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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るが、形成する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。我々は先にcTAGE5/TANGO1複合体を単離・同定し、VII型コラーゲンの積み荷受容体と
して機能することを報告してきた。本若手研究(B)では、新たにcTAGE5の結合因子として見いだした、低分子量G蛋白質
Sar1のグアニンヌクレオチド交換因子であるSec12が、cTAGE5との結合に依存して、その局在をER exit siteに規定し
ていることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Collagen synthesized in the ER is too big to fit into conventional transport COPII
 carriers. How collagen exports from the ER is still unclear. We have previously identified cTAGE5/TANGO1 
complex as a cargo receptor for collagen VII at ER exit sites. Here we show that cTAGE5 interacts with Sec
12, a guanine-nucleotide exchange factor of Sar1 at ER exit sites. Upon cTAGE5 depletion, Sec12 delocalize
s from the ER exit sites. These results imply that collagen VII secretion from the ER is regulated not onl
y by cTAGE5/TANGO1 complex but with the activity of Sar1 small GTPase.  
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1. 研究開始当初の背景 
小胞体で合成された分泌蛋白質は、小胞によ
り細胞内の様々な小器官あるいは細胞外へ
と輸送される。高等真核生物が分泌する多種
多様な因子のうち、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に独自のメ
カニズムによって運ばれると考えられてい
る。我々は先に小胞体において VII 型コラー
ゲンの分泌を特異的に補助する複合体とし
て cTAGE5/TANGO1 を同定した。本複合体
は COPII 被覆因子である Sec23/24 と結合し、
VII 型コラーゲンの積み荷受容体として機能
するが、その制御機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 

本若手研究(B)は、cTAGE5/TANGO1 複合体
による VII 型コラーゲン輸送のメカニズムを
さらに解明し、巨大分子の分泌に対して先駆
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, Sec12 等、各種因子の siRNA によ
るノックダウンには Lipofectamine RNAi 
max (Life technologies)を用いた。各種因子
の過剰発現には Lipofectamine 2000 あるい
は PEI を用いた。細胞内局在の観察には冷メ
タノールあるいはパラホルムアルデヒドに
より固定した細胞した細胞を免疫染色法に
より染色した。細胞は、共焦点顕微鏡(Carl 
Zeiss LSM700) 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Sec12の結合について評価し
た。また Sar1 の GDP 乖離速度の検討にはト
リチウムラベルした GDP を用い、Sar1 に結
合している GDP の量を定量した。 
 
４．研究成果 

１） cTAGE5 免疫沈降による結合因子の探索  

 cTAGE5 抗体を結合させた protein G ビー
ズを用いてHeLa細胞抽出液から免疫沈降し
た。免疫沈降したサンプルを銀染色したとこ
ろ、約 45KDa 付近に新規結合因子が認めら
れた。よって、マススペクトロメトリーを用
いて解析をおこなった結果、Sec12 が同定さ
れた。 

次に、Sec12 に対するモノクローナル抗体を
作成し、cTAGE5 免疫沈降画分に対しウエス
タンブロットを行なったところ、約 45kDa
付近に Sec12 のシグナルが検出された。また
cTAGE5 を siRNA により発現抑制した細胞
から cTAGE5 抗体による免疫沈降を行なっ
たところ、結合する Sec12 の量は顕著に減少
した。さらに Sec12 抗体を用いて HeLa 細胞

抽出液より、免疫沈降した結果、cTAGE5 が
検出された。よって cTAGE5 と Sec12 は相
互作用することが明らかとなった。 
 
2) Sec12 の細胞内局在の検出 

次に Sec12 の細胞内局在を検討する目的で、
HeLa 細胞を冷メタノールあるいはパラホル
ムアルデヒドにより固定した後、抗体を用い
て cTAGE5 あるいは Sec16 とともに免疫染
色した。結果、Sec12 は cTAGE5 あるいは
Sec16 と部分的に共局在することが観察され
た。さらに Brefeldin A により処理した細胞
においても両者の共局在は観察された。よっ
てSec12は cTAGE5とER exit siteにおいて
相互作用することが明らかとなった。 

3) Sec12 と cTAGE5 の相互作用様式の検討 

次に Sec12 と cTAGE5 の相互作用ドメイン
を明らかにする目的で、cTAGE5 の各種欠失
変異体を作成した。cTAGE5 は N 末端より、
シグナルアンカーモチーフ、コイルドコイル
ドメイン(CC1), コイルドコイルドメイン
(CC2), プロリンリッチモチーフを有してい
る。そこで各ドメインの欠失体を 293T 細胞
に過剰発現させ、同様に過剰発現させた
Sec12 との結合を免疫沈降法により確認した。
その結果、Sec12 は cTAGE5 のコイルドコイ
ルドメイン(CC1)で結合することが明らかと
なった。次に、この結合が直接的であるか確
かめる目的で、cTAGE5 のコイルドコイルド
メイン(CC1)および Sec12 のリコンビナント
蛋白質を大腸菌およびバキュロウイルスを
感染させた Sf9 細胞より調整した。プルダウ
ン法により、両者の結合を検討した結果、
Sec12 と cTAGE5 は cTAGE5 のイルドコイ
ルドメイン(CC1)を介して直接結合すること
が明らかとなった。 

4) Sec12 の活性に対する cTAGE5 結合の影響 

Sec12 は低分子量 G 蛋白質 Sar1 のグアニン
ヌクレオチド交換因子 (GEF)である。よって
cTAGE5 との相互作用が Sec12 の Sar1 に対
するGEF活性に影響があるか調べる目的で、 
Sec12, Sar1, cTAGE5 および TANGO1 の細
胞質側領域をそれぞれ、バキュロウイルスを
感染した Sf9 細胞より調整した。Sec12 の添
加によりSar1のGDPの乖離速度は顕著に上
昇し、Sec12 が GEF として作用しているこ
とが確認された。しかしながら、さらに
cTAGE5 あるいは cTAGE5 および TANGO1
の細胞質領域を添加しても、Sar1 の GDP の
乖離速度に変化は与えなかった。以上のこと
から、cTAGE5 と Sec12 の結合は Sec12 の
Sar1に対する GEF活性には影響を与えない
ことが明らかとなった。 
 
5) Sec12 の局在に対する cTAGE5 の影響 



cTAGE5 を発現抑制した細胞における Sec12
の局在を免疫染色法により確認した。メタノ
ール固定をした細胞、パラホルムアルデヒド
により固定した細胞の両者とも、cTAGE5 の
発現抑制により Sec12 の ER exit site におけ
るシグナルが減弱した。 
 
6)まとめ 
 
本研究により、Sec12 は cTAGE5 との結合を介
して ER exit site に局在化すること、また
この局在化がVII型コラーゲンの小胞体から
の分泌に必須である可能性を明らかにした。
Sec12 が ER exit site に局所的に存在するこ
とにより、ER exit site 近傍における活性化
した Sar1 が増加する可能性が考えられる。
本研究の成果は、低分子量 G蛋白質の局所的
な活性化がコラーゲン分泌に必要である可
能性を提示している。 
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