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研究成果の概要（和文）：細胞質DNAを異物として認識した細胞は、小胞体膜タンパク質STINGを活性化し、ゴル
ジ体へ運ぶことによって自然免疫・炎症応答を誘導する。しかし、STINGの小胞体からゴルジ体への輸送機構は
不明な点が多く残されている。本研究では、遺伝学的なゲノムワイドノックアウトスクリーニング、近接ビオチ
ン標識法によるプロテオーム解析、超解像イメージングなどの技術を駆使し、STINGの輸送を制御する分子とし
てCOPII輸送小胞の構成タンパク質であるSce24Cやオルガネラコンタクトに関わるゴルジ体タンパク質ACBD3を見
出した。

研究成果の概要（英文）：Upon recognizing DNA in cytoplasm, cells activate the endoplasmic reticulum 
(ER) membrane protein STING and transport it from the ER to the Golgi apparatus, thereby inducing 
innate immune and inflammatory responses. However, the mechanism of STING transport from the ER to 
the Golgi remains largely unknown. In this study, we performed genetic genome-wide knockout 
screening, proteome analysis using proximity biotin labeling, and super-resolution imaging to search
 molecules that regulate STING transport. As a result, we identified Sce24C and ACBD3 proteins 
involved in COPII vesicle transport and ER-Golgi organelle contact, respectively.

研究分野：細胞生物学

キーワード： STING　COPII　ACBD3　ERES　小胞輸送　オルガネラコンタクト　自然免疫　炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
STING経路による自然免疫・炎症応答は、ウイルス感染時の感染防御に必要であるだけでなく、この経路の制御
機構が破綻して暴走すると、がんや神経変性疾患などのさまざまな病気の進行につながる。したがって、STING
経路のシグナル伝達を厳密に制御するためには、STINGの小胞体からゴルジ体への輸送機構を理解することが重
要である。本研究ではSTINGの輸送がCOPIIを介した小胞輸送やACBD3を介したオルガネラコンタクトによって制
御される可能性が示唆されたため、これらの分子機能を操作することでSTINGの活性を制御できれば、STING関連
疾患に対する治療法の開発につながることが期待される。

※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 
小胞体膜タンパク質 STINGはウイルスや自己由来の細胞質 DNAに対する自然免疫・炎症応答
に必須のシグナルを伝達分子である。すなわち、細胞質 DNAを認識した DNAセンサータンパ
ク質 cGASによって cyclic GMP-AMP (cGAMP)が生成されると、cGAMPと結合して活性化し
た STINGが小胞体からゴルジ体へ移動し、Ｉ型インターフェロンや炎症性サイトカインの産生
を誘導する。近年、パーキンソン病や神経変性疾患、老化やがんなどにおいて自身の核やミトコ
ンドリアから DNA が細胞質に漏出する現象が見出され、STINGの異常な活性化が病態形成に
関与することが報告されている。したがって、STING経路のシグナル伝達機構の全貌を明らか
にすることは医学的に重要な課題である。これまでの研究によって STINGのゴルジ体移行後の
シグナル伝達機構については詳細が明らかにされており、下流のキナーゼ TBK1 や転写因子
IRF3のリン酸化を介して I型インターフェロンの遺伝子発現を誘導することがわかっている。
しかしながら、リガンド結合して活性化した STINGがどのようにして選別されて小胞体からゴ
ルジ体へ運ばれるのか、その仕組みについてはほとんどわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、STING が小胞体から脱出してゴルジ体へ移行するまでの選別輸送機構を解明し、
STING 関連炎症性疾患の制御法の開発につなげることを目指した。そのため、STING を選択
的に輸送する分子を（１）CRISPR-Cas9を利用したゲノムワイドノックアウトスクリーニング
と（２）低温輸送阻害法と近接ビオチン標識法を組み合わせたプロテオミクスの二つのアプロー
チによって同定し、さらにその分子の機能を生化学的・分子生物学的な解析によって明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） CRISPR-Cas9を利用したゲノムワイドノックアウトスクリーニング 
GFP と STING の融合タンパク質を発現するレポーター細胞を樹立した後に、CRISPR-Cas9 ライブ
ラリーを用いて各細胞にランダムな遺伝子変異を誘導し、１億個のゲノム編集レポーター細胞
を準備した。活性化した STING が小胞体を脱出した場合にゴルジ体を経由して最終的にリソソ
ームで分解される性質を利用し、STING を活性化させた後も GFP の蛍光が保たれる（STING の輸
送が阻害された考えられる）変異細胞をセルソーターで分取した。得られた変異細胞からゲノム
DNA を抽出し、次世代シーケンサーMiseq を用いてゲノムに挿入された gRNA 標的配列を同定し
た。コントロール細胞と比較して変異細胞のサンプルにおいてリード数が増えている配列を調
べ、候補遺伝子の絞り込みを行った。候補遺伝子の個々のノックアウト細胞を作製し、STING の
小胞体からの脱出に異常が生じるかを免疫染色実験によって確認した。 
 
（２）低温輸送阻害法と近接ビオチン標識法を組み合わせたプロテオミクス 
小胞体からゴルジ体へのタンパク質輸送は、細胞を 10℃の低温で培養することによって阻害さ
れ、積荷タンパク質は ER exit sites (ERES) と呼ばれる小胞体出口部位に留まることが知られ
ている。そこで、10℃の低温培養によって STING のゴルジ体への移行をブロックしつつ、膜孔形
成毒素によって細胞膜に一過的に微小な孔を空けてリガンドを効率的に細胞内に導入する系を
構築し、リガンド結合の STING の局在変化を解析した。さらにこの実験系を近接ビオチン標識法
と組み合わせ、小胞体から脱出する際に STING と相互作用する輸送分子の同定を試みた。具体的
には、APEX2-STING 融合タンパク質を細胞に発現させ、ビオチンフェノールと過酸化水素水を添
加することによって STING の近傍タンパク質をビオチン標識し、ビオチン化タンパク質をスト
レプトアビジンビーズで精製した後に質量分析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）CRISPR-Cas9を利用したゲノムワイドノックアウトスクリーニング 
① STINGの輸送を制御する因子の同定 
STING の分解が抑制された目的の変異細胞のゲノムを調べた結果、STING の分解に関わると考え
られるオートファジー関連遺伝子や ESCRT 関連遺伝子に加え、Sec23B や Sec24C などの COPII 輸
送関連遺伝子に対する gRNA 配列がコントロール細胞に比べて優位に濃縮されていた（図１）。そ
こで Sec23B および Sec24C のノックアウト細胞を作製して解析した結果、STING の小胞体からゴ
ルジ体への輸送が阻害されることが明らかとなった。 
 
② In vitro 輸送小胞再構成系を用いた STING 小胞形成機構の解析 
Sec23B や Sec24C は COPII 輸送小胞の形成に必要な分子である。STING が COPII 輸送小胞に包ま
れて出芽する可能性を調べるため、セミインタクト細胞と細胞質画分を混合して輸送小胞を生
成・単離する in vitro 再構成系を構築した。その結果、STING は cGAMP 依存的に輸送小胞画分
に移動することがわかった。この in vitro 再構成実験において、COPII 小胞の形成に必要な
Sar1 のドミナントネガティブ変異タンパク質を加える、あるいは Sec24C をノックアウトした細



胞質画分を使用すると、STING の輸送小胞への移動が阻害された。これらの結果から、リガンド
結合した STING は COPII 輸送小胞に包まれてゴルジ体へ移動する可能性が示唆された。 

 
（２）低温輸送阻害法と近接ビオチン標識法を組み合わせたプロテオミクス 
① STINGと近接する相互作用タンパク質の同定 
上記の結果から、STING は COPII 輸送小胞が出芽する部位である ERES からゴルジ体へ移動する
と考えられた。ところが予想外のことに、10℃の低温培養によって一般的な積荷タンパク質は
ERESに蓄積したのに対し、STINGはERESとは異なる小胞体脱出領域に集積することがわかった。
そこで STING を特異的な小胞体脱出領域に集積させるための分子が存在すると考え、APEX2 を用
いた近接ビオチン標識法によって同定を試みた。リガンド刺激前後のサンプルで STING の近接
タンパク質を比較した結果、ゴルジ体局在タンパク質 ACBD3 を同定することに成功した（図２）。
ACBD3 を siRNA でノックダウンすると、STING の小胞体脱出領域における集積は著しく阻害され
た。また、STING および ACBD3 に対する抗体を用いて内在レベルでの共局在実験を行い、両者が
同じ場所で集積する様子が観察された。 

 
② 超解像顕微鏡を用いた STING の微細局在解析 
10℃の低温培養では、STING はゴルジ体へ移動しない。それにもかかわらず、STING がゴルジ体
タンパク質 ACBD3 と共局在するのは何故だろうか？この疑問に答えるため、免疫染色実験を行
い、構造化照明顕微鏡 Elyra7 を用いて STING の微細局在を解析した。10℃の低温培養では細胞
内の微細構造が崩れてしまうため、ここでは細胞を 37℃で培養し、リガンド刺激後の早いタイ
ミングで細胞を急速に固定して観察した。その結果、リガンド刺激によって活性化した STING は、
小胞体マーカータンパク質であるカルネキシンと ACBD3 が接触した領域において集積する像が
観察された。すなわち、STING は小胞体－ゴルジ体コンタクトサイトに集められ、この特殊な領
域から小胞体を脱出する可能性が示唆された。 



 
（３）輸送小胞とオルガネラコンタクトによる協調的な輸送機構の検討 
上記（１）ゲノムワイドスクリーニングと（２）プロテオミクスの二つの解析から、COPII 輸送
小胞分子 Sec24C とオルガネラコンタクト分子 ACBD3 の異なる役割を持った分子が STING の輸送
を制御することが明らかとなった。そこで、これらの二つの遺伝子を同時にノックダウンした場
合、相加的に STING の輸送が阻害されるのか否かを解析した。Sec24C または ACBD3 をそれぞれ
単独でノックダウすると、STING の小胞体からゴルジ体への移行や I型インターフェロンの遺伝
子発現が抑制された。そして両者を同時にノックダウンすると、これらの抑制効果がさらに増加
された。以上の結果から、STING の小胞体からゴルジ体への輸送には、COPII による小胞輸送と、
ACBD3 によるオルガネラコンタクトを介した輸送の二つの経路が関与しているのではないかと
考えられた。 
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