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研究成果の概要（和文）：小胞体で合成される脂質の一つであるGPIは、ある種のタンパク質と共有結合を形成
し、そのタンパク質をラフトに局在化させる重要な役割を担う。ほとんどのGPI合成酵素は小胞体に局在するに
も関わらず、PigBと呼ばれる酵素だけが核膜に局在することを私達は見出した。本研究では、PigBが小胞体でな
く核膜に局在する必要があるかを明らかにするため、酵素活性は保持しつつ小胞体に局在するPigB（小胞体型）
を作製した。PigB（核膜型）はPigB変異体をレスキューできたが、PigB（小胞体型）はできなかった。これよ
り、小胞体膜と核膜は連続しているにも関わらず、PigBは核膜に局在する必要があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Glycophosphatidylinositol (GPI), a glycolipid synyhesized in the endoplasmic
 reticulum (ER) is a key molecule to anchor proteins to the plasma membrane. We previously found 
that one of the GPI synthesis enzymes PigB is localized to the nuclear envelope (ER) whereas the 
other enzymes are in the ER. In this study, we examined whether the ER localization of PigB is 
required for its function. We first generated ER-localizing PigB (ER type) that has normal activity.
 The PigB (ER type) did not resuce lethality of pigB mutation whereas PigB (NE type)
fully rescued it. This result shows that the ER localization of PigB is essential for its function. 
 

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
小胞体の膜上では様々な脂質が合成され

ており、小胞体は膜脂質の一大工場とな

っている。また、その小胞体と核膜は連

続した膜として構成されているため、小

胞体と核膜上にある脂質は自由に移動す

ることができると考えられている。 

小胞体で合成される GPI (Glycosyl- 

phosphatidylinositol) は、ある種のタ

ンパク質と共有結合を形成し、そのタン

パク質を膜に係留する。そのような蛋白

質は GPI 結合型タンパク質と呼ばれる。

私達は、偶然にも GPI の合成酵素の 1 つ

である PigB が核膜に局在していること

を見出した。さらに面白いことに、PigB

以外の GPI 合成酵素は、核膜ではなく小

胞体に分布していた。では、なぜ PigB は

核膜に局在しているのだろうか、そもそ

も核膜に局在する必要があるのだろうか。 

 
２．研究の目的 
本研究では、PigB が小胞体でなく核膜に

局在する必要があるかを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
PigB 内の核膜へ局在するための配列を

同定する。その配列に変異を導入するこ

とで、核膜以外に局在する PigB（核膜非

局在型）を作成する。私達はすでに PigB

を欠失した個体は致死になることを見

出している。そこで、PigB（小胞体局在

型）を、PigB 欠失個体で発現させ、致死

性をレスキューできるか検討する。レス

キューされなければ、PigB の核膜局在が

生体に必須であることがわかる。 

 

４．研究成果 

（１）PigB 内の核膜局在配列の同定 

Drosophila PigB (dPigB)は、Drosophila

の個体と細胞では核膜に局在する。一方、

human PigB (hPigB)は、Drosophila 個体

と細胞、mammalian 細胞では小胞体に局

在する。そこで、dPigB と hPigB のキメ

ラタンパク質を作製し、その局在を調べ

た。その結果、dPigB の 1-31, 101-159, 

262-282, 300-352 のアミノ酸配列が核

膜局在に必要十分であることがわかっ

た。 

 

（２）PigB（小胞体局在型）の作製 

dPigB の核膜局在が必要であるかを調

べるために、活性を保持した小胞体局在

型 PigB を作製した。具体的には、dPigB

の 319-336のアミノ酸配列をhPigBの相

同箇所（379-391）に交換したところ、

そのキメラタンパク質は小胞体に局在

した。さらにその活性を調べるために、

内在性の PigB を欠失した mammalian 細

胞（CHO 細胞）に、このキメラタンパク

質を発現させた。PigB 欠失細胞は、細胞

表面に存在するはずのGPI結合タンパク

質が細胞内に留まったままになる。PigB

欠失細胞に発現させたキメラタンパク

質は小胞体に局在し、かつ GPI 結合タン

パク質は正しく細胞表面に局在した。こ

の結果より、作製したキメラタンパク質

は正しい活性を保持していることがわ

かった。以後、このキメラタンパク質を

PigB（小胞体局在型）と呼び、以下の実

験に使用した。 

 

（３）PigB（小胞体局在型）による PigB 欠

失個体のレスキュー実験 

本来の dPigB は核膜に局在するので、

dPigB（核膜局在型）と呼ぶ。PigB を欠

失したDrosophila個体は致死になるが、

この PigB 欠失個体に、dPigB（核膜局在

型）を発現させると致死性が回復するこ

とがわかった。同じ条件で、PigB 欠失個

体に、PigB（小胞体局在型）を発現させ

ても致死性は回復しないことがわかっ

た。この結果は、活性を保持した PigB



であっても、核膜になければ正しく機能

しない可能性を示唆している。 

次に、dPigB（核膜局在型）と PigB（小

胞体局在型）の発現量を調べたところ、

mRNA は同程度発現していたが、タンパク

質レベルでは、PigB（小胞体局在型）の

ほうが著しく減少していた。PigB（小胞

体局在型）による致死性の回復度が低い

のは、そもそも PigB（小胞体局在型）タ

ンパク質の発現量が少ないからかもし

れない。そこで、dPigB（核膜局在型）

のタンパク質の発現量を減少させ、同じ

タンパク質量で、dPigB（核膜局在型）

と PigB（小胞体局在型）を比較した。そ

の結果、PigB（小胞体局在型）による回

復度は、dPigB（核膜局在型）には及ば

ないことがわかった。この結果より、や

はり PigB は核膜になければ正しく機能

しないことがわかった。 

 

（４）小胞体局在による PigB の不安定化 

さて、上記の実験より、PigB（小胞体局

在型）は Drosophila 個体においてタン

パク質レベルの発現量が少ないことが

示された。このことから、PigB（小胞体

局在型）は翻訳効率が低下している、ま

たは小胞体では PigB タンパク質は積極

的に分解されている、またはその両方で

ある可能性が考えられた。私達は、積極

的な分解について検討するため、プロテ

アソームおよびライソソームの阻害剤

添加により、PigB（小胞体局在型）の分

解が抑制されるかを検討した。PigB（小

胞体局在型）を発現させた Drosophila

組織に、プロテアソームの阻害剤である

MG132 を加えても PigB（小胞体局在型）

は検出されなかったが、ライソソームの

阻害剤である bafilomycin を加えると、

一部の PigB（小胞体局在型）が検出され

た。このことは、PigB（小胞体局在型）

はライソソームで積極的に分解されて

いることを示している。 

積極的なタンパク質分解としては、正し

くフォールディングできなかった異常

な構造のタンパク質を検出、分解する品

質管理機構が有名である。しかし、本来

局在すべき細胞内領域から逸脱した場

合に分解される機構は知られていない。

本研究結果は、そのような分解機構の存

在を示した点も新しい。 

 

（５）結語 

核膜と小胞体は一つながりの膜で構成

されているので、PigB が合成に関与する

糖脂質 GPI は、核膜と小胞体膜を自由に

拡散できると考えられている。したがっ

て、PigB は核膜であろうが小胞体膜であ

ろうが、その膜内にある限りは正しく機

能すると考えられた。しかし、本研究に

よって、PigB は核膜に局在しないと正し

く機能しないという驚くべき結果を得

た。なぜ PigB は核膜に局在する必要が

るかは、今後解くべき大きな問題である。 
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