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研究成果の概要（和文）：コラーゲンは小胞体で合成された後、さまざまなシャペロンによっ

て折りたたまれ複合体を形成した後に分泌されるが、複合体が巨大であるため、通常の被覆小

胞を介して分泌することができないことが知られている。しかしながら、コラーゲン分泌の分

子メカニズムはほとんど解明されていない。 我々は先にTANGO1を単離し、これがVII型コラ

ーゲンの小胞体からの分泌に必須な因子であることを報告してきた。本若手研究(B)では、新た

にER exit siteに局在する蛋白質としてcTAGE5を見出し、これがTANGO1と複合体を形成す

ることにより協調してVII型コラーゲンの小胞体からの出芽を制御することを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： Collagen synthesized in the ER is too big to fit into conventional transport 
carriers and the mechanism how collagens export from the ER is still largely unclear. Here we show that 
cTAGE5 localizes to the ER exit sites and forms a complex with TANGO1, a previously characterized 
cargo receptor for collagen VII. cTAGE5 as well as TANGO1 is required for collagen VII secretion. We 
propose that cTAGE5 acts as a co-receptor of TANGO1 for collagen VII export from the ER. 
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１．研究開始当初の背景 
小胞体で合成された蛋白質は、小胞に詰め込
まれ細胞内の様々な小器官あるいは細胞外
へ輸送される。この小胞輸送に対する研究は、
出芽酵母において分泌変異体が網羅的に単

離され、その機能が解析されるに伴い飛躍的
に進展した。しかし高等真核生物における研
究は、その多様性を反映して、未だ解明され
ていない課題をいくつか抱えている。その一
点は、巨大分子複合体の分泌メカニズムであ
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る。コラーゲンやキロミクロンは小胞体内で
巨大な複合体を形成し通常の輸送小胞に入
りきらないため、独自のメカニズムで運ばれ
ると考えられている。 
現在までの研究により、巨大分子の輸送にも
通常の輸送小胞と同じく COPII 被覆蛋白質
が関与することは示唆されているものの、そ
の分子機構は全く不明であった。我々は小胞
体において VII 型コラーゲンの分泌を特異的
に補助する因子として TANGO1 を同定した。
TANGO1 は巨大分子の分泌に特異的に関与
する初めての蛋白質であるが、その輸送補助
機構の詳細な分子機序は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本若手研究(B)は、TANGO1 による VII 型コ
ラーゲン輸送の分子メカニズムをさらに解
明することで、巨大分子一般の分泌を担う分
子機構に対して先駆的な知見を得ることを
目的として実験を遂行する。 
 
３．研究の方法 
 cTAGE5 をはじめとした各種因子を siRNA
によりノックダウン、あるいは過剰発現した
細胞を調製し、各種アッセイをおこなった。
細胞内局在を同定するためには、免疫染色法
により染色した細胞を、共焦点顕微鏡を用い
て観察した。 
 免疫沈降法あるいはリコンビナント蛋白
質のプルダウン法により調整したサンプル
をウエスタンブロットすることによって、
cTAGE5 および TANGO1 の結合について評
価した。 
 一般的な細胞の分泌については 35S メチオ
ニンによりパルスラベルした細胞の分泌を
オートラジオグラフィーにより定量するこ
とで測定した。 
 VII 型コラーゲンの分泌は小胞体に蓄積し
た VII 型コラーゲン量を免疫染色により評価
した。 
 
４．研究成果 
(1) cTAGE5 は ER exit site に局在する新規
蛋白質である 
 cTAGE5 は髄膜腫等の各種がん組織にお
いて発現が上昇していることが知られてい
る因子であるが、その細胞内局在や機能につ
いては不明であった。われわれは cTAGE5 が
TANGO1 の C 末端側と相同性が高く、共通
のドメインを有していることから、cTAGE5
のコラーゲン輸送に対する影響を検討すべ
く、まず cTAGE5 に対する抗体を作製し、そ
の細胞内局在を検討した。その結果、cTAGE5
は ER exit site マーカーである Sec31 や
TANGO1 等と共局在し、ER exit site に局在
する新たな膜蛋白質であることが示唆され
た。 

 
図 1. cTAGE5 は ER exit site に局在する 
 
(2) cTAGE5 は ERGIC およびゴルジ体の構造の
維持に必須な蛋白質である 
 次に cTAGE5 をノックダウンした細胞に
おいて、ERGIC およびゴルジ体の各マーカ
ー因子を染色し、各オルガネラの構造に対す
る影響を観察した。ERGIC-53、GM130 およ
び ManII の染色をおこなったところ、それぞ
れ未処理の細胞と比べて分散した局在が観
察された。よって、cTAGE5 は ERGIC およ
びゴルジ体の構造維持に必須な蛋白質であ
り、小胞体からゴルジ体に向けての輸送を担
う蛋白質である可能性が示唆された。 
 
(3) cTAGE5 は TANGO1 と結合する 
 抗 cTAGE5 抗体を用いて HeLa 細胞を免疫
沈降した画分を銀染色したところ、cTAGE5
の分子量である約 110kDa の位置に加えて、
高分子量側にバンドが検出された。抗
TANGO1 抗体によりウエスタンブロットし
た結果、これが TANGO1 であることが認め
られた。また、抗 TANGO1 抗体による免疫
沈降画分にも cTAGE5 が存在し、cTAGE5
と TANGO1 は複合体を形成することが示さ
れた。次に、cTAGE5 と TANGO1 の結合ド
メインを調べるため 293T 細胞に cTAGE5、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図２ cTAGE5 と TANGO1 は結合する 



 

 

TANGO1 両者の各種欠失変異体を発現し、
共沈降実験をおこなったところ、cTAGE5、
TANGO1 共にコイルドコイル領域で結合す
ることが認められた。さらにリコンビナント
蛋白質を用いて結合実験をおこなったとこ
ろ、同じくコイルドコイル領域で結合したこ
とから、cTAGE5 と TANGO1 はコイルドコ
イル領域を介して直接結合することが認め
られた。 
 
(4)cTAGE5 は、VII 型コラーゲンの輸送に必
要であるが、通常の蛋白質の分泌には必要な
い。 
  cTAGE5 の分泌に対する関与を検討する
目的で、細胞をメチオニンパルスラベルし、
分泌するタンパク質全体を検出することで
評価した。その結果、cTAGE5 のノックダウ
ンによってもほとんどのタンパク質の分泌
は変化しなかった。一方、cTAGE5 のノック
ダウンにより VII 型コラーゲンが小胞体に顕
著に蓄積することが観察された。以上のこと
から、cTAGE5 は 分泌全般には関与しない
が、VII 型コラーゲンの小胞体からの輸送に
必須であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ cTAGE5 のノックダウンにより、 
   VII 型コラーゲンが小胞体に蓄積する 
 
(5)まとめ 
 以上の結果から、ER exit site に局在する
蛋白質である cTAGE5 は、 TANGO1 とコ
イルドコイル領域を介して直接結合して複
合体を形成する。また cTAGE5/TANGO1 複
合体は協調して VII 型コラーゲンの輸送を担
っている可能性が示唆された。よって
cTAGE5/TANGO1 複合体は VII 型コラーゲ
ンの積み荷受容体として機能する可能性が
示唆された。 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図４ cTAGE5/TANGO1 を介した 
   VII 型コラーゲン分泌モデル 
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