことが報告されている

（Lingwood D, Simons K Science 2010; 327: 46-50）。このような脂質ラフトの研究は、これまで細胞膜を

中心に展開されてきたが、最近オルガネラ膜においても脂質ラフトの存在が明らかとなってきた。一例を

あげると、ゴルジ体の膜上では、ある脂質ラフトから機能性分子をのせた輸送小胞が形成され、細胞膜

へのタンパク輸送に働いていることが示唆されている(Imjeti N. et al. Mol. Biol. cell 2011; 22: 4621-

4634)。すなわち、生きている細胞では、脂質ラフトで分子アッセンブリーを形成する重要機能分子群が、

オルガネラ膜間を行き来していると考えられる。そのため、生細胞のオルガネラ膜上分子アッセンブリー

の実体を明らかにすることは重要な課題である。 

従来、オルガネラ膜上分子アッセンブリーの研究には、細胞分画法でオルガネラを分離した後、膜を

可溶化して目的分子と強固に結合する分子を解析する方法がとられてきた。しかし、ホモジェネートや

可溶化などの操作時に、本来起こりえない分子の会合、あるいは機能分子の離散といったアーティファ

クトが生じる可能性が問題視されている。これに代わるものとしては、標的分子を蛍光標識することで、

生きている細胞においてオルガネラ膜上の分子を可視化する方法がある。しかし、この方法は既知分子

にしか利用できず、オルガネラ膜上の未知の会合分子の同定には適用できない。このように、従来技術

では、生きている細胞のオルガネラ膜上分子アッセンブリーを解明することはできない。 

本研究に先立ち、申請者は、「HRP 発現型 EMARS 法」という、生細胞の細胞膜上で分子アッセンブリ

ーを網羅的に同定する方法を開発した。EMARS とは、Enzyme-Mediated Activation of Radical Sources

の略であり、アリールアジド基が、光照射ではなく「西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）」によってナイト

レンラジカルに活性化される反応に特徴がある（図１；吹き出し、旧バージョン）。本法では、１）HRP に関

心のあるタンパク質の

遺伝子を連結させ、そ

の融合タンパク質を哺

乳動物細胞に発現さ

せる；２）アリールアジド

と蛍光色素(FITC)を結

合させた「アリールアジ

ド−FITC」の添加により、

アリールアジド基が HRP との反応でラジカル化される；３）この結果、関心タンパク質の近傍にある (約

200 nm 以内)分子群のみが FITC 標識されて可視化できる。そして、これらの標識分子群は抗体アレイ

や質量分析器にて生化学的に同定することができる。申請者が開発した「HRP 発現型 EMARS 法」は、

生命現象を司る細胞膜上分子間相互作用の理解を飛躍させる新技術として評価を受けている。これま

で、本法を用いることで、申請者は、重要機能分子の一つ「GPI アンカー型タンパク質」が、細胞膜上で

別個の分子アッセンブリーを形成し、それぞれが特徴的な糖鎖を持つことから、糖鎖が付加されるゴル

ジ体膜上でも分子アッセンブリーが形成されている可能性を示唆した（Miyagawa-Yamaguchi A. et al. 

PLoS ONE 2014: 9; e93054)。 

そこで申請者は、HRP 融合タンパク質をゴルジ体等のオルガネラの膜上で発現させることにより、当該

膜上で形成される分子アッセンブリーを高解像度に解析できるのではないかと考えた。しかしながら、標



識試薬として用いていた「アリールアジド-FITC」は、外から導入し

たHRPのみならず、細胞内の未知の内在性酵素によってもラジカ

ル化される難点があった。この問題を克服すべく、最近、申請者

は、「アリールアジド-FITC」の代わりに、HRP の反応特異性が高

い「チラミド-FITC」を標識試薬として採用し、H2O2 添加に伴う過

酸化反応によってフェノキシラジカルを生成する改良版 EMARS

法を構築した（図１;新バージョン）。この改良法により、問題とされ

ていたラジカル反応の特異性を実用可能なレベルに高めることが

でき（図２①と③の比較）、さらにはその標識効率を劇的に増大さ

せることに成功した（図２②と④の比較）。以上の経緯から、細胞内のオルガネラ膜上分子への「HRP 発

現型 EMARS 法」の応用を実現可能にした。 

 

２．研究の目的 
真核細胞の内部は生体膜で囲まれたオルガネラで区画化されている。オルガネラ膜上では、受容体

や輸送体などの機能分子がアッセンブリー（会合から生まれる集合体）を形成することで、シグナル伝達

や物質輸送を駆動している。よって、生命現象を分子レベルで解明するには、オルガネラ膜上分子アッ

センブリーの構造とその形成メカニズムを明らかにすることが求められている。しかし、従来技術では、

生きている細胞内で、どのような分子が会合し集合体を形成しているかを解析することができない。本研

究は、申請者が独自に開発した「HRP 発現型・高特異性 EMARS 法」を用いて、生細胞のオルガネラ膜

上分子アッセンブリーを明らかにすることを目的とし、各種オルガネラ膜上分子アッセンブリー同定法を

確立しようとした。本研究のオルガネラ膜上分子アッセンブリー同定法が確立されれば、生きている細胞

内で繰り広げられるダイナミックな分子会合現象を高解像度に解明する画期的ツールが得られる。 

 
３．研究の方法 
１．各種オルガネラ膜において発現する HRP ベクターの作製 各種オルガネラ膜への移送分子として

は、広く研究が行われている以下の分子を選定した。小胞体（Calnexin）、ゴルジ体(B4GALT1)、小胞

（galectin3）を HRP あるいはAPEXに連結させたベクターを作製する。これをHeLa細胞に導入し、発現

させた。抗 HRP 抗体を用いて免疫染色を行い、共焦点顕微鏡により HRP あるいは APEX が各オルガ

ネラに局在するかを確認した。 

２．各種オルガネラ膜における高特異性 EMARS 反応の至適化 各種オルガネラに HRP を発現させた

細胞に、チラミド-FITC を添加し、高特異性 EMARS 反応を行った。この際、様々な反応時間、温度、濃

度について条件検討を行った。この反応により各オルガネラが特異的に蛍光標識されるか共焦点レー

ザー顕微鏡にて観察した。また、細胞抽出液を SDS-PAGEにかけた後、蛍光イメージアナライザーにて

標識分子を解析した。以上により、特異性と効率を解析し、最適条件を決定した。 

３．EMARS 標識分子の同定 EMARS 反応により標識された会合分子を、既に確立した方法で同定した。

概略は、抗 FITC 抗体セファロースを用いて精製・濃縮した後、トリプシンにて消化したペプチド断片を

LC−MS/MS 質量分析を用いて同定した。 

 
４．研究成果 

まず、細胞内にて EMARS 法が適用可能か否かを解析するため、小胞体あるいはゴルジに HRP 融合

タンパクを発現させ、EMARS 反応の条件を検討した。具体的には、小胞体保持シグナルである KDEL

を HRP に 付加 し た HRP-KDEL 配 列 、 お よ び ゴ ル ジ に存在す る酵素 で あ る β1,4- 

galactosyltransferase1 を付加した β4GALT1-HRP 配列を組み込んだベクターを作製した。これらを



HeLa 細胞に導入・発現させ、EMARS 反応を行った。その結果、発現した HRP-KDEL あるいは

β4GALT1-HRP は、小胞体マーカー（calnexin）あるいはゴルジマーカー（GM130）と共局在し、さらに

は EMARS 反応による標識ラベルである Fluorescein とも共局在していた。よって、細胞内オルガネラに

おいても EMARS 法が適用可能であることが明らかとなった。また、さらに本法を改善するため、EMARS

反応を触媒する酵素について検討した。これまでの発現型 EMARS 法には、目的分子に HRP（西洋ワ

サビペルオキシダーゼ）を付加した HRP 融合タンパクを使用していたが、本研究では、APEX（アスコル

ビン酸ペルオキシダーゼ）融合タンパクを使用することとした。APEX は細胞内の様々な環境において、

より高い活性が保持されることが報告されている（Science. 2013;339:1328-31）。ここでは、分泌タンパク

質であるgalectin3を付加したgalectin3-APEXベクターを作製した。これをHeLa細胞に導入し、EMARS

反応を行ったところ、細胞内小胞にて EMARS 反応による標識ラベルである Fluorescein と galectin3 が

共局在した。よって APEX が EMARS 法に使用可能であることが明らかとなった。 

続いて、galectin3-APEX 配列を組み込んだベクターを用いて、小胞に galectin3 を発現させ、EMARS

反応を行い、標識分子を質量分析にて解析した。具体的には、galectin３-APEX 融合タンパク質を発現

した HeLaWT およびガレクチン３の糖鎖認識部位に変異（R186S）を導入した galectin３糖鎖認識変異

株HeLaR186S を作製した。HeLaR186S 株は galectin3 の分泌が抑制されているため、HeLaWT 株の対

照区として使用した。まず、HeLa WT および HeLa R186S 株において、発現した galectin３-APEX 融合

タンパク質を用いて EMARS 反応を行った。EMARS 反応後、SDS-PAGE にかけ、抗 Fuluorescein 抗体

にてウェスタンブロットを行い、標識分子を解析した。その結果、どちらのサンプルにおいても標識分子

のバンドが見られ、EMARS反応が行われていることが明らかとなった。続いて、EMARS反応後のサンプ

ルを可溶化後、抗 FITC 抗体セファロースにかけて標識タンパク質を精製、濃縮し、トリプシンにて消化

したペプチドを LC－MS/MS 質量分析を用いて解析した。その結果、HeLa WT において 32 個、HeLa 

R186S において 52 個のタンパク質が同定された。このうち、HeLa R186S に同定されたタンパク質を除く

と、16 個のタンパク質が HeLa WT において同定された。この中には、膜タンパク質として AP-1 complex 

subunit gamma-1 や Serine/threonine-protein kinase ULK2 などが同定されていた。以上のことから、細

胞内にて EMARS 反応が適用可能であり、標識された分子は質量分析にて解析可能であることを明ら

かにした。 
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