
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(B)

2013～2011

細胞内物流システム制御におけるカルシウム依存性アダプター蛋白質ＡＬＧー２の役割

Roles of calcium-dependent adaptor protein ALG-2 in regulation of intracellular deli
very system

４０１８３６１０研究者番号：

牧　正敏（Maki, Masatoshi）

名古屋大学・生命農学研究科・教授

研究期間：

２３３８００５６

平成 年 月 日現在２６   ５ ２６

円    14,600,000 、（間接経費） 円     4,380,000

研究成果の概要（和文）：ALG-2の新規相互作用因子を新たに同定し、生化学的、細胞生物学的および構造生物学的解
析を行い、（１）CHERPは核スペックルに集積しているが、生細胞蛍光イメージングによりALG-2がカルシウム刺激に応
答して核スペックルに動員され、CHERP、ALG-2ともにIP3R1前駆体mRNAの選択的スプライシングに関与していること、
（２）小胞体―ゴルジ体間の輸送小胞COPIIの被覆を構成する蛋白質Sec31AがもつALG-2結合モチーフ2型の結合部位が
ポケット３であり、1型モチーフの結合部位とは異なること、（３）ESCRTタンパク質VPS37B,VPS37CおよびIST1と結合
することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Several new interacting proteins of calcium-binding protein ALG-2 were identified.
 By biochemical, cell biological and structure biological analyses, following new findings have been made:
 (1) CHERP is localized in the nucleoplasm, particularly, enriched at nuclear speckles, and ALG-2 accumula
tes to the nuclear speckles in response to calcium as revealed by live-cell fluorescence microscopic analy
sis.  CHERP and ALG-2 are involved in alternative splicing of inositol-1, 4, 5-trisphosphate receptor 1 (I
P3R1) pre-mRNA;(2) ALG-2 binding motif 2, which is present in Sec31A, a component of ER-Golgi transport ve
sicle COPII, was found to bind Pocket 3, a different binding site for type 1 motif;(3) ALG-2 binds to VPS3
7B, VPS37C and IST1, which are ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
Ca2+結合蛋白質であるALG-2は、Ca2+依存性

プロテアーゼであるカルパインの大小サ

ブユニットと同様、５つのＥＦハンドをも

つpenta-EF-handファミリーに属す（発表

論文○6 ）。しかし、触媒ドメインはもたず、

カルシウム依存的に様々な細胞内タンパ

ク質と相互作用することにより、アポトー

シスや細胞分裂制御をはじめ、多様な生理

機能をもつと考えられているが、不明な点

が多い。細胞膜表面上の受容体であるEGF

レセプターは、エンドサイトーシスにより

細胞内に取り込まれたのち、リサイクリン

グされるか、あるいは多胞性エンドソーム

（Multivesicular body 、MVB)を経てリソ

ソームで分解されるか、初期エンドソーム

において選別される。この選別輸送複合体

ESCRT (endosomal sorting complex requ

ired for  transport)システムの構成因

子および制御因子のうちTSG101とALIXは

互いに弱く結合するが、それぞれがALG-2

相互作用因子であり、我々はCa2+存在下でA

LG-2がアダプターとして安定な複合体を

形成するモデルを提唱した(発表論文○8 )。

また、小胞体（ER）―ゴルジ体間の輸送小

胞であるCOPII小胞の被覆を構成するタン

パク質であるSec31AにALG-2がCa2+依存的

に結合することが明らかになっているが、

その生物学的意義は不明のままである。 

 
２．研究の目的 
本研究は、（１）ESCRTシステムおよびER

―ゴルジ体間輸送における物流システム

制御の観点から、ALG-2のアダプター機能

モデルを検証し、ALG-2の役割を生化学・

構造生物学的および細胞生物学的に明ら

かにすること、そして、（２）新たに相互

作用因子を探索し、ALG-2の新しい生理機

能を見出すとともに、ALG-2の作用原理の

普遍性を明らかにすることを目的として

遂行した。 

３．研究の方法 
（１）ESCRT-I複合体の４つのサブユニッ

トTSG101、VPS37、VPS28、MVB12の培養動

物細胞共発現系を用いてALIXとESCRT-I複

合体との結合解析を免疫沈降法、GST-ALG-

2プルダウン法により解析した。また、米

国ユタ大学Sundquist博士の協力を得て、

精製標品の試験管内での結合を解析した。 

 

（２）COPII小胞はER膜より出芽し、ALG-2

が出芽部位（ER-exit site, ERES）に集積

する。Ca2+依存性酸性リン脂質結合タンパ

ク質であるannexin A11 (AnxA11)がALG-2

の相互作用因子であることは既に明らか

となっていたが、ALG-2がアダプターとし

て働く場合のSec31Aの相手の分子である

可能性を調べるため、共免疫沈降実験なら

びにStrepタグを付加したSec31Aとの結合

を解析するためのStrep-Tactinビーズを

用いたプルダウンアッセイを行った。 

 

（３）ALG-2結合モチーフ２型の結合部位

を予測するため、コンピューターによるポ

ケット予測を行った。また、Sec31AのALG-

2結合領域のペプチドの合成を委託して入

手し、精製した組換体ALG-2との複合体の

結晶を大学共同利用機関法人高エネルギ

ー加速器研究機構・物質構造科学研究所の

結晶化ロボットをもちいて、各種条件下で

作製した。得られた結晶化条件をさらに詳

細に検討してマニュアルで結晶を作製し、

形状のよい結晶をＸ線回折実験に供した。 

 

（４）これまでに推定していたALG-2結合

モチーフと相同なアミノ酸配列をもつタ

ンパク質をUniProt/SwissProtデータベー

スより抽出し、有望な候補とGFP融合タン

パク質を培養動物細胞で発現させ、免疫沈

降産物のビオチン標識ALG-2を用いたFar 

WesternによりALG-2結合能を判定した。 



（５）Ca2+依存的ALG-2の経時的局在変化

を調べるため、ALG-2-mCherryを培養動物

細胞に発現させ蛍光顕微鏡により生細胞

観察した。Ca2+濃度変化はRFP-GECOを同時

に発現させ蛍光変化をモニターした。 

 
４．研究成果 

(1) ESCRT-I 構成サブユニットのひとつであ

るVPS37には遺伝子の異なる４つのアイソフ

ォーム（Ａ～Ｄ）が存在するが、VPS37B と

VPS37CがALG-2と結合することを明らかにし

た。これまでALIXとESCRT-Iの結合はTSG101

を介して行われると考えられていたが、さら

に ALG-2 と VPS37 が介在し、三者複合体形成

効率の高低はVPS37アイソフォームに依存す

ることが判明した（発表論文○2 ）。また、ALG-2

は ESCRT-Ⅲ構成因子である CHMP ファミリー

と相同性のある IST1 とも相互作用すること

も明らかとなった（発表論文○3 ）。 

 

(2)  ALG-2結合モチーフに基づくデータ

ベース検索と発現タンパク質の Far West

ern解析により10の新規相互作用因子候補

が見出され、そのうちPATL1とCHERPについ

て詳細に解析した。PATL1は細胞質に斑点

状に存在する P body (RNA processing 

 body)の構成因子であり、ALG-2はCa2+刺

激をしなくても斑点状に共局在していた

（発表論文○7 ）。一方、CHERP (Ca2+ homeo

stasis and endoplasmic reticulum prot

ein)はER膜貫通タンパク質として報告さ

れていたが、CHERPはRSドメインをもつSR

スーパーファミリーに属し、特異抗体を用

いた蛍光免疫染色ならびに蛍光タンパク

質融合体の生細胞観察の結果、核質に存在

し特に核スペックルに集積していること、

ALG-2はCa2+に依存してSF3A2などスプライ

シング制御因子が豊富に存在する核スペ

ックルに集積することが判明した。

 

また、CHERPとALG-2が転写途中のRNAポリ

メラーゼⅡ複合体に結合し、イノシトール

-1,4,5-三リン酸受容体１（IP3R1）前駆体

mRNAの選択的スプライシングに関与して

いることが明らかとなった(発表論文○1 ）。 

CHERPが従来、小胞体に存在する膜貫通タ

ンパク質と報告されていたが、核内で機能

することを初めて明らかにした点で、今後

のさらなる研究展開が期待される。 

(3) RNA干渉法によるALG-2の発現抑制細

胞を用いて、AnxA11とSec31Aの相互作用に

はALG-2とCa2+の共存が必要であり、ALG-2

が両者のアダプターとして働いているこ

とが明らかとなった。また、蛍光タンパク

質融合Sec31AのFRAP (Fluorescence reco

very after photo bleaching)解析や輸送

解析モデル膜タンパク質VSV-G tsO45-SGF

P2の糖鎖修飾の生化学的解析を行った結

 



果、ALG-2あるいはAnxA11の発現抑制はER

からゴルジ体への輸送に影響を与えるこ

とが観察され、両者はCOPII小胞のＥＲか

らの離脱を抑制していることが示唆され

た（Shibata et al. 投稿準備中）。ALG-

2ならびに相互作用因子が細胞内物質流通

の調節に関わっていることが示された。 

 

(4) コンピューター解析によりPLSCR3分

子中に存在する２型モチーフ配列のモデ

ルペプチドの結合部位を予測したところ、

ポケット３と最も安定にドッキングする

ことが予測された。これはポケット３に位

置するALG-2アミノ酸置換変異体の結合解

析結果によって支持された（発表論文○5 ）。 

一方、Sec31AペプチドとALG-2の複合体

のＸ線結晶構造解析を行った。ALIXペプチ

ドが疎水性ポケット１とポケット２に結

合することは既に判明していたが、Sec31

Aペプチドはポケット３に結合していた。

前者が１型モチーフ（PPYPXnYP, X、任意

のアミノ酸残基、n=3-5）をもつのに対し

て、後者はPXPGFをもち、モチーフの相違

は結合ポケットの相違によって裏付けら

れた（Takahashi et al. 投稿準備中）。 

 

(5)  ２型モチーフ配列の各種変異体とAL

G-2のFar Westernによる半定量的結合解

析を行い、モチーフの精密化を行った。P

XPGFよりも前後に位置するアミノ酸残基

の重要性も判明した（P/ΦPXPΦGFΩ、Φ

疎水性残基、Ω、長側鎖残基、X、任意）。

そして新しく定義した２型もモチーフを

基にデータベースを検索し直した結果、幾

つかの有望な新規候補が得られた。特に膜

貫通タンパク質であるSARAFはCa2+依存的

にALG-2と結合し、細胞内においてCa2+刺激

により共局在することも判明した。一方、

PLSCR3は上記モチーフには完全には一致

しないが、モチーフのＣ末端側の残基が結

合能増加に寄与していることが判明した。 
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