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研究成果の概要（和文）：小胞体は高等動物細胞の分泌タンパク質輸送の出発点であり、輸送小胞COPIIによっ
て分泌タンパク質が小胞体から搬出される。本研究では、COPIIの外被覆構成タンパク質Sec31Aにカルシウム依
存的に結合するタンパク質ALG-2に着目し、ALG-2の新規結合タンパク質として、TFG、MISSLとMAP1Bを同定し
た。これらとALG-2の複合体にはSec31Aは含まれず、ALG-2はSec31Aとは独立した機能を有することが示唆され
た。また、アネキシンA11はSec31Aの小胞体膜への局在を安定化させるが、その筋委縮性硬化症の発症に関連す
る変異によりS100A6との結合が異常となることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In mammalian cells, proteins destined for secretion are transported from 
specialized region of the ER, called ER exit site (ERES), by COPII vesicles. The aim of this study 
was to investigate the role of ALG-2, a calcium-binding protein, in the regulation of COPII-mediated
 protein transport. ALG-2 directly interacts with Sec31A, an outer coat component of COPII. Firstly,
 we identified Trk-fused gene (TFG) product as a novel target for ALG-2. Overexpression of ALG-2 
enhanced the localization of TFG to the ERES. Secondly, MISSL was shown to be recruited to the ERES 
by ALG-2 in response to calcium mobilization. We also found that ALG-2 bridged between MISSL and 
MAP1B. In our co-immunoprecipitation analysis, TFG, MISSL and MAP1B did not form the complex with 
Sec31A, suggesting that ALG-2 may have divergent functions at the ERES. Finally, we reported that 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS)-associated mutations in annexin A11 caused abnonormality in 
binding to S100A6.

研究分野：応用生物化学
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１．研究開始当初の背景 

 真核細胞の粗面小胞体上のリボソームで
合成される分泌タンパク質は、小胞体から出
芽する輸送小胞 COPII に選択的に積み込ま
れ、小胞体から搬出される。細胞質から小胞
体の COPII が出芽する特別な領域 ERES

（endoplasmic reticulum exit site）に、低
分子量 GTPase Sar1 が動員され、GDP 結合
型から GTP 結合型へ変換されることで、
COPII の形成が開始される。続いて、内被覆
を構成するSec23/Sec24複合体と外被覆を構
成する Sec13/Sec31 複合体が順次動員され、
小胞体膜がさらに変形し、小胞が形成され出
芽する。これら 5 種のタンパク質は、酵母か
らヒトまで保存されている①。 

 我々は、EF-hand 構造を 5 つもつカルシウ
ム結合タンパク質 ALG-2 の哺乳類細胞にお
ける生理機能解析の過程で、ALG-2 が
Sec31A とカルシウム依存的に結合し、ERES

に動員されることを見出した②。ALG-2 は 2

量体を形成し、カルシウム依存的に、異なる
タンパク質の間接的相互作用を仲介する、あ
るいは直接結合を促進するアダプター機能
を発揮する③。Sec31A に対してはアネキシン
A11との間接的相互作用を仲介することを見
出し、報告していた④。ALG-2 とアネキシン
A11 との結合により、Sec31A は ERES 膜へ
の親和性が増し、安定して局在する。カルシ
ウム濃度の上昇によって、小胞体からのタン
パク質輸送が阻害されることが示されてい
る⑤が、我々は、ALG-2 あるいはアネキシン
A11 を発現抑制した細胞では、タンパク輸送
のモデルタンパク質として汎用される水疱
性口内炎ウィルス VSV tsO45 株の糖タンパ
ク質（tsO45 G タンパク質）の輸送が促進さ
れることを見出し、報告した④。一方で、
ALG-2 が関与する小胞体からのタンパク質
輸送については、促進、抑制あるいは輸送速
度への影響がないなど、複数の結果が記述さ
れており⑥⑦、細胞種や輸送を追跡するタンパ
ク質の違いなどによって、ALG-2 の作用点が
複数あることが予想された。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、高機能分泌タンパク質を大量に
生産可能な培養細胞系の樹立を最終目標と
し、哺乳類細胞の小胞体からの分泌タンパク
質の搬出を担う輸送小胞 COPII の形成調節
機構の解明を目指した。特に、カルシウム依
存的に ERES に動員される ALG-2 のアダプ
ター機能に着目した。COPII 構成タンパク質
が酵母からヒトまで保存されているのに対
し、Sec31A の ALG-2 結合モチーフは哺乳類
と鳥類の Sec31A ホモログが持つのみであり、
パラログである Sec31B は持たない⑧。カル
シウムを介した ALG-2 の ERES 調節機構は
高等動物に特有である可能性が考えらた。そ
こで、ERES において ALG-2 が作用する未
同定のタンパク質を網羅的に探索し、高等動
物細胞における ALG-2 による小胞体からの

タンパク質搬出の調節機構の全容解明を目
指した。 

 

３．研究の方法 

(1) ALG-2 の新規相互作用タンパク質の探索
と同定 

RNA 干渉法によって作製した恒常的 ALG-2

発現抑制細胞に、FLAG タグを付加した
ALG-2 のカルシウム結合能を欠いた変異体
（FLAG-ALG-2E47A/E114A）と野生型 ALG-2

あるいは peflin を発現させた。なお、ALG-2

をコードする cDNA は RNA 干渉に耐性の配
列に変異させた。細胞を回収し、10 μM CaCl2

を含む細胞溶解液で細胞を溶解し、遠心後の
上清に、抗 FLAG 抗体、さらにプロテイン G

が架橋された磁性ビーズと順次混合した。磁
性ビーズを回収し、洗浄後、5 mM EGTA を
含む溶出液と混合し、溶出されたタンパク質
を、SDS-PAGE にて展開した。ゲルを銀染色
し、出現したバンドを切り出し、トリプシン
/Lys-C で 消 化 し た 。 そ し て 、 逆 相
HPLC-MS/MS システムを用いて、タンパク
質を同定した。 

(2) 共免疫沈降によるタンパク質間相互作用
の解析 

HEK293 細胞、あるいは HEK293 の ALG-2

発現抑制細胞を用いた。GFP 融合タンパク質
あるいは FLAG タグ付きのタンパク質を発
現させ、抗 GFP 抗体、あるいは抗 FLAG 抗
体を用いて(1)と同様に免疫沈降した。沈降物
に SDS-PAGE 用サンプルバッファーを加え
て溶出し、SDS-PAGE にて展開後、ウェスタ
ンブロットにより検出した。また、内在性タ
ンパク質どうしの結合は、それぞれの特異的
抗体を用いて共免疫沈降させた。 

(3) 間接蛍光抗体法 

HeLa 細胞あるいは IMR-90 細胞をカバーガ
ラス上に播種し、4%パラホルムアルデヒドを
溶解させた固定液を用いて、固定した。0.1% 

Triton X-100 を含む溶液で膜透過処理し、ブ
ロッキング後に、目的タンパク質の抗体、さ
らに蛍光標識した二次抗体と反応させ、
Mowiol 4-88 を含むマウント試薬で包埋した。
開口数 1.35 の 60 倍油浸レンズを用いて、共
焦点レーザー顕微鏡により画像を取得した。
画像解析には、ソフトウェア Image J を用い
た。 

(4) 架橋化試薬を用いた TFG のオリゴマー
化とポリマー化の検討 

His タグを付加した TFG とアミノ末端の疎
水性領域を欠損させた ALG-2 の組換えタン
パク質を大腸菌で発現させ、精製した。それ
らを、100 μM CaCl2あるいは 5 mM EGTA

を含む反応液中で、4℃で 1 時間反応させ、
終 濃 度 1 mM の
3,3’-dithiobis(sulfosuccinimidyl propionate) 

（DTSSP）を添加し、室温でさらに 30 分反
応させた。Tris-HCl (pH 8)を添加することで、
架橋反応を停止させ、2-mercaptoethanol を
含む、あるいは含まない SDS-PAGE 用サン



プルバッファーを添加し、SDS-PAGE にて展
開後、ウェスタンブロッティングによりそれ
ぞれのタンパク質を検出した。 

(5) I 型コラーゲン前駆体の小胞体からの輸
送の追跡 

IMR-90 細胞をカバーガラス上に播種し、
siRNA を導入した。48 時間後に培養温度を
40℃にシフトし、3 時間培養した。その後、
50 μg/ml cycloheximide と 50 μg/ml アスコ
ルビン酸を含む 32℃の培養液に培地交換し、
32℃で培養を続けた。継時的に細胞を固定し、
(3)の方法に従って間接蛍光抗体法により I型
コラーゲンと GM130 の局在を観察した。 

 

４．研究成果 

(1) ALG-2ホモ 2量体とALG-2/peflinヘテロ
2 量体の相互作用タンパク質の探索と新規相
互作用タンパク質 TFG の同定 

 ALG-2 はホモ二量体、あるいはパラログで
あるpeflinとのヘテロ二量体を形成している
③。ALG-2 ホモ二量体と ALG-2/peflin ヘテロ
2 量体が細胞内で果たす役割を解明するため
に、それぞれに特異的に結合するタンパク質
の探索系を構築した。図 1A に示すように、
ALG-2 の発現抑制細胞に、FLAG タグを付加
した ALG-2 のカルシウム結合能を欠いた変
異体（ FLAG-ALG-2E47A/E114A ）と野生型
ALG-2 を発現させ、細胞抽出液からカルシウ
ム存在下で抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降
した。沈降産物から野生型 ALG-2、つまり
ALG-2 ホモ 2 量体に結合しているタンパク
質をカルシウムキレータである EGTA を含
む 溶 液 で 溶 出 し た 。 同 様 に 、
FLAG-ALG-2E47A/E114A と peflin を発現した
細胞からpeflinにカルシウム依存的に結合す
るタンパク質の抽出を試みた。それらを
SDS-PAGE で展開後、銀染色を行った（図
1B）。ALG-2 を共発現させた試料において複
数のバンドが検出されたが、peflin を共発現
させた試料では、特異的なバンドが検出され
なかった。図 1B の赤矢印で示す 4 本のバン
ドを切り出し、質量分析計を用いてそれぞれ
のタンパク質を同定した。これまでに報告さ
れた Sec31A（バンド a1）、TSG101（バンド
a3）、VPS37C（バンド a4）に加えて、バン
ド a2 から TFG が同定された。 

[図 1] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 HEK293 細胞を用いた共免疫沈降実験の
結果、ALG-2 と TFG は内在性の発現レベル
でカルシウム依存的に結合し、また HeLa 細

胞を用いた間接蛍光抗体法により Sec31A 陽
性の ERES において、共局在が確認された
（図 2、矢印；矢頭は ALG-2/Sec31A 陰性の
TFG の局在様式）。 

[図 2] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) ALG-2は Sec31Aと独立して TFGに作用
する 

 ALG-2 が、TFG と Sec31A の結合を橋渡
しする可能性について、HEK293 細胞に緑色
蛍光タンパク質 GFP と融合させた TFG

（GFP-TFG）と FLAG-ALG-2 を共発現させ、
抗 GFP 抗体による免疫沈降実験を行い、検
討した（図 3）。その結果、カルシウム存在条
件の GFP-TFG の沈降産物に十分な量の
FLAG-ALG-2 が存在するにもかかわらず、
Sec31A は検出されなかった。よって、ALG-2

は、TFG と Sec31A の間接的結合を橋渡しす
るのではなく、ERES において Sec31A と
TFG それぞれに独立して作用すると考えら
れた。 

[図 3] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) TFG の ERES 局在における ALG-2 の影
響 

TFG の ERES 局在は、ALG-2 の発現を抑制
しても変化が観察されなかったが、ALG-2 を
過剰発現させることで、ERES に局在する
TFG が増加した（図 4）。カルシウム結合能
のない ALG-2 の過剰発現ではその効果が観
られなかった。 

[図 4] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(4) ALG-2 は TFG のポリマー化を促進する 

 TFG は 8 量体として存在し、適切な条件に
なるとポリマー化することが試験管内実験
系で示されていた⑨。ALG-2 が TFG の 8 量
体形成およびポリマー化に与える影響を、そ
れぞれの組換えタンパク質を調製し、架橋化
剤 DTSSP を用いて検討したところ、ALG-2

およびカルシウムの有無による TFG の 8 量
体と考えられる会合には影響がなかったが、
ALG-2 とカルシウムの添加により、TFG が
ポリマー化することが示された（図 5）。また、
ALG-2 はポリマー化した TFG と会合してい
る可能性を示す結果が得られた。 

[図 5] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) ALG-2 と MISSL はコラーゲン前駆体の
小胞体からの搬出に関与する 

 ALG-2 結合モチーフを持つ機能未知のタ
ンパク質の中で、MAPK-interacting and 

spindle-stabilizing-like（MISSL）タンパク
質がカルシウム上昇に応じて、ERES に局在
することを見出した。ヒト正常繊維芽細胞株
を用いて、培養温度をシフトさせることで I

型コラーゲン前駆体の小胞体からの輸送を
追跡したところ、ALG-2 と MISSL の発現抑
制により I 型コラーゲン前駆体が小胞体に停
滞した（図 6）。さらに、ALG-2 が MISSL と
MAP1B の結合を仲介することを見出した。 

[図６] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(6) 筋萎縮性側索硬化症の発症に関連するア
ネキシンA11変異体はS100A6との結合が異
常となる 

 欧州の家族性および孤発性の筋萎縮性側
索硬化症（ALS）のコホートのエキソーム解
析から、ANXA11 遺伝子に発症に関連する 6

つのミスセンス変異が同定された（図 7）。こ
れらの変異が、ALG-2、ソルシン、S100A6

との結合に及ぼす影響を共免疫沈降実験に
より検討し、S100A6 との結合能が亢進する
変異体と結合能を喪失する変異体があるこ
とが明らかとなった。これらの変異体の一部
は、野生型よりも凝集する性質があり、筋萎
縮性側索硬化症の発症の分子機構の解明に
つながる詳細な解析が待たれる。 

[図 7] 
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