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研究成果の概要（和文）：糖脂質GPIアンカー型タンパク質 (Glycosylphosphatidylinositol-anchored 
proteins; GPI-APs)のゴルジ装置から細胞表面への輸送を生細胞でモニターする方法を、近年に報告された可逆
的タンパク質繋留法であるRetention using selective hooks法を応用して新たに確立した。この検出系を用い
て、CRISPR/Cas9とsingle guide RNAライブラリーをHEK293細胞に導入し、作成した変異細胞集団から輸送の遅
延する細胞を選別した。現在、ゴルジ装置から細胞膜へのGPI-APsの輸送に働く候補遺伝子の同定を進めてい
る。

研究成果の概要（英文）：Glycosylphosphatidylinositol (GPI) tether a hydrophilic protein on the 
plasma membrane. Synthesis of GPI-anchored proteins (GPI-APs) in the ER and its lipid remodeling in 
the Golgi have been studied very well, but the transport process to the cell surface from the Golgi 
have not been known well. We newly established a method to monitor the transport of GPI-APs to the 
cell surface from the Golgi using retention using selective hooks system [Boncompain G et al., 
Nature methods, 2012] and HEK293 cells. To identify factor proteins for transport of GPI-APs to the 
cell surface from the Golgi, we used this method by introducing reporter cells with CRISPR/Cas9 and 
single guide RNA library. We sorted mutant cells that delayed transport of a reporter GPI to the 
cell surface from the Golgi. The candidate factor proteins to be related with transport of GPI-APs 
are analyzing by next generation sequencing. 

研究分野： 分子細胞化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、これまで優れたシステムのなかったGPI-APsのゴルジ装置から細胞膜への輸送にフォーカスして、
経時的・定量的に解析する系の樹立を試みたことに特色がある。更に、この領域の輸送に働く因子を網羅的に同
定することは、GPI-APsの輸送のみならず、その輸送体と考えられているラフトの動態メカニズムの理解にもつ
ながる可能性があり、ラフトの重要性を考慮すると、本研究成果の意義は大きい。また、GPI-APsは、細胞表面
に発現した後も、細胞内のエンドソームや細胞外分泌性小胞エクソソームに移動する。これらの輸送のモニター
や定量の方法を将来的に開発する土台として、本研究は波及効果が大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
 GPI(Glycosylphosphatidylinositol) は糖脂質であり、翻訳後修飾として 150 種ほどのタン
パク質を細胞膜につなぎ止め、その輸送や機能に深く関与する。GPI-APs は、受容体・接着因
子・補体など様々な分子があり、細胞表面でラフトと呼ばれるマイクロドメインに主に分布す
るとされている。 

 研究代表者が申請当時に所属していた研究室(木下タロウ教授研究室)では、細胞表面の
GPI-APs の発現量が低下した異常細胞株を樹立して変異遺伝子を特定することで、GPI-APs の生
合成に働く大部分の遺伝子を同定し、GPI-APs 研究に関して世界トップクラスの検出技術を確
立してきた。GPI-APs の輸送研究では、VSVG の温度感受性フォールディング異常を利用して薬
剤によって転写が誘導できる温度感受性レポーターGPI-APs を作製し、小胞体からの同調した
輸送開始を制御し、小胞体から細胞表面への輸送動態を鋭敏に定量する方法を樹立した 1)。こ
の方法で、小胞体で GPI の糖鎖リモデリングを行う PGAP5 遺伝子 2)、小胞体からゴルジ装置へ
の輸送に p24 タンパク質複合体が働くことなどを報告した。しかし、このシステムでは小胞体
から細胞膜への輸送を一括りに検出し、小胞体から中継点のゴルジ装置への輸送やゴルジ装置
から細胞膜への輸送など空間ごとの詳細な解析は出来なかった。20℃処理でゴルジ装置にタン
パク質を蓄積させる方法があるが、低温による代謝の低下で小胞体からゴルジ装置への輸送も
遅くなるために、GPI-APs をゴルジ装置へ短時間で移動させることが難しい。また、20℃とい
う非生理的環境に細胞を長時間暴露させることは、ストレスに加え、輸送の再開時に生理的な
状況（特にラフト構築など）を再現できるかという問題があると考えられる。これらの問題点
を克服するために、上述した温度感受性レポーターGPI-APs のシステムに近年に報告された優
れた可逆的タンパク質繋留法 RUSH を組み合わせることにより生理的環境下でゴルジ装置から
細胞膜への GPI-APs の輸送を経時的・定量的に測定できるのではないかという着想に至った。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、GPI-APsの動態を生細胞で空間的・経時的・定量的にモニターするために、
可逆的タンパク質繋留法RUSHを応用して新しい方法を確立し、ゴルジ装置から細胞膜への
GPI-APsの輸送に働く遺伝子を一度に網羅的に同定することである。 
 
３．研究の方法 
 可逆的タンパク質繋留法(RUSH: Retention using selective hooks 法)3)は、ストレプトアビ
ジン結合部位(Sb)とストレプトアビジン(Str)をそれぞれ融合した 2つのタンパク質の結合の
オン・オフをビオチン添加によって細胞内で素早く切り換えることのできる新しいシステムで
ある。レポーターGPI に Sb を融合し、ゴルジ装置局在フックタンパク質にストレプトアビジン
を融合して、両方を共発現するレポーター細胞株を新たに樹立し、ゴルジ装置での繋留と輸送
開始を制御する系を構築した。 

(1) レポーターGPI とフックタンパク質の発現プラスミドの作製 

 当初は、研究代表者が申請当時に所属していた研究室で作成された温度感受性レポーター
GPI-APs に RUSH システムを導入して、温度感受性部位による小胞体での蓄積、さらに RUSH シ
ステムによるゴルジ装置での繋留と 2段階で蓄積可能なシステムに改変する計画であった。し
かし、この温度感受性レポーターGPI-APs をゴルジ装置で繋留することを確立できなかった。
そこで、温度感受性部位のないレポーターGFP-GPI を用いることにした。GFP-GPI の N 末端に
Sb-Flagを融合して、Sb-Flag-GFP-GPIをレポーターGPIとして発現するプラスミドを作製した。
フックタンパク質は、ゴルジ装置の内腔側に発現する MannosidaseII にストレプトアビジン、
HA タグ及び mCherry 蛍光タンパク質を融合して作製した(ManII-Str-HA)。MannosidaseII は、
RUSH 法ですでに使用され、ゴルジ装置での蓄積が細胞内輸送に悪影響しないことが確認されて
いる 3)。ManII-Str-HAの遺伝子配列の後にInternal ribosome entry site(IRES)配列を挿入し、
続いて Sb-Flag-GFP-GPI を発現するプラスミドを作製した。 

 
(2) レポーターGPI とフックタンパク質を組み込んだレポーターGPI 細胞株の樹立 
 (1)で作成したレポーターGPIとフックタンパク質の発現プラスミドをHuman Embryonic kidney 
(HEK)293細胞に安定に組み込んだ。本発現プラスミドは、ブラストサイジンS耐性遺伝子を含む
ので、ブラストサイジンS存在下で培養することで、本発現プラスミドを保持する細胞集団を選
出した。この細胞をドキシサイクリン処理してレポーターとフックタンパク質の発現を誘導した
後、レポーターGPIを高発現する細胞をGFPシグナルを指標にセルソーターで選別した。そして、
限界希釈によりクローン細胞株を樹立した。以後、このレポーターGPI細胞を用いて実験を行っ
た。 
 
(3)ゴルジ装置から細胞膜への輸送をモニターする系の樹立 
① レポーターGPI とフックタンパク質の発現を誘導するのに最適なドキシサイクリン濃度

と処理時間を検討した。レポーターGPI 細胞を 12-well plate に播種し、翌日にドキシサ



イクリンを添加後、数時間から 2日間培養し、GFP の発現をフローサイトメトリーで検出
した。 

② ドキシサイクリンで発現誘導したレポーターGPI がゴルジ装置に蓄積するかどうかを調
べた。レポーターGPI 細胞をドキシサイクリンで 24時間処理後に、200μM ビオチンを加
え、37℃でインキュベートした。細胞は、4%パラホルムアルデヒドで固定し、0.1% TX-100
で透過処理後、顕微鏡で GFP を観察した。フックタンパク質(ManII-Str-HA)は、抗 HA 抗
体で染色し、その局在を観察した。 

③ レポーターGPI とフックタンパク質(ManII-Str-HA)の結合を免疫沈降法で調べた。レポー
ターGPI 細胞を 6-well plate に播種し、ドキシサイクリンで 24時間処理した後、細胞溶
解液を調製した。抗 HA抗体と Protein G beads で免疫沈降した。共沈したタンパク質を
ポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE)により分離して、ウエスタンした。抗 HA 抗体で
フックタンパク質を検出し、抗 Flag 抗体でレポーターGPI を検出した。 

④ ビオチンを加えて、レポーターGPI がフックタンパク質から解放されて輸送を開始し、細
胞表面に到達するかどうかを検討した。レポーターGPI 細胞を 12-well plate に播種し、
ドキシサイクリンで 24時間処理した後、トリプシン処理で集めた。ビオチンを添加して
37℃で１時間インキュベートした後、抗Flag抗体と抗マウスIgG二次抗体(PE conjugate)
で染色し、フローサイトメトリーによって定量した。また、レポーターGPI をフックタン
パク質から解放するのに必要なビオチン濃度と処理時間を検討した。 

 
(4) ゴルジ装置から細胞膜へのレポーターGPI 輸送に遅延を起こす遺伝子の網羅的な同定 
 レンチウイルスを利用して、Human GeCKOv2 CRISPR knockout pooled library (From Feng Zhang, 
Addgene)をレポーターGPI 細胞に遺伝子導入した。ピューロマイシン存在下で 7日間培養し、
遺伝子導入されなかった細胞を除いた。さらに、約 2.5 週間培養を続けて、変異細胞ライブラ
リーを作製した。次に、(3)で確立した条件で、ゴルジ装置から細胞膜へのレポーターGPI の輸
送が遅れる細胞を変異細胞ライブラリーからセルソーターで選別した。このセルソーテイング
を 3回繰り返して行い、変異細胞を濃縮した。この変異細胞集団からゲノムを抽出した。コン
トロールとして、選別しない変異細胞ライブラリーからゲノムを抽出した。このゲノムをもと
に、CRISPR によって Knockout された遺伝子を次世代シークエンサーで解析し、変異細胞群で
濃縮されている候補遺伝子を同定することを試みている。 
 
 
4. 研究成果 
(1)レポーターGPIとフックタンパク質の作製 
 当初、研究代表者が申請当時に所属していた研究室で作成された温度感受性レポーター
GPI-APs に RUSH システムを導入することを試みた。しかし、温度感受性レポーターGPI-APs が
フックタンパク質である ManII-Str-HA に十分に結合できず、温度感受性レポーターGPI-APs を
ゴルジ装置で繋留することに成功しなかった。そこで、温度感受性部位を持たないレポーター
GPI(Sb-Flag-GFP-GPI)を発現するプラスミドを作製した。フックタンパク質として、
ManII-Str-HA を作製した。フックタンパク質の遺伝子配列とレポーターGPI の遺伝子配列を
IRES 配列で繋げ、フックタンパク質の発現量がレポーターGPI より多くなるようにした。また
Tet-on システムによってドキシサイクリン処理で転写をオンにし、両タンパク質を同時に発現
誘導できるようにした。 

 
(2) レポーターGPI とフックタンパク質を組み込んだレポーター細胞株の樹立 
 HEK293 細胞で、レポーターGPI とフックタンパク質をドキシサイクリン誘導性に発現する細
胞株を樹立した。ドキシサイクリンによって誘導されるレポーターGPI の発現が高く、フロー
サイトメトリー解析で検出される GFP シグナルのピークがシャープな細胞を選出した。 
 
(3)ゴルジ装置から細胞膜への輸送をモニターする系の樹立 
① レポーターGPI とフックタンパク質の発現を誘導するために、ドキシサイクリン 0.05 μ

g/mL で 24 時間処理することで、十分量の GFP の発現をフローサイトメトリーで検出でき
た。 

② ドキシサイクリン 0.05 μg/mL で 24 時間処理後にレポーターGPI がゴルジ装置に蓄積し
ていることを顕微鏡で確認した。また、フックタンパク質は、抗 HA抗体で検出し、ゴル
ジ装置に局在していることが観察された。よって、ビオチン添加前は、レポーターGPI と
フックタンパク質は共局在していることがわかった。ビオチン添加前の GFP のシグナルは
ゴルジ装置に強く検出されるが、200 μM ビオチン添加後は、15、30、45 分と経過するに
つれて、ゴルジ装置の GFP のシグナルは弱くなり、細胞膜の GFP のシグナルが強くなるこ
とが観察された。 

③ ドキシサイクリンで両タンパク質の発現を誘導後、抗 HA 抗体で免疫沈降すると、フック
タンパク質と共に、レポーターGPI が抗 Flag 抗体により検出された。レポーターGPI がフ
ックタンパク質と結合していることがわかった。 



④ 細胞表面のレポーターGPI の発現は、ビオチン添加後、20,40,60 分と経時的に増加した。
ゴルジ装置から細胞表面へのレポーターGPI の輸送をモニターするためには、ビオチン濃
度 200 μMで 40 分間処理することが最適であるとわかった。 

 以上、①-④より、ゴルジ装置から細胞膜へのレポーターGPI の輸送をモニターする系を確立
できた。以後、ドキシサイクリン 0.05 μg/mL で 24 時間処理後、ビオチンを添加して 37℃で
40 分間インキュベートした時に細胞表面で発現するレポーターGPI を定量し、ゴルジ装置から
細胞表面への輸送を比較することとした。 
 
(4) ゴルジ装置から細胞膜へのレポーターGPI 輸送に遅延を起こす遺伝子の網羅的な同定 
 変異細胞ライブラリーは順調に作製できた。ゴルジ装置から細胞表面へのレポーターGPI の
輸送が、ビオチン添加後 40 分の時点で遅延している変異細胞をセルソーターで選出した。3回
のソーテイング後、レポーターGPI の輸送が遅延した変異細胞集団を得た。この変異細胞集団
から、十分量のゲノムを抽出した。現在、ゴルジ装置から細胞表面へのレポーターGPI の輸送
に働く候補遺伝子を同定するために次世代シークエンサーの解析を進めている。 

 
(5) 結論 
 本研究では、近年に報告された可逆的タンパク質繋留法 RUSH を応用して、ゴルジ装置から細
胞表面への GPI-APs の輸送を HEK293 細胞で検出する方法を新たに確立した。さらに、この検出
系を利用して、ゴルジ装置から細胞膜への GPI-APs の輸送に働く遺伝子の網羅的な同定を試み
た。候補遺伝子については解析中である。 
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