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研究成果の概要（和文）：小胞体からゴルジ体への蛋白質の初期分泌過程において、小胞体出芽部位へのALG-2
のCa2+依存的集積は、COPII小胞外殻構成因子Sec31AとアネキシンA11をCa2+依存的に結合させ、モデル積荷膜蛋
白質の輸送を遅延させ、またTFG蛋白質の多量体化に関与することを明らかにした。ALG-2とSec31Aペプチド複合
体のＸ線結晶構造解析および両蛋白質の変異体解析による結合配列の精査により、新規ALG-2結合モチーフを提
唱した。このモチーフ含有蛋白質の探索により、ER膜を貫通した新規ALG-2相互作用因子を発見した。ALG-2が
Ca2+応答性転写因子NFATの活性を抑制することを見出した。　

研究成果の概要（英文）：In the early secretory pathway of proteins from the endoplasmic reticulum to
 the Golgi apparatus, Ca2+-dependent accumulation of ALG-2 to the endoplasmic reticulum exit sites 
bridges Sec31A, a component of COPII outer shell, and annexin A11 and retards transport of a model 
cargo membrane protein, and causes multimerization of the TFG protein. Refinement of the binding 
sequences by the X-ray crystal structural analysis of ALG-2 and the Sec31A peptide and by mutational
 analysis of both proteins, we propose a new ALG-2-binding motif. We searched proteins containing 
the motif and found a novel ALG-2 interacting proteins that passes through the ER membrane. ALG-2 
was found to inhibit the activity of the Ca2+-dependent transcription factor NFAT.

研究分野：農学・農芸化学・応用生物化学

キーワード： カルシウム結合タンパク質　EF-ハンド　結合モチーフ　蛋白質間相互作用　小胞輸送
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１．研究開始当初の背景 

Ca2+結合蛋白質であるALG-2は、５つのＥＦ

ハンドをもつpenta-EF-handファミリーに属

す。触媒ドメインをもたず、カルシウム依存

的に様々な細胞内タンパク質と相互作用する

ことにより、シグナル伝達、小胞輸送、アポ

トーシスをはじめ、多様な生理機能をもつと

考えられているが、不明な点が多い。我々は

Ca2+存在下でALG-2が多胞体形成に関与する

ALIXとエンドソーム選別輸送複合体（ESCRT）

-Iとの間のアダプターとして安定な複合体を

形成するモデルを提唱したが、アダプター機

能が他の場合にも存在する可能性がある。小

胞体―ゴルジ体間の輸送小胞であるCOPII小

胞の被覆を構成するタンパク質であるSec31A

にALG-2がCa2+依存的に結合することが明らか

になっているが、その結合様式や生物学的意

義は不明である。また、我々は先行研究にお

いて、ALG-2は核内にも存在してRNAプロセシ

ングに関与するCa2+-homeostasis and 

endoplasmic reticulum protein (CHERP)と

Ca2+依存的に相互作用し選択的スプライシン

グに関与することを明らかにしたが、他にも

膜蛋白質や核内因子と結合することが推測さ

れ、新規ALG-2相互作用因子の探索が必要であ

る。 

 
２．研究の目的 

 ALG-2が Sec31Aとともに Ca2+依存性リン脂

質結合蛋白質 annexin A11 (以下 AnxA11)と

相互作用することを念頭に、小胞体からゴル

ジ体への初期分泌過程における物質輸送シ

ステム制御の観点から、ALG-2 のアダプター

機能モデルを検証し、ALG-2 の役割を生化

学・構造生物学的および細胞生物学的に明ら

かにすること、そして、従来とは異なる方法

に基づき、新規相互作用因子を探索し、ALG-2

の新しい生理機能研究へ発展させる糸口を

得ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Sec31Aと AnxA11の共免疫沈降実験を

ALG-2 ノックダウン細胞および ALG-2発現細

胞で行い、また、野生型と変異体 ALG-2発現

により、ALG-2結合能との関連を調べた。 

（２）Sec31A、AnxA11、ALG-2の細胞内局在を

免疫染色により共焦点顕微鏡を用いて解析し

た。 

（３）組換えTFG（野生型と変異体）とALG-2

をCa2+存在下で架橋化試薬を用い反応させ

ALG-2の重合化に及ぼす効果を解析した。 

（４）Ｘ線結晶構造解析によりSec31Aペプチ

ドのALG-2結合部位を特定した。 

（５）Sec31AにおけるALG-2結合部位８アミノ

酸残基のGST融合蛋白質の各種変異体を大腸

菌で発現させ、ビオチン標識ALG-2を用いてフ

ァーウェスタンを行い、ALG-2との相互作用を

半定量的に解析した。 

（６）新規ALG-2相互作用因子を探索するため、

精密化したALG-2結合モチーフを含む蛋白質

をヒト蛋白質配列データーベースより抽出し、

それら蛋白質の全長あるいは断片を緑色蛍光

蛋白質（GFP）と融合させた蛋白質をHEK293

細胞に発現させた。そして、高輝度ルシフェ

ラーゼ（プロメガ社製 nano luciferase, 

NLuc）で標識したALG-2をプローブとして用い、

抗GFP抗体による免疫沈降産物のファーウェ

スタン解析およびプルダウン解析を行い、

ALG-2との結合能を調べた。 

 

４．研究成果 

（1）生化学的解析により Sec31Aは Ca2+/ 

ALG-2 存在下で AnxA11 と相互作用すること、

免疫染色解析により ALG-2と Sec31Aの斑点

状の共局在部位には AnxA11 も共局在するこ

と、ALG-2が Sec31Aと AnxA11の Ca2+依存的

アダプターとして機能することが明らかに

なった。さらに、ALG-2が共局在していない

AnxA11の斑点状部位には Sec31A が存在しな

いことも、Sec31Aと AnxA11 の結合を ALG-2 



が橋渡しすることを支持する。一方、試験管

内反応において、組換え TFG はオリゴマー化

する性質をもつが、Ca2+/ALG-2存在下でさら

に重合化したことより、この現象も ALG-2 に

よるアダプター機能と考えられる。 

（２）ALG-2相互作用因子ALIXがポケット１お

よび２に結合することを既に報告していたが、

今回、Ｘ結晶構造解析により

合成Sec31AオリゴペプチドはALG-2の疎水性

ポケット３に結合した。また、ポケット３に

位置するPhe85のAla置換変異体（F85A）は

Sec31Aとの結合が消失したが、ALIXとの結合

には影響を与えず、ALIXとSec31Aは異なる様

式でALG-2の異なるポケットに結合すること

が明らかになった。 

（３）Sec31AのALG-2結合部位の各種変異体解

析によりALG-2結合モチーフ2型（ABM-2）を以

下のように定めた。[PΦ]PX[PΦ]G[FW]Ω（P、

プロリン；Φ、疎水性；Ｘ，任意；Ω、側鎖

の大きい残基）。 

（４）UniProtヒト蛋白質配列データベースに

おいてABM-2をもつ蛋白質を検索し、このモチ

ーフが分泌蛋白質やオルガネラ内腔に存在す

るものを除外した上で、マウス配列との一致、

Proの位置と数を指標にスコア化し、高いスコ

アのものについて動物細胞内で発現させ、

ALG-2との相互作用を解析した結果、３つの新

規相互作用候補を得た。これらの因子は、い

ずれも膜貫通蛋白質であった。網羅的な酵母

Two-Hybrid法やアフィニティタグ免疫沈降・

プルダウン産物の質量分析法による相互作用

データベースに含まれておらず、従来法では

見逃される因子の探索に本法は有用であった。

さらに結合の最も強かった因子は、ストア作

動性Ca2+流入の制御因子SARAFであり、ALG-2

が新たな因子を介してCa2+シグナルや細胞内

Ca2+恒常性維持制御に関わっている可能性が

示唆された。 

（５）転写因子NFATもALIXやSec31AのALG-2

結合モチーフと類似したProに富む領域をも

つアイソフォームが存在し、ALG-2との結合が

観察された。NFAT応答配列をもつレポーター

系を用いて転写活性化測定を行った結果、

ALG-2の過剰発現により転写が抑制され、その

分子機構の解明が望まれる。 
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① メンブレントラフィック ― 膜・小胞に

よる細胞内輸送ネットワーク  

DOJIN BIOSCIENCE SERIES 福田光則・吉森

保 編 （2016 年 化学同人）   

「エンドソームでの輸送選別に働く ESCRT装

置」柴田秀樹、牧正敏 pp80-97 
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