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研究成果の概要（和文）：小胞体上のERESは分泌の出発点である。ERESは細胞分裂期に崩壊し、これが細胞分裂
期の分泌停止の要因と考えられてきたがメカニズムは不明であった。我々は、コラーゲンの積荷受容体として当
初単離したTANGO1がCK1によるリン酸化とPP1による脱リン酸化によって調節されることで、細胞分裂期のERESの
崩壊と再形成を制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：How ER exit sites disassemble during mitosis was not well understood.  We 
revealed that TANGO1, a cargo receptor originally identified for collagens, acts as a core for ER 
exit site disassembly. We revealed that TANGO1 is phosphorylated by Casein Kinase 1 and 
dephosphorylated by Protein Phosphatase 1. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 分泌　ER exit site　Sec16　TANGO1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、細胞分裂期においてもERESが崩壊しない状態を作り出すことに成功した。これによって細胞分裂を停止
することができれば、新たな抗がん剤の標的となりうる。

※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 
コラーゲンは合成された後、小胞体内で巨大な複合体を形成し通常の分泌小胞に入りきらない。
このためコラーゲンの分泌には特殊な機構が想定されていたが、詳細は不明であった。代表者は
巨大分子コラーゲンの小胞体からの分泌を特異的に補助する複合体(TANGO1/cTAGE5/Sec12)を同
定し、その機能解析を行ってきた。代表者は、本複合体が Sec16 と協調的に小胞出芽ドメインで
ある ER exit site の局在規定因子としてもはたらくことを見出しているが、その機能的意義は
不明であった。 
 
２．研究の目的 
代表者は、当該複合体の機能解析を継続することでコラーゲンの分泌メカニズムを明らかにす
るのみならず、高等真核生物における ER exit site の形成及び局在規定機構を解明していくこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、主に細胞生物学的な手法および生化学的手法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 

(1) TANGO1 の PPS 領域へのリン酸化修飾は、TANGO1 と Sec16 の結合を減弱させ、ER exit site

を崩壊させる。 

翻訳後修飾データベースである Phosphosite Plus により、TANGO1 の細胞質側にリン酸化報告が

多数存在する残基を見出し、この領域を phosphorylation predicted sequences (PPS)と命名し

た。PPS は Sec16 と TANGO1 の相互作用領域である SIR(Sec16 Interaction Region)に近接して

いる。そこで TANGO1S の PPS 内におけるリン酸化候補残基をアラニンに置換した非リン酸化変

異体(SA 変異体) および、グルタミン酸に置換したリン酸化模倣変異体(SE 変異体) を作出し

Sec16との結合親和性を検討した。その結果、SE変異体においてSec16との結合は野生型 TANGO1S

に比べて大幅に減弱していた一方で、SA 変異体は野生型よりも結合量が増加していた。したが

って TANGO1 の PPS 領域がリン酸化されることで Sec16 と TANGO1 の結合親和性が減弱する可能

性が明らかになった。 

次に TANGO1S各変異体を、内在の TANGO1 を発現抑制した細胞に発現させた際の ER exit site の

形成能を評価した。その結果、SA 変異体においては、野生型と同様に ER exit site の形成が回

復するが、SE 変異体を発現した細胞においては TANGO1 を発現抑制した際の ER exit site の崩

壊は回復できなかった。さらにモデルカーゴである VSVG の輸送を検証した結果、SA 変異体は野

生型と同様に分泌が正常におこったが、SE 変異体を発現した細胞においては、VSVG の輸送が遅

延した。以上の結果は、TANGO1 の PPS 領域がリン酸化されることで、Sec16 との結合親和性が減

弱し、ER exit site の崩壊と分泌の抑制が生じることを示唆している。 

 

(2)CK1dは TANGO1 を直接リン酸化し、ER exit site を崩壊させる 

次に、TANGO1 の PPS 領域をリン酸化するキナーゼを探索した。CK1δが小胞体-ゴルジ体間のタ

ンパク質輸送に関与することが明らかになっていたため、CK1δ が TANGO1 を直接リン酸化する

かをg32P-ATP を用いた in vitro評価系で検証した。その結果、TANGO1 の PPS 領域を含む C末端

領域のリコンビナントは CK1δによってリン酸化されたが、TANGO1 の SA 変異体はほとんどリン

酸化されなかった。以上の結果より、CK1δによって TANGO1 の PPS 領域が直接リン酸化される

ことが明らかになった。 

次に CK1δが ER exit site の構成や形態に与える影響を評価した。CK1δを過剰発現させた細

胞では Sec16 と Sec31 は解離し、TANGO1 の SE 変異体を発現させた際と同様の表現型が観察さ



れた。一方、キナーゼ活性を有さない CK1δ K38R 変異体を発現させた細胞では、ER exit site

の乖離は認められなかった。さらに CK1 の阻害剤である IC261 を添加した細胞において、ER exit 

site の肥大化が認められた。以上の結果より、CK1δがキナーゼ活性依存的に ER exit site の

形態に影響を与えることが明らかになった。 

 

(3) TANGO1 は PP1 によって脱リン酸化される 

続いて TANGO1 の脱リン酸化酵素を単離する目的で、各種阻害剤を用いた検討を行った。その結

果、PP2A 特異的阻害剤であるエンドサールを添加した細胞では、ER exit site の形態変化はほ

とんど認められなかったが、PP1 と PP2A 両者の阻害剤であるオカダ酸を処理した細胞において

は、Sec16 と Sec31 の共局在率が有意に低下していた。さらに PP1 を siRNA によって発現抑制し

た際にも、Sec16 と Sec31 の共局在率が有意に低下した。 

次に、PP1 が TANGO1 のリン酸化状態に与える影響を調べる目的で TANGO1S-FLAG の安定発現株

にオカダ酸を添加し、phos-tag を用いて TANGO1S のリン酸化を定量する解析を行った。その結

果、野生型 TANGO1S のリン酸化はオカダ酸存在下で亢進していたが、TANGO1S SA 変異体を用い

た場合にはオカダ酸添加によるリン酸化の亢進は認められなかった。さらに TANGO1S SA 変異体

の安定発現株では、オカダ酸添加による ER exit site の崩壊も抑制されていた。以上の結果は、

PP1 による TANGO1 の PPS 領域の脱リン酸化が ER exit site の形成に必要であることを示してい

る。 

 

(4)細胞分裂期における TANGO1 のリン酸化亢進によって ER exit site は崩壊する 

細胞分裂期には、分泌の停止とともに ER exit site が崩壊することが報告されている。しか

し、この一時的な ER exit site 崩壊の分子メカニズムは不明であった。そこで細胞分裂期にお

ける ER exit site の崩壊に TANGO1 の PPS 領域のリン酸化が関与する可能性を考え検証を行っ

た。まず、間期と分裂期それぞれにおける TANGO1S のリン酸化量を phos-tag により定量した。

その結果、細胞分裂期に同調させた培養細胞において野生型 TANGO1S のリン酸化量は増加して

いたが、TANGO1S SA 変異体においては細胞分裂期においてもリン酸化量が変化しなかった。し

たがって、細胞分裂期には TANGO1 の PPS 領域においてリン酸化が亢進することが明らかになっ

た。 

さらに、野生型 TANGO1S あるいは TANGO1S SA 変異体を発現する安定発現株を用いて、細胞分裂

期における ER exit site の形態を観察した。野生型 TANGO1S を発現する細胞においては、分裂

中期において Sec16/Sec31 の局在が解離していた一方で、TANGO1S SA 変異体を発現する細胞で

は、分裂中期においても Sec16 と Sec31 が共局在する点が多数認められた。この結果は、細胞分

裂期における ER exit site の崩壊には TANGO1 の PPS 領域におけるリン酸化が必要であること

を意味している。 

さらに、細胞分裂期における ER exit site の崩壊に CK1δが関与する可能性を検討するため、

CK1δ/εを発現抑制した細胞での ER exit site を観察した。その結果、TANGO1S SA 変異体安

定発現株と同様、CK1δ/εを発現抑制した細胞においても Sec16 と Sec31 が共局在する点が多

数認められた。以上の結果から、細胞分裂期における ER exit site の崩壊は CK1δによる TANGO1 

PPS 領域のリン酸化によって生じる可能性が強く示唆された。 

 

(5)まとめ 

本研究により、TANGO1 の PPS 領域を CK1δがリン酸化し、PP1 が脱リン酸化することが明らか



になった。CK1δ の活性は細胞周期を通じて一定であるが、PP1 の活性は細胞分裂期に Cdk1-

CyclinB1 複合体によってリン酸化されることで減弱する。したがって間期において TANGO1 のリ

ン酸化状態は、CK1δによるリン酸化と PP1 による脱リン酸化の平衡状態にあるが、細胞分裂期

においては PP1 の脱リン酸化活性のみが低下するために、TANGO1 のリン酸化が亢進すると考え

られる (図 1)。ER exit site は細胞外環境や概日リズムに応じてその数や大きさを変化させ、

分泌を調節することが報告されている。TANGO1 と Sec16 の結合は ER exit site の形成起点とな

ることから、細胞分裂期以外の ER exit site の適応メカニズムにおいても今回得た知見と同様

の制御機構が関与する可能性が考えられる。 

 

 
 

図 1細胞周期依存的な ER exit siteの形成・崩壊は 
TANGO1のリン酸化状態によって制御される 
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