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研究成果の概要（和文）：ER exit site（ERES）は、COPII 輸送小胞が形成される小胞体膜ドメ

インである。本研究では、ERES の構築機構および機能を明らかとすることを目的に、ERES 構成

因子である p125 と Sec16A・B に関して解析を行った。p125 ノックアウトマウスを作製し、そ

の解析から、p125 と精子形成の関連を示した。また、Sec16B が小胞体からペルオキシソームへ

のタンパク質輸送に関わる因子であることを明らかとした。 

 
研究成果の概要（英文）：The ER exit site (ERES) is an ER subdomain, in which COPII-coated 
vesicles are formed. To elucidate the organization and functions of the ERES, we 
analyzed three components localized in the ERES, p125 and Sec16A and B. We generated 
p125-KO mice and found that p125 is required for spermiogenesis. We also demonstrated 
that Sec16B, but not Sec16A, is involved in the protein transport from the ER to 
peroxisomes.    
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１．研究開始当初の背景 
 小胞体は分泌系タンパク質輸送のスタート

地点であり、新たに合成されたタンパク質は立

体構造が形成された後、選別されて輸送経路へ

と入る。小胞体におけるタンパク質の選別と輸

送は ER exit site とよばれるドメインで起こ
る。この過程には COPII コートタンパク質
（Sec23/Sec24、Sec13/Sec31、低分子量 GTP
結合タンパク質 Sar1から成る）が関与してお

り、コートタンパク質は輸送されるべきタンパ

ク質を選別する機能と、小胞体膜を変形させる

機能を合わせ持つと考えられている。ER exit 
site は他の小胞体膜とは異なった性質を示し、
特別なタンパク質と脂質が集積して構築され

ていると考えられるが、その構築原理はまだよ

くわかっていない。 
 我々は Sec23 に結合するタンパク質の精製
を行い、2 つの Sec23 結合タンパク質（p125
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および p250）を同定した（Tani et al. (1999) J. 
Biol. Chem.  274, 20505）。p125はホスファ
チジン酸に選択性の高いホスホリパーゼ A1

（Higgs et al. (1998) J. Biol. Chem. 273, 
5468）に類似したドメインを持つタンパク質
であり、これまでの研究によって以下のことが

明らかとなっていた。 
a）N 末端のプロリンリッチ領域を介して

Sec23 と結合する（Mizoguchi et al. (2000) 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 279, 144）。
この領域を KIAA0725p（ゴルジ体に存在する
p125のホモログ）（Nakajima et al. (2002) J. 
Biol. Chem. 277, 11329）に連結させると、キ
メラタンパク質は ER exit site に局在するよ
うになることから、N 末端領域はターゲティ

ングにも重要である（Shimoi et al. (2005) J. 
Biol. Chem. 280, 10141）。 
b）ホスファチジルイノシトールリン酸（PIP）
と結合する（いずれも未発表）。 
c）小胞体からの搬送のための選別シグナルの
ひとつジフェニルアラニン・モチーフに結合す

る（Nufer et al. (2002) J. Cell Sci. 115, 619）。 
d）Sar1の GTP-GDPサイクルに依存して ER 
exit siteに局在し、その過剰発現や発現抑制は
ER exit siteの細胞内分布に変化を引き起こす
（Shimoi et al. (2005) J. Biol. Chem. 280, 
10141）。 
 COPII コートタンパク質は酵母から動物ま
で普遍的に存在するが、p125 は脊椎動物以上
の生物にしか存在しない。従って、p125 は動
物固有のER exit site構成因子であり、ER exit 
site の構築といった細胞の基本的な機能以外
に、動物細胞に特有な機能、例えば、動物細胞

特有なタンパク質の選別などに働く可能性が

考えられた。 
 さらに我々は、p250 が EST クローン 
KIAA0310 がコードするタンパク質であるこ
とを明らかにし、このタンパク質も p125と同
様に ER exit site の構築に関与することを示
した。KIAA0310p は、出芽酵母において ER 
exit siteの構築に働く Sec16pと有意なアミノ
酸相同性を示し、また酵母 Sec16p と同様に
種々の COPIIコート成分と結合することから、
動物における Sec16 オルソログであると考え
られた。この動物細胞の Sec16 の発見は、申
請者らを含めて 3 つのグループがほぼ同時期
に報告し（Iinuma et al. (2007) J. Biol. Chem. 
282, 17632; Bhattacharyya & Glick (2007) 
Mol. Biol. Cell 18, 839; Watson et al. (2006) 
Traffic 7, 1678）、現在では Sec16Aと呼ばれ
ている。 
 動物には Sec16Aのホモログが存在し、そ
れは KIAA1928 でコードされるタンパク質

で、現在では Sec16Bと呼ばれている。予備
実験から、Sec16B も Sec16A と同様に

COPII コートのサブユニットと結合するこ
とが判明していた。また培養細胞に遺伝子導

入により発現させた Sec16Bは ER exit site
マーカーである Sec31 と共局在した。また、
RNAi法で Sec16Bをノックダウンすると、
Sec16 Aの場合と同様に ER exit siteの構造
が乱れ、このタンパク質も ER exit siteの構
築に貢献していると思われた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、これまで進めて来た研究を発

展させ、p125および Sec16A、さらにそのホ
モログである Sec16B に関して、生化学、細
胞生物学、遺伝子ノックアウトといった手法

を用いて解析を行い、動物細胞における ER 
exit siteの構築機構および機能に関する知見
を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 p125 については、ノックアウトマウスの作
製による個体レベルでの機能解析を中心とし、

加えて細胞レベル、タンパク質レベルで解析を

行った。Sec16A および Sec16B については、
細胞レベルで機能解析を行い、小胞体からの輸

送における２つのタンパク質の役割を比較し

た。 
１）p125の解析 

①コンディショナルノックアウト用ベクター

を作製し、FLOX/FLOXマウスを得た。Creリコ

ンビナーゼを発現するマウスとの交配により

p125ノックアウトマウスを作製し、状態を観

察した。 

②p125ノックアウトマウスにおいて雄性不妊

傾向が見られたので、その精子形成過程を解

析した。 

③p125ノックアウトマウスからマウス胎児繊

維芽細胞を樹立し、輸送活性を中心に解析し

た。 

④HeLa 細胞においてRNAi法によりp125 をノ

ックダウンし、ER exit siteの構築への影響

を解析した。 

 

２）Sec16AとSec16Bの解析 

①Sec16Bに対する抗体を作製した。 

②Sec16Bと COPIIコートのサブユニットと

の結合解析を行った。 

③ペルオキシソーム形成とSec16Bの関わり



に関して解析した。 

 

４．研究成果 

 

１） p125 の解析 

①p125 ノックアウトマウスを作製した。p125

ノックマウスは野生型マウスと比較して外見

上変化がないが、雄マウスに関して生殖能力

の低下が認められた。一方、雌マウスではそ

のようなことは見られず、精子形成に欠陥が

あることが予想された。  

②成熟精子の観察から、ノックアウトマウス

の精子では受精に必要な精子固有のオルガネ

ラであるアクロソームが正常に形成されてい

ないことがわかった。精子形成過程を調べた

ところ、ノックアウトマウスの精原細胞・精

細胞では ER exit site とゴルジ体の構造異

常が観察され、また、小胞体ストレスによっ

て誘導を受ける Grp94 の量がわずかに増加し

ていた。アクロソームには PNA で染色される

糖タンパク質が蓄積することがよく知られて

いるが、ノックアウトマウスでは PNA によっ

て染色される糖タンパク質の局在異常が観察

された。これらの結果より p125 ノックアウト

マウスでは精原細胞・精細胞において小胞体

からの輸送阻害が生じ、アクロソームの形成

不全による不妊につながる可能性が考えられ

た。 

③p125 ノックアウトマウスの胎児繊維芽細胞

を作製した。この細胞と野生型マウスから作

製した細胞における I 型コラーゲンの分泌を

比較したところ、p125 ノックアウトマウス由

来の細胞では、小胞体からの輸送に遅れが見

られた。この遅れはレトロウイルスを用いて

p125 を発現させることにより回復した。また、

このときリパーゼのコンセンサス配列内のセ

リンをアラニンに変換した変異 p125 でも同

様に輸送の回復が見られたことから、p125 は

脂質代謝因子として機能するのではなく、構

造的因子として輸送に寄与する可能性が考え

られた。次に、VSVG タンパク質の小胞体から

の輸送を解析した。大量の VSVG が輸送基質と

して存在する場合、p125 ノックアウトマウス

由来の胎児繊維芽細胞では VSVG が細胞内に

蓄積し、会合体を形成することがわかった。

VSVG の量が低い場合にはこの現象は見られず、

その輸送に野生型細胞との間で違いは見られ

なかった。このことは、p125 ノックアウトマ

ウスの胎児繊維芽細胞では、大量の輸送基質

に対応する能力が低下していることを示す。 

④ER exit site は輸送タンパク質量の変化に

応答して、数と大きさが調節される。HeLa 細

胞において p125 を RNAi 法でノックダウンす

ると、この応答が低下することがわかった。

この結果は p125 が ER exit site の基質応答

に関与する因子であることを示す。 

 

２）Sec16Aと Sec16Bの解析 

①ヒト Sec16B の部分配列を用いて抗体を作

製した。作製した抗体はウエスタンブロッテ

ィングで内在性の Sec16B を認識した。 

②Sec16B の各種欠失変異体を作製し COPII 小

胞のコートタンパク質と結合する部位を解析

した。その結果、Sec16A と特に高い相同性を

持つ中央領域でコートタンパク質と結合する

ことがわかった。 

③RNAi 法を用いて Sec16B を HeLa 細胞で発現

抑制すると、ミトコンドリアとペルオキシソ

ームの形態に影響がでることがわかった。両

オルガネラの変化は Sec16A を発現抑制した

ときには見られず、Sec16A と Sec16B とは異

なる機能を有する可能性が考えられた。 

 Sec16B の発現を抑制すると、ペルオキシソ

ーム膜形成に関与する Pex16 タンパク質が小

胞体に蓄積することがわかった。さらに

Sec16B の発現を抑制すると、ペルオキシソー

ム膜形成に関与する Pex3 の量が減少するこ

と、プロテアソーム阻害剤である MG132 を添

加することによりその減少が回復することが

わかった。これらの結果は、Sec16B が PEX16

および Pex3 のペルオキシソームへの局在に

関わる因子である可能性を示す。さらに Pex3

の場合は Sec16B 発現抑制時に小胞体に蓄積

したタンパク質がユビキチンプロテアソーム

系によって分解されると考えられた。そこで、

photoactivatable-GFP と融合させた Pex16 を

用い、生細胞で Pex16 の輸送解析を行った。

その結果、Sec16B 発現抑制時には Pex16 が小

胞体に蓄積することを示す結果を得た。これ

らの結果は、Sec16B が小胞体̶ペルオキソー

ム間の輸送に関わる因子であることを示唆す

る。 
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