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研究成果の概要（和文）： 
 細胞表面膜上には糖脂質グリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）によって膜に結合す

る一群のタンパク質（GPI アンカー型タンパク質）が存在し、様々な生命現象に重要な役割を担

っている。本研究では、GPI アンカーの糖鎖構造を変化させる酵素 PGAP5 を同定し、この改変が

GPI アンカー型タンパク質の小胞体からゴルジ体への輸送に必要であることを明らかにした。さ

らに、この GPI アンカーの構造変化は、タンパク質が小胞体出口部位へ濃縮されるための輸送シ

グナルとして機能していることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchoring of proteins is a post-translational 
modification occurring in the endoplasmic reticulum (ER).  Here, we established mutant 
cell lines that were selectively defective in transport of GPI-anchored proteins from 
the ER to the Golgi.  We identified a responsible gene, designated PGAP5 
(post-GPI-attachment to proteins 5).  PGAP5 catalyzed the remodeling of the glycan moiety 
on GPI-APs.  Our data demonstrate that GPI glycan acts as an ER-exit signal and suggest 
that glycan remodeling mediated by PGAP5 regulates GPI-AP transport in the early secretory 
pathway 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞表面にはグリコシルホスファチジル

イノシトール（GPI）とよばれる糖脂質によ

って修飾されたタンパク質が多く存在する

（哺乳動物には約 150 種類）。これらのタン

パク質は GPIアンカー型タンパク質と呼ばれ、

胚発生や免疫反応、神経形成において受容体

や細胞接着因子などとして重要な役割を担
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っている。小胞体で合成された GPI アンカー

型タンパク質はゴルジ体を経由して細胞膜

へ輸送される。GPI アンカー型タンパク質の

特徴的な性質として、脂質ラフトと呼ばれる

特殊な膜構造に濃縮されることが知られて

いる(Brown et al. (1992) Cell 68: 533)。

極性をもった細胞では、GPI アンカー型タン

パク質はアピカル（頂端）側へ特異的に輸送

されるが、これはトランスゴルジネットワー

クからラフト依存的な輸送小胞に乗って運

ばれている (Ikonen (2001) Curr. Opin. 

Cell Biol. 13: 470)。このように、GPI アン

カーはタンパク質に特徴的な性質を付与し、

タンパク質の輸送を制御している(Mayer et 

al. (2004) Nat. Rev. Mol Cell Biol. 

5:110-20)。研究代表者はこれまでの研究で、

GPI アンカー型タンパク質の輸送中に、GPI

アンカー脂質の構造が変化していること、さ

らにそれが脂質ラフトへの濃縮に必須であ

ることを突き止めている(Fujita et al., 

(2006) Mol. Biol. Cell 17: 5253)。しかし

ながら、GPI アンカーがどのように認識、選

別されて輸送されるかについては未だ不明

である。 

 

２．研究の目的 

 上記の問題を解決するため、本研究では

GPI アンカー型タンパク質の細胞内輸送を制

御する新規遺伝子を同定することを目的と

した。研究代表者はこれまでに、GPI アンカ

ー型タンパク質の輸送を経時的・定量的にモ

ニターすることができる細胞株(Maeda et al. 

(2008) Nat. Cell. Biol. 10: 1135)を用い

て、変異株の取得を試み、GPI アンカー型タ

ンパク質の輸送が特異的に遅延する新規変

異株を取得している。本研究ではこの変異株

の責任遺伝子を同定し、その機能を明らかに

することで GPIアンカー型タンパク質の輸送

機構を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究の目標を達成するために、以下のよ

うな方法で実験を行った。 

(1) 変異株責任遺伝子の発現クローニング： 

研究代表者が取得した GPIアンカー型タンパ

ク質輸送異常変異株（C19）に cDNA ライブラ

リーを導入し、レポーターGPI アンカー型タ

ンパク質の輸送が野生株レベルに戻ること

を指標にして、発現クローニングを行った。

得られた cDNA について、変異株のゲノム上

の責任遺伝子に変異があることを確認した。 

(2) 責任タンパク質の機能解析と変異株の性

状解析： 

「責任タンパク質の機能解析」では、① 責

任タンパク質の細胞内における局在を蛍光

顕微鏡および細胞分画で確認した。② GPI ア

ンカー型タンパク質との結合を免疫沈降で

確認した。③ 責任タンパク質の一次構造か

ら酵素活性であると考えられたので、活性測

定系を確立した。 

「変異株の性状解析」では、④ 変異株の GPI

アンカーの構造を質量分析装置により決定

した。⑤ GPI アンカー型タンパク質の輸送を

細胞生物学的（蛍光顕微鏡による局在、輸送

解析）、生化学的手法（パルス･チェイス輸送

アッセイ）を用いて詳細な解析をおこなった。 

(3) GPI アンカーの構造変化を認識するタン

パク質の単離： 

野生株および GPIアンカー型タンパク質輸送

変異株を用いて、輸送レポータータンパク質

（VFG-GPI）と野生株特異的に共沈降するタ

ンパク質を質量分析装置により同定した。 

 

４．研究成果 

 GPI アンカー型タンパク質の小胞体からゴ

ルジ体への輸送が選択的に遅れる変異株



 

 

（C19）を用いて、発現クローニングにより

責任遺伝子の同定を試みた。その結果、機能

未知の新規遺伝子を取得し、PGAP5 (Post-GPI 

Attachment to Protein 5)と名付けた。PGAP5

を変異株に発現させることにより、GPI アン

カー型タンパク質の輸送を回復させること

ができた。次に、変異株ゲノム上の PGAP5 変

異を確認し、PGAP5 が変異株の責任遺伝子で

あることを明らかにした。 

 

 

 PGAP5 は膜タンパク質をコードしており、ル

ーメン側にリン酸エステラーゼ・モチーフを

有していた。このモチーフに保存されたアミ

ノ酸を置換すると変異株の GPIアンカー型タ

ンパク質の輸送遅延を回復させることがで

きないことから、PGAP5 の機能に必須である

ことが示唆された。GPI アンカー糖鎖の構造

を質量分析装置で解析した結果、野生株では

GPI アンカー糖鎖の２つ目のマンノースに付

加された側鎖エタノールアミンリン酸が除

去されているのに対して、PGAP5 変異株では

側鎖エタノールアミンリン酸が付加された

ままであることが分かった。さらに、精製タ

ンパク質を用いた酵素活性測定系を構築し、

PGAP5 が側鎖エタノールアミンリン酸の除去

を行う酵素本体であることを明らかにした

（図１）。これらのことから PGAP5 は GPI 糖

鎖部分の構造を改変する活性を有しており、

この反応が GPIアンカー型タンパク質の小胞

体からゴルジ体への輸送に密接に関与して

いることが明らかとなった（Fujita et al. 

(2009) Cell, 139:352）。これらの結果は、

真核生物で広く保存された翻訳後修飾であ

る GPIアンカーの糖鎖構造が一群の膜タンパ

ク質の輸送を調節しているという点で、小胞

輸送における積み荷選別機構に新たな知見

を提示するものある。 

 

 

 

 上記解析中に、別の輸送遅延変異株として

PGAP1 が欠損した変異株を新たに取得した。

PGAP1 は小胞体において、GPI アンカーがタ

ンパク質に付加された後、イノシトール残基

に付加されているアシル基を除去する酵素

である。この PGAP1 変異株においても GPI ア

ンカー型タンパク質の小胞体−ゴルジ体間の

輸送が顕著に遅延していた。研究代表者は

PGAP1 および PGAP5 による GPI アンカーの２

つの構造変化（イノシトール脱アシル化、側

鎖エタノールアミンリン酸の除去）が、どの

ようにタンパク質の輸送に関与しているか、



 

 

解析を行った。その結果、PGAP1 および PGAP5

欠損細胞では小胞体において COPII小胞が形

成され、タンパク質が輸送される部位「小胞

体出口部位（ER-exit sites）」へ GPI アンカ

ー型タンパク質が濃縮されないを明らかに

した。このことから、小胞体における GPI ア

ンカーの構造変化は、ER-exit sites へのソ

ーティングに必要であることが示された（図

２）。 

 そこで、野生株と PGAP1、PGAP5 変異細胞

株を用いて、GPI アンカー型タンパク質に結

合するタンパク質を質量分析により同定し

た。その結果、p23、p24 と呼ばれるタンパク

質が野生株特異的に GPIアンカー型タンパク

質と共沈することが分かった。p23、p24 は

p24 ファミリーと呼ばれるタンパク質で、フ

ァミリー間で複合体を形成し、小胞体とゴル

ジ体をリサイクリングするタンパク質であ

る。これまでに出芽酵母のホモログが GPI ア

ンカー型タンパク質 Gas1pの輸送に関与して

いることが分かっていたが、その詳細につい

ては明らかでなかった。我々の結果は、p23、

p24 が構造変化（リモデリング）した GPI ア

ンカー特異的にタンパク質と結合し、輸送を

行うカーゴレセプターとして機能している

ことを示すものである。現在、GPI アンカー

型タンパク質の小胞体−ゴルジ体間の輸送に

おける p24ファミリータンパク質の役割をさ

らに検討している。 
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