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研究成果の概要（和文）：繋留タンパク質は輸送小胞が標的膜に融合する前に最初の接着を行う因子と考えられている
。ゴルジ体に分布する長いcoiled-coil構造を持つ一群のタンパク質で繋留因子と考えられている。本研究ではgolgin-
84とp230の2種類のgolginが微小管関連タンパク質と共役することを明らかにした。golgin-84はKif3Cと,p230 はMACF1
 とそれぞれ共役し、ゴルジ体からの輸送に関係していた。繋留因子と微小管関連タンパク質の相互作用は繋留因子が
標的膜と小胞の結合だけでなく、小胞輸送の初期の段階で関わることで小胞を正しい目的地へ運ぶ働きを持つことが示
された。

研究成果の概要（英文）： A well-accepted role for tethering factors is the initial attachment of 
transport carriers to acceptor membranes prior to fusion. Golgins, long coiled-coil proteins that 
localize to particular Golgi subdomains, are candidate tethering factors. In this study, we report that 
two type of golgins, golgin-84 and p230, interact with microtubule related proteins. Protein interaction 
analyses have revealed that golgin-84 interact with kinesin2 subunit Kif3C, and plays a role for 
transport to lysozom from the Golgi. We investigated the role of p230 and microtubule actin crosslinking 
protein 1 (MACF1), in amino acid starvation-induced membrane transport. p230 or MACF1 knockdown (KD) 
cells failed to mAtg9 recruitment to phagophores from the TGN, The interaction between a tether and 
microtubule related protein brings the idea that tethers plays not only in the vesicle tethering process 
but also in the initial event to direct a vesicle to its correct intracellular destination.
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１．研究開始当初の背景 
我々はゴルジ体の構造維持機構の解明
のため、ゴルジ体細胞質側に局在するタ
ンパク質を GCP(Golgi cytoplasmic 
protein)ファミリーとして同定し解析し
てきた。細胞質に大きな coiled-coil ドメ
インをもつゴルジ体タンパク質を総称
して golgin と呼ぶことが近年提唱され、
GCPファミリーも golginである。golgin
の多くはゴルジ体の構造維持や小胞の
繋留（図）に働くと考えられている。我々
は小胞の標的膜への最初の接触は繋留
タンパク質によることに注目して、小胞
繋留機能を持つ golgin を数種類解析し
た。その結果、golgin である p115 及び
golgin-84 と多量体繋留因子 COG 複合
体の相互作用を明らかにし、繋留タンパ
ク質が小胞の目的地を決める重要な要
素であることを示した（業績 1,6）。出芽
した小胞が適切なレールに乗り、目的と
する膜と融合する機構を考えた時、繋留
タンパク質は小胞を標的膜にファース
トコンタクトさせる働きしか持たない
のだろうか？ 小胞の目的地への正確な
輸送に関わるタンパク質としては、コー
トタンパク質、低分子量 G タンパク質,
モータータンパク質、SNAREs,繋留タ
ンパク質が挙げられる。その中で ER-
ゴルジ体間の輸送小胞の繋留タンパク
質である p115 のノックダウンとその相
補実験の結果（BBRC 2005,業績 6）か
ら「小胞出芽時に繋留タンパク質が正確
な輸送に関わるタンパク質（運命決定因
子）の積み込みに働くことで、小胞のそ
の後の運命を決める重要な働きを担う
のでは」と考えた。実際、golgin ファミ
リーには輸送小胞に組み込まれるもの
が多くみられ、giantin, golgin-84, CASP, 
p115 は COPI 小胞での存在が確認され
ている。また多くの golgin は繋留機能
とともに低分子量 G タンパク質や
SNAREs と相互作用することが知られ
ていて、ゴルジ体の輸送小胞を出芽時に
運命付ける機能を持つ可能性が高い
（図）。さらに、我々は golgin-84 が特異
的なモータータンパク質と相互作用す

ることを新しく見いだし解析中である。
これは未だ明らかにされていないゴル
ジ体における輸送小胞とモータータン
パク質の結合に具体的にかかわるタン
パク質としての golgin の機能の発見に
つながると共に、繋留タンパク質が小胞
の正確な移動に深く関与することを示

唆する。 
 
２．研究の
目的 
ゴ ル ジ体
は 細 胞内
小 胞 輸送
の 中 心的
役 割 を担

う細胞小器官であり物質の移送、タンパ
ク質の選別、修飾をおこなっている。近
年、コレステロール合成酵素の転写調節
因子がゴルジ体で活性化されることな
どゴルジ体がさまざまな細胞内シグナ
ル伝達の調節点としての機能を持つこ
とが示されている。最近、ゴルジ体はオ
ートファゴソーム形成時の膜供給源と
なり、ゴルジ体局在繋留タンパク質
COG 複合体の関与が示された (Yen et 
al. JCB 188,101 2010)。以上の観点から、
ダイナミックな膜の移動のなかで、ゴル
ジ体がどのようにその構造と機能を維
持しているかを知ることは、細胞の機能
調節や細胞内シグナル伝達の理解に必
須である。本研究では小胞出芽時に於け
る運命決定因子の組み込み機構から小
胞の移動と繋留融合までに於て golgin
ファミリータンパク質がどのように働
くかを解析することを目的とし解析を
行う。また coild-coil 繋留タンパク質
golgin(p115 及び golgin-84)と多量体繋
留タンパク質 COG 複合体の相互作用を
解析した我々の結果から COG 複合体が
シスゴルジへの２系統のサブクラス
COPI 小胞の輸送に関与することになり、
シスゴルジに於ける COG-p115 と
COG-golgin-84 の使い分けにもう一つ
の調節因子の存在が推測された。本研究
ではこれらの結果を踏まえて小胞出芽



における golgin の小胞への組み込み機
構とその役割及び小胞移動における
golgin の役割（golgin と対応するモータ
ータンパク質）解析する。 
 
３．研究の方法 
本研究に於ては、golgin ファミリータン
パク質の中からgolgin-84と p230に焦点
を当てて解析をおこなった。 

⑴. 小胞出芽時の golgin の COPI 小胞へ

の組み込み機構とその役割解析。 
① giantin,golgin-84,CASP ３ 種 の

golgin に対する siRNA を用いてそれぞ

れを KD した細胞において、細胞分画に

より COPI  小胞を単離する。対照細胞

と比較して、どのようなサブクラスの

COPI 小胞に変化が見られるかを検討す

る。対象は SNARE (GS15,GS27,GS28, 
Syntaxin5a,Vti1 など)と積み荷タンパ

ク質(CD44, gpp130, KDELr, ERGIC53, 
p24,MannosidaseII など),と KD 対照以

外の golgin である。この結果から

giantin,golgin-84,CASP の ３ 種 の

golginがどのCOPI小胞サブクラスに組

み込まれるかを明らかにできる。 
②対象の golgin は全て C 末に膜結合部位

を持ち細胞質側に大きな coiled-coil ドメ

インを持っている（BBRC 205,1399,1994, 
JBC 2001）。細胞質ドメインの過剰発現

は内在の正常 golgin と競合することで

golgin の機能と局在を阻害することが期

待される。それぞれの golgin の細胞質ド

メインを培養細胞で過剰発現、小胞の変

化を a.の結果を踏まえて検討する。 
⑵. golgin タンパク質と対応するモータ

ータンパク質の解析。 
①golgin-84 と Kinesin2 の相互作用の解

析。 
 こ れ ま で の 解 析 で golgin-84 が

Kinesin2 と結合することを見いだして

いる。この結合がどのような小胞で起こ

るのかを Kinesin2 KD 細胞及び未処理

細胞を用いて解析する。 
②他の golgin の解析。 
一方、golgin-84 相互作用タンパク質

COG 複合体がトランス golgin で有る

p230 と共局在を示す事を見いだした。

COG 複合体は酵母細胞においてファゴ

フォアー形成にかかわることが報告さ

れている。この結果を踏まえて共役因子

である golgin-84 や他の gogin の KD 細

胞におけるオートファゴソーム形成に

ついての解析を行う。 
 
４．研究成果 
⑴golgin-84 とその共役タンパク質 
①gogin-84 のゴルジ体局在に必要なドメ
インの解析。 
golgin-84 は N 末側に球状の head ドメイ
ンを、そのあとに coiled-coil 構造の尾
部と c 末の膜貫通ドメインとそれに続く
短い細胞質ドメインを持っている。欠失
変異株の発現実験により coiled-coil ド
メインの 581-640 アミノ酸がゴルジ体局
在に必須であった。この領域は細胞内で

２量体を作
るのに働い
て い て 、
golgin-84

の局在には
2 量体形成
が必須と考

えられる（図１）。 
②ゴルジ体局在に必要なドメインと相互

作用をもつタンパ
ク質の検索。 
golgin-84 の局在化
ドメインの 581-640
アミノ酸領域に相
互作用するタンパ
ク質の検索のため、
同領域を Bait にし
て HeLa 細胞 cDNA ラ
イブラリーに対し
て酵母 two-hybrid
スクリーニングを



行った。結果 5 種類の異なったクローン
が得られた。そのうち他の方法による共
役が確認できたクローンC7について解析
を進めた。クローン C７は kinesin2 のサ
ブユニットである Kif3C の 530-630 アミ
ノ酸をコードしていた。golgin-84 との
Co-IP、in vitro pull-down で相互作用が
確認できた。この相互作用は Kif3C 特異
的でありKinesin2他のサブユニットとは
相互作用は見られなかった（図２）。Kif3C
と golgin-84 はゴルジ体において共局在
が確認された 
③golgin-84 と相互作用する Kinesin2 サ
ブファミリーの働き。 
Kinesin2 は Kif3A+Kif3B と Kif3A+Kif3C
のふたつのサブファミリーからなり,前
者はゴルジ体から小胞体への逆輸送に、
後者はゴルジ体から外側への正方向輸送
に働いているとされている。Kif3A+Kif3B
にくらべるとKIf3Cを持つkinesin2は解
析が進んで居ない。kif3C の KD 細胞にお

ける各オルガ
ネラタンパク
質の挙動を調
べたところ、
Kif3CＫＤ細胞
ではライソゾ
ームタンパク
質 lamp1 の増加
が観察された。

一方Kif3Bの KD細胞では形質膜タンパク
質CD44の増加は見られたがlamp1の増加
は観察されなかった（図 3）。Kif3C の KD
細胞では lamp1 はライソゾームより小さ
な構造に分布していた（図４）、おそらく

エンドソームであ
ろうと考えられる
が、TfR とは局在が
一致しなかった。
また golgin-84 の
Kif3C 結合部位を

過剰発現することで、Kif3C の KD と同様
の現象が観察された、これらの結果は
golgin-84 と Kif3C はポストゴルジの小
胞輸送に関係していることを示唆する。 
⑵p230 とその共役タンパク質。 
我々は哺乳動物細胞においても COG 複
合体サブユニット Cog3 ノックダウン
（KD）細胞ではオートファゴソーム形成
が阻害されることを確認した。一方、
golgin-84 相互作用タンパク質 COG 複合
体がトランス golgin で有る p230 と共局
在を示す事を見いだした。この結果を踏
まえて p230KD 細胞におけるオートファ

ゴソーム形成につい
ての解析を行った。そ
の結果p230がオート
ファジイの過程に深
く関係していること
を示した。 
①p230 とその共役タ
ンパク質 MACF1 はオ
ートファジイの過程
にかかわっている。 
p230 は TGN に局在す
る golgin で、C 末に
ある GRIP ドメインで
膜に結合している。
p230 はその共役タン

パク質と共にゴルジ体から形質膜への膜
輸送に関係することが報告されている。
我々はp230と MACF1をsiRNAを用いてKD
すると、オートファジイ過程が阻害され
ることを見いだした。p230 または MACF1
を欠失させても互いのタンパク質の含量
は変化しなかった（図５)。このことは、
それぞれのタンパク質の共役作用がオー
トファジイ過程と関係することを示唆す
る。 
②p230 または MACF1 の欠失は mAtg9 の輸
送を阻害する 



p230と MACF1は
オートファジイ
過程と深く関わ
りがあるとされ
ている SNARE タ
ンパク質 VAMP7 
の輸送と深く関
係することが報
告されているが、
それ以外のオー
トファジイ関連
タンパク質の輸
送について検討
してみた。その

結果オートファジイ関連タンパク質
mAtg9 のゴルジ体からファゴフォアへの
輸送に関係することを見いだした。mAtg9
はゴルジ体とエンドソームに局在してお
り、飢餓シグナルによりゴルジ体から消
失することが知られているが、p230 また
は MACF1 KD 細胞においては飢餓シグナル
によってもゴルジ体局在が変わらないこ
とが認められた。またこの変化は MACF1
のp230結合ドメインの過剰発現によるド
ミナントネガティブ効果によっても見い
だされた（図６）。これらの結果から mAtg9

の 輸 送 に は
p230とMACF1の
相互作用が関
係すると考え
られる。またこ
の相互作用の
阻害は LC3 を含
むオートファ
ゴソーム形成
過程を阻害す
ることが示さ
れた（図７）。 
③p230 は形質
膜を経由して

オートファゴソームに移行していく p230
はオートファゴソーム形成過程でオート
ファジイ関連タンパク質 p62 や LC3 陽性
の構造へ移行して最終的にオートライソ
ゾームにおいて分解されることを見いだ
した（図８）。また p230 はその移行過程

においてダイナミ
ンが関わる形質膜
からの輸送経路を
通ることが示され
た（図９）。この結
果は p230 が mAtg9
の移送、VAMP7 の移
送においてファゴ
フォア形成に関わ
るだけでなく、オー
トファジイ形成に

も重要な働きを
担う可能性を示
唆する。 
⑶まとめ 
 本研究により
明らかにされた、
golgin-84 と
p230 の解析結
果はゴルジ体ト
ランス領域に於
ても golgin タン
パク質が小胞や

その積み荷の行き先決定に関与している
ことを強く示している。golgin タンパク
質は小胞の繋留に働くだけでなく、微小
管関連タンパク質と相互作用をすること
により小胞の移行に関わることが示され
た。これらの結果は「小胞輸送の正確さ」
を保つ機構における golgin ファミリーの
機能一端を明らかにした。これ以外の繋
留に関するgolginについての解析が必要
と考えられる。 
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