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研究成果の概要（和文）：本研究課題では，近年その存在が明らかとなってきたオルガネラコンタクトサイトに
着目し，オルガネラコンタクトサイトで特異的に働く新規タンパク質を同定することを目的とした。この目的を
達成するためにまず，オルガネラコンタクトサイト特異的近接ラベリング手法の開発を目指した。具体的には，
APEX2やTurboIDといったビオチンリガーゼの選択や，様々なオルガネラ局在化配列，発現方法を検討すること
で，空間特異的な近接ラベリング手法の開発の開発に成功した。さらにこの独自の手法を用いて，様々なオルガ
ネラ間コンタクトに集積するタンパク質群を，出芽酵母とヒト培養細胞を用いて網羅的に同定することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to identify novel proteins that specifically work at
 organelle contact sites. To achieve this goal, we first aimed to develop an organelle contact 
site-specific proximity labeling method. Specifically, we tried to identify the best combination of 
various organelle localization sequences and biotin ligases (APEX2 and TurboID), and found that the 
low expression levels of the split-proteins was a suitable method for the purpose of this study. We 
succeeded in developing a space-specific proximity labeling method. By using this  method, we 
succeeded in comprehensively identifying a number of proteins that accumulate in various 
inter-organelle contacts in  yeast and cultured human cells.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： オルガネラコンタクトサイト　ミトコンドリア　小胞体　近接ラベリング法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オルガネラ間コンタクトサイトは発見から間もない新しい概念であり，細胞機能における役割はほとんど未解明
である。また一部のオルガネラコンタクトサイト，特にミトコンドリアと小胞体間コンタクトサイトの異常が，
ヒトの神経変性疾患に関係することが多く報告されている。本研究によってオルガネラ間コンタクトサイトに集
積するタンパク質が同定され，その機能が解明されれば，細胞の作動原理といった基礎的な知見が集積するだけ
でなく，ヒトの疾患の病態の解明や治療法開発に貢献できると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初の状況として，異なるオルガネラ同士が，安定に，直接結合する特殊化された領

域（オルガネラコンタクトサイト）に関する報告が相次ぎ，オルガネラコンタクトサイトを介し
てオルガネラ間でイオンや，脂質などの物質のやり取りを行うことが，オルガネラの機能と構造
の維持に重要であるという概念が提唱され始めていた。しかし，オルガネラコンタクトサイトの
研究はまだ未開拓の分野であり，オルガネラ間を安定に結合させるテザリング因子の分子実態
や，それらの因子の生理的意義には不明な点が多く残されている状態であった。 
オルガネラコンタクトサイトの研究は出芽酵母で先行しており，ミトコンドリアと小胞体（ER）

を物理的に結合させる ERMES（ER-Mitochondria Encounter Structure）複合体（Kornmann et al., 
Science, 2009）や，ミトコンドリアと液胞を結合させる vCLAMP（vacuole and mitochondria patch）
（Elbaz-Alon et al., Dev. Cell, 2014; Hönscher et al., Dev. Cell, 2014），核と液胞を結合させる NVJ
（Nuclear-Vacuole Junction）(Pan et al., MBC, 2000; Roberts et al., MBC, 2003)などが報告されてい
た。当時，私たちは ERMES 複合体が，ミトコンドリア・ER 間のリン脂質輸送を直接仲介する
ことを明らかにしていたが（Kojima et al., Sci Rep., 2016; Kawano et al., JCB, 2018），ERMES 以外
のオルガネラ結合因子の生理機能はほとんど
わかっていなかった。また，私たちが開発した
Split-GFP を用いたオルガネラ間コンタクトサ
イトを可視化する実験系によって，出芽酵母で
はミトコンドリア，ER，液胞，ペルオキシソー
ム，脂肪滴の間のいずれの組み合わせにおいて
も，オルガネラコンタクトサイトが存在するこ
とが示唆されてた（Kakimoto et al., Sci Rep. 
2018）（図 1）。また HeLa 細胞を用いた実験に
おいても，ミトコンドリア・ER 間に加え，ミ
トコンドリア・リソソーム間，ミトコンドリア・
ゴルジ体間にもコンタクトサイトがあること
が示唆されていた。しかしながら，これらのオ
ルガネラ間コンタクトに寄与するテザリング
因子は全くわかっていない状態であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，新規オルガネラ間テザリング因子を同定することである。また，同定したオル
ガネラテザリング因子の機能解析を行うことでオルガネラ間テザリング因子の役割を解明する
ことも目的である。 
 
３．研究の方法 
独自に開発した任意のオルガネラ間のコンタクトサイトを検出，評価できる実験系（Kakimoto et 
al., Sci. Rep., 2018，図 1）に，Split-ビオチン化酵素を付加した新しい実験系の開発を行い，オル
ガネラ間テザリング因子の探索を行った。図 2 に示した通り，ミトコンドリア外膜上と ER 膜上
に発現させた Split-GFP は，既知のミトコンドリア・ER 間接着因子である ERMES 複合体と同様
のドット状のパターンを示し，かつ ERMES 複合体と共局在した。これらの結果は，オルガネラ
間に発現させた Split-GFP が，既存のオルガネラ接着領域に依存して再構成されることを強く示
唆した。そこで，Split-GFP に Split-APEX2(アスコルビン酸ペルオキシダーゼ，Xue et al. Sci. Rep. 
2017）を結合した人工タンパク質を作製した（APEX2 によるタンパク質のビオチン化の原理を
図 3 に示す）。Split-APEX2 を単純に異なる 2 つのオルガネラ膜に発現させても，再構成した
APEX2 の活性は低かったが，Split-GFP とタンデムにつなげて発現させることで，オルガネラ間
コンタクトサイトを可視化すると同時に，これらのオルガネラ間コンタクトサイト周辺に存在
するタンパク質群を，効率的にビオチン化することが可能となった（図 2）。このようなオルガ
ネラコンタクトサイトの「可視化」と
「オルガネラテザリング因子のラベ
ル化」を同時に実行可能な実験系を利
用した。 
 
４．研究成果 
まず，ER とミトコンドリアに局在化
させた Split-GFP-APEX2 によってビオ
チン化反応が進行することは確認で
きていたが，Split-GFP-APEX2 が再構
成されたことで生じる GFP の蛍光シ
グナルを観察したところ，ミトコンド



リアを全体的に覆うようなシグナルが観察され
たことから，Split-GFP-APEX2 の発現によって人
工的なコンタクトが形成されてしまった事が考
えられた（図 3）。そこで，Split-GFP-APEX2 の発
現量を抑えることで，人工的なコンタクト形成を
抑制しようと考えた。具体的にはミトコンドリア
に発現させる Split-GFP-APEX2 タンパク質の量
を現象させるために，細胞に導入するプラスミド
の量を少なくして実験を行った。その結果，ミト
コンドリアに発現させる Split-GFP-APEX2 タン
パク質をコードするプラスミドの量を，ER 側の
タンパク質を発現するプラスミド量の 1/20 や
1/30 に減少させることで，ミトコンドリア上に見
えるドット状の GFP シグナルが観察できた（図
4）。そこでこの条件でビオチン化されるタンパク
質を LC-MSMS 解析することで，ER-ミトコンド
リアコンタクトサイトに集積するタンパク質を
網羅的に同定した。その結果，既知の因子はあま
り同定されず，統計的に有意にコンタクトに集積
すると考えられる因子も少数同定されたのみで
あった（図 4）。この結果から，Split-GFP-APEX2
を用いる方法ではビオチン化活性が低いためか，
コンタクト因子の探索は難しいことがわかった。
APEX2 を用いる実験では，過酸化水素を加える
必要があるため，ビオチン化反応の時間を長くし
ようとすると過酸化水素での処理時間を長くし
ないといけないというデメリットがあるため，他
の方法を試すこととした。具体的には APEX2 の
かわりに，TurboID を使用することとした。
APEX2 がビオチンフェノールと過酸化水素を基
質に用いるのに対し，TurboID はビオチン添加の
みでよく，また反応時間も単純に増やすこともで
きる。図 5A に示した通り，様々な順番組み合わ
せで融合した Split-GFP-TurboID タンパク質を作製し，ビオチン化活性の高いものを選別した（図
5B）。以後の実験は，ビオチン化活性が高かったコンストラクト#7 を使用して行った。 

APEX2 のときと同様に，ミトコンドリア，小胞体上に
ドット上に GFP 蛍光シグナルが検証できる条件を検
討した結果，ミトコンドリア側と ER 側のタンパク質
をコードするプラスミドの量を 1 : 30 または 1 : 50 に
した条件で，ミトコンドリアがチューブ状を維持して
おり，ミトコンドリア上にドット状の GFP 蛍光シグナ
ルが検出された。この観察結果からミトコンドリア外
膜に split タンパク質を発現させるための DNA 量は 1 : 
30 よりも少なくすることで，ミトコンドリアの形態を
維持したまま生理的なミトコンドリア-小胞体間コン
タクトサイトを可視化することが出来ることを確認
した。そこでこの条件で再構成した split-TurboID の活
性依存的にビオチン化反応が進行するかを検証した。
具体的には，ビオチン添加後，1, 2, 4, 24 時間のトータ
ルライセートを調製し，ビオチン化タンパク質を検出
する Neutravidin-HRP を用いたウェスタンブロッティ
ングを行った。ポジティブコントロールとしてミトコ
ンドリアマトリックスに野性型 TurboID を発現させ，
1 時間ビオチン化反応を進行させた細胞を用意した。
その結果，split タンパク質を 1 : 30 で発現させた細胞
において 24 時間ビオチン化反応を進行させたときに
得られるビオチン化タンパク質が野生型 TurboID と比
較して 1/10 程度であることを確認した。そこで実験ス
ケールを 10 倍にすることで，野生型 TurboID でビオ
チン化されるタンパク質と同程度のビオチン化タン
パク質を得ることができると考えた。 
得られたタンパク質を LC-MSMS で解析したところ，

APEX2 のときとは異なり，ER-ミトコンドリアコンタ



クトサイトに局在することが報告されている多くの既知因子が同定された（図 6，マゼンタの点）。
この結果から，Split-TurboID を用いた方法が，
コンタクトサイトに局在する因子の探索に適し
た方法であることを示唆している。今後，新規
に同定された因子の解析を進めることで，ER-ミ
トコンドリアコンタクトサイトの生理的意義の
解明につながることが期待される。 
ヒト培養細胞だけでなく酵母細胞を用いて同

様の実験系の構築を行った。具体的には出芽酵
母の ER-ミトコンドリア間と ER-液胞間コンタ
クトサイトに着目して実験を行った。出芽酵母
の場合も同様に，Split-GFP-TurboID の再構成効
率の高いコンストラクトの選別を行い，そのコ
ンストラクトが適切な位置で再構成することを
確認した。具体的には，酵母の場合は既知のコ
ンタクト因子，ERMES（ER-ミトコンドリア），
NVJ（ER（核膜）-液胞）が知られているので，
これらの因子との共局在を確認したところ，
Split-GFP-TurboID による GFP シグナルが，
ERMES, NVJ とよく共局在することが確認できた。また実際に既知のコンタクト因子，具体的に
は ERMES 複合体の Mmm1, Mdm12, Mdm34 や NVJ の Nbj1, Nvj2, Vac8 がビオチン化されること
がわかった。これらの結果から，出芽酵母においても Split-GFP-TurboID が予想通り機能するこ
とがわかり，折金らコンタクトサイトに集積するタンパク質の同定に有効な方法として CsFiND
（Complementation assay using Fusion of split-GFP and TurboID）と命名し，論文として発表した。 
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