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研究成果の概要（和文）：小胞体で合成された分泌タンパク質は、小胞体上のERESより出芽しゴルジ体を経て、
細胞外へ分泌される。ERESは分泌の出発点であるが、その構成と制御メカニズムはよくわかっていない。我々
は、コラーゲンの積み荷受容体として単離されたTANGO1がSec16と協調してERESの形成に関与することを見出し
た。さらに、TANGO1が細胞分裂期にCK1によってリン酸化されることで、細胞分裂期のERESの崩壊が担われるこ
とを明らかにした。さらに、Sec16も　CK1によるリン酸化制御をうけることによって、液-液相分離によって
ERESへの結合活性を調節していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Secretory proteins synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) bud off 
from the ER exit sites (ERES) and are transported to the Golgi apparatus before being secreted 
outside the cells. ERES is the starting point of secretion, but its composition and regulatory 
mechanisms are not well understood. We discovered that TANGO1, isolated as a cargo receptor for 
collagen, cooperates with Sec16 to facilitate the formation of ERES. Additionally, we found that 
phosphorylation of TANGO1 by CK1 during mitosis leads to the disassembly of ERES during cell 
division. Furthermore, we revealed that Sec16 also undergoes CK1-mediated phosphorylation, which 
regulates its binding activity to ERES through liquid-liquid phase separation.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞からの分泌機構が明らかになれば、分泌が異常になったことによる疾患に対する治療法の開発等に貢献する
ことができる。特に、TANGO1やSec16は分泌の出発点を制御する因子であり、その機能が明らかになれば、広範
な分泌現象に対する制御方法の開発にもつながると期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 小胞体において合成された分泌タンパク質は、小胞体上の特殊なドメインである ER exit site

より出芽し、ゴルジ体を経由して、細胞外へと輸送される。ER exit site は分泌の出発点であ

るが、その形成メカニズムや制御機構には不明な点が多い。代表者は、巨大分子コラーゲンの小

胞体からの分泌を制御する因子として TANGO1 を見出し、その機能解析を行ってきた。さらに

TANGO1 にはコラーゲン認識部位をもたない TANGO1S が存在することを明らかにし、TANGO1, 

TANGO1S が Sec16 と協調することにより ER exit site の局在規定因子として機能することを見

出した。さらに細胞分裂期における CK1 による TANGO1 のリン酸化によって ER exit site の崩

壊がおこること、またその後、PP1 によって TANGO1 が脱リン酸化されることで ER exit site の

再形成が担われることを見出していた。一方で、Sec16 もリン酸化によって制御される可能性が

考えられたが、その詳細は不明であった。 

 
２．研究の目的 
TANGO1 と Sec16 によって形成される ER exit site は、外界からのさまざまな刺激に応答し

て、その数や局在、大きさ等を変化させ、分泌機能を調節していると考えられるが、その詳細な

分子機構は不明である。本研究では特に Sec16 側の制御機構に着目して ER exit site が外界シ

グナルによってどのように分泌機構を制御しているのか解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は、主に細胞生物学的手法および生化学的手法を用いて解析を行った。 

 

1) Sec16 結合因子、特にリン酸化制御因子の探索 

Sec16 の結合因子を探索するため、FLAG タグを付与した Sec16 全長を安定的に発現する細

胞株を HeLa 細胞で樹立した。さらに FLAG タグを付与した Sec16 の欠失変異体、FLAG-

Sec16(1101-1820aa)および FLAG-Sec16(1101-1890aa)を安定的に発現する細胞株を HeLa 細

胞で樹立した。さらに Sec16 に対するモノクローナル抗体を作成した。 

 

2) Sec16 のチロシン脱リン酸化酵素との結合 

293T 細胞に Sec16 およびチロシン脱リン酸化酵素の基質と強固に結合する変異体を過剰発

現し、それぞれの結合を検証した。 

  

3) Sec16 のチロシンリン酸化酵素の同定 

HA タグを付与したチロシンキナーゼライブラリーを Sec16 とともに 293T 細胞に過剰発現

し、Sec16 のリン酸化を亢進するチロシンキナーゼの同定を試みた。 

 

4) Sec16 をセリン/スレオニンリン酸化するキナーゼの同定 

マススペクトロメトリーで検出されたセリン・スレオニンキナーゼ候補を Sec16 と共に 293T

細胞に過剰発現させ、Sec16 をリン酸化するキナーゼ候補の同定を試みた。 

 

４．研究成果 

 

１）Sec16 結合因子、特にリン酸化制御因子の探索 

  各種 Sec16 の安定発現株より Sec16 を免疫沈降し、免疫沈降画分に存在するタンパク

質の同定を共同研究によって、マススペクトロメトリーで解析した。Sec16 全長および欠失

変異体を用いた免疫沈降のいずれにおいても、結合が確認できている因子を結合因子の候

補とした。さらに、既存のデータベース上でも結合が報告されているものから、優先順位を

つけて解析を行っていくことにした。 



 

 

2) Sec16 のチロシン脱リン酸化酵素との結合 

Sec16 に結合した因子のなかからチロシン脱リン酸化酵素に着目した。本酵素の基質と強固

に結合する変異体と種々の COPII因子との結合を検討したところ、Sec16 が有意にチロシン

脱リン酸化酵素と結合することが明らかになった。 

 

3) Sec16 のチロシンリン酸化酵素の同定 

Sec16 のチロシンリン酸化を担うチロシンキナーゼを同定するため、Sec16 とキナーゼを

293T 細胞に共発現させ、Sec16 をチロシンリン酸化する候補キナーゼを複数同定することに

成功した。 

 

4) Sec16 をセリン/スレオニンリン酸化するキナーゼの同定 

マススペクトロメトリーで検出されたセリン・スレオニンキナーゼ候補を Sec16 と共に

293T 細胞に過剰発現させ、Sec16 をリン酸化するキナーゼ候補の同定を試みた。その結果、



CK1 が Sec16 をリン酸化することを新たに見出した。また、Sec16 のリン酸化は TANGO1 との

結合に対しては影響を与えないが、Sec16 どうしの相互作用を担う液-液相分離による Sec16

の凝集化に関与していることを見出した。 
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