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研究成果の概要（和文）：（１）ゴルジ装置の pH センサー分子かまたはそのすぐ下流に位置する

タンパク質の同定のための重要な手がかりとして、強制発現にて GPHR 欠損細胞のタンパク輸送

遅滞と糖鎖修飾異常の両方を抑える事の出来る細胞質タンパク質Ａと、更にタンパク質Ａと競

合してその効果を阻害するタンパク質Ｂを発現クローニング法にて同定した。（２）糖転移酵素

の局在異常ではなく複合体形成異常が糖鎖修飾異常のメカニズムとして考えられた。

研究成果の概要（英文）：

（１）As an important clue to identify a Golgi pH sensor or its downstream factor, protein 

A whose overexpression corrects the mutant phenotypes such as delayed transport and 

impaired glycosylation, and protein B whose overexpression cancels the normalizing effect 

of protein A, were identified by expression cloning.（２）Impaired complex formation of 

glycosyltranferases but not their mis-localization in the Golgi seemed one of the 

mechanisms for impaired glycosylation. 
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１．研究開始当初の背景

 ゴルジ装置、分泌小胞、分泌顆粒、エンド

ソーム、リソソームなどの分泌経路やエンド

サイトーシス経路に位置するオルガネラは、

酸性オルガネラと呼ばれ、その内腔側は pH

4.5～6.5 程度の酸性に保たれている。酸性オ

ルガネラの pH は、液胞型プロトンポンプ、

カウンターイオンチャネル、プロトンリーク

の三者のバランスで調節されていると考え

られている。プロトンポンプはオルガネラ内

腔にプロトンを搬入させ酸性化するが、その

結果プロトンの濃度勾配によって膜電位が

生じ、更なるプロトンの搬入にとって負荷と

なる。カウンターイオンチャネルは、陰イオ

ン（クロライドイオン）の流入か陽イオン（ナ

トリウムまたはカリウムイオン）の流出によ

ってその膜電位を打ち消しプロトンポンプ

の効率を改善する役割を持つ。当研究課題申
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請者はタンパク質の輸送を制御する因子の

網羅的同定という研究の中で独創的なスク

リーニング法を用いてゴルジ装置特異的に

酸性化障害を示す初めての変異細胞株を樹

立し、同時にその原因遺伝子 GPHR を発現ク

ローニング法によって同定した。変異細胞株

の解析により GPHR タンパク質が初めて同定

されたゴルジ装置に局在するカウンターイ

オンチャネルとしてゴルジ装置の内腔側の

酸性化に寄与し、 その欠損では、ゴルジ装

置選択的な pH の上昇をプライマリーな障害

として、２次的にタンパク質輸送障害、糖鎖

修飾不全、ゴルジ装置の形態異常が引き起こ

されることを報告した。この事実は、ゴルジ

装置が正常に機能するためにその内腔の酸

性化が必要不可欠であることを明確に証明

したが、ゴルジ装置酸性 pH によるタンパク

質輸送・糖鎖修飾・ゴルジ装置の形態の調節

機構についてはほとんど分かっていなかっ

た。 

２．研究の目的

 ゴルジ装置の酸性 pH による調節機構の解

明の突破口として、（１）pH 調節の情報伝達

の開始点、即ち、ゴルジ装置の内腔側 pH を

感受して細胞質側に情報を伝達する pH セン

サーならびにその下流分子の同定、（２）ゴ

ルジ装置に局在するタンパク質の pH 依存的

なゴルジ装置への局在メカニズムの解明を

行なう。 

３．研究の方法

 （１）ゴルジ装置の pH センサーならびに

その下流分子の同定するために、① プロテ

オミクスによる pH 依存的にゴルジ膜に結合

するタンパク質（つまりセンサー分子の下流

に位置すると思われる分子）の同定する、②

cDNA ライブラリーを用いて強制発現により

ゴルジ装置酸性化障害の変異表現型（タンパ

ク質輸送障害または糖鎖修飾不全）を正常化

するタンパク質を発現クローニング法によ

り同定しする、という２通りの方法を用いた。

（２）ゴルジ装置に局在するタンパク質の pH

依存的なゴルジ装置への局在メカニズムの

解明のために、① 糖転移酵素と② GBF１の

２種類のタンパク質の局在メカニズムを検

討した。 

４．研究成果 

 （１）① ゴルジ装置の pH センサーならび

にその下流分子の同定において、プロテオミ

クスによる pH 依存的にゴルジ膜に結合する

タンパク質の同定は特筆できる成果を得る

ことはできなかった。その理由として、ショ

糖密度勾配超遠心法等で分画精製されたゴ

ルジ装置の純度の問題や、酸性環境を保持で

きるだけのインタクトネスを維持した条件

での精製が困難であり、正常細胞と GPHR 欠

損細胞間のゴルジ装置結合タンパク質の差

異を効率的に分離するには不十分であった

ことであると考えられる。 

② レトロウイルスに構築されたcDNAライブ

ラリーを用いて細胞に遺伝子導入し恒常的

に発現させることにより、ゴルジ装置酸性化

障害（GPHR 欠損細胞）の変異表現型であるタ

ンパク質輸送障害を正常化した細胞をセル

ソーターで濃縮しその細胞から導入された



遺伝子を個別に再検討し、タンパク質輸送遅

滞と糖鎖修飾異常の両方を正常化する遺伝

子 Aを同定する事が出来た（図１、２参照）。

同定された遺伝子は細胞質タンパク質をコ

ードしていたが全長ではなかった。非常に興

味深いことに、まだプレリミナリーな結果で

はあるが、細胞質タンパク質 Aの強制発現は

ゴルジ装置内腔の酸性化障害の正常化を伴

っていないようであり、にも拘らずタンパク

質輸送遅滞と糖鎖修飾異常の異なった表現

型の両方を正常化することから、 

i）ゴルジ装置内腔側で起こる酸性化障害は、

pH センサーを介して細胞質側に伝わり、タン

パク質輸送障害や糖鎖修飾異常を引き起こ

す。これは、輸送に関したマシナリーの多く

が細胞質側に存在することと符合する、 

ii）細胞質に存在するタンパク質 A の過剰発

現は pH センサー分子そのものかまたは細胞

質側でそのすぐ下流に位置し、両方のシグナ

ルが分岐する前のタンパク質に結合しそれ

らを活性化または不活化することで正常化

する、という可能性を強く示唆していると考

えられる。更に、タンパク質 Aの標的タンパ

ク質が過剰発現されれば再び異常表現型（タ

ンパク質の輸送遅滞）が出現すると仮定し、

cDNA ライブラリーを用いた発現クローニン

グ法にてその標的タンパク質を同定するこ

とを試みた結果、小胞体に局在する膜タンパ

ク質Ｂを同定することができた。タンパク質

Ｂはカルシウムの調節に関与していること

が示唆されており、興味深い。現在、両者の

機能的相互関係の解析によって pH ホメオス

タシスの制御機構の解明を試みており、今後、

進展が期待される。（２）① 糖鎖修飾異常は、

これまでのプロトンポンプ阻害剤などの薬

剤を用いた実験から糖転移酵素の局在異常

によると考えられていたので、糖転移酵素を

pH 依存的なゴルジ装置局在メカニズムの解

明のためのモデルタンパク質として用いる

ことにした。しかしながら、GPHR 変異細胞に

おいて糖転移酵素とゴルジ装置またはリソ

ソームマーカータンパク質との共局在の度

合いを共焦点顕微鏡画像でピアソンの相関

係数を測定して調べたところ、すべての酸性

オルガネラに対して酸性化障害をもたらす

クロロキンでは、これまで報告されているよ

うに糖転移酵素のリソソームへのミスソー

ティングが見られたが、ゴルジ装置選択的酸

性化障害では糖鎖修飾不全が見られるにも

拘らず糖転移酵素の局在異常はほとんど起

きていないことが判明した（下図参照）。 

そこで次に糖転移酵素の複合体形成に注目

した。タンパク質の糖鎖修飾は多種類の糖転

移が時空間的に正しく行なわれることが必

要であり、そのため糖転移酵素は複合体を形

成しこの問題に対処していると考えられて

いるからである。実際、ネイティブゲルを用

いた観察から糖転移酵素の複合体形成が部

分的ではあるが損なわれており、これが糖鎖

修飾異常の原因の一つであると考えられた。

また前述のタンパク質 Aの強制発現がこの複

合体形成を正常化するかどうか現在検討中

である。 

② GBF1 のゴルジ膜への局在は、PI4P への結

合が重要であるというこれまでの知見から、

PI4P に選択的に結合すると考えられている

FAPP1タンパク質のPHドメインに蛍光タンパ

ク質を結合したものをプローベとして用い

た。FAPP1-PH とゴルジ装置との共局在の度合

いを共焦点顕微鏡画像でピアソンの相関係

数を測定して PI4P の局在を検討した。その

結果、GPHR 変異細胞では、ゴルジ膜での PI4P



量の有意な減少を認めた。つまりゴルジ装置

内腔側の酸性化障害で観察される GBF1 のゴ

ルジ装置局在低下の原因が、GBF1 のゴルジ膜

への結合パートナーである PI4P のゴルジ装

置での濃度低下であると考えている。現在、

この PI4P の濃度低下の分子メカニズムの解

明を試みている。PI4P は、ゴルジ装置におい

て多くのタンパク質の局在や機能（とくにタ

ンパク質・脂質輸送）に関わっている事が知

られており、今後の発展が期待される。 
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