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研究成果の概要（和文）：本研究において、コラーゲン分泌に必要な巨大複合体(cTAGE5/TANGO1L/Sec12, 
cTAGE5/TANGO1S/Sec12)の組成を明らかにし、これらが低分子量Gタンパク質Sar1の活性を協調的に制御すること
によってコラーゲン分泌を担っていることを明らかにした。さらに、TANGO1がコラーゲン分泌のみならず、ER 
exit siteの形成にも関与していることを明らかにした。また肝繊維化時には、COPII小胞被覆因子である
Sec23A/Sec24Dが発現上昇すること、この発現を抑制することによって肝星細胞の活性化を抑制できる可能性を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of collagen secretion have not been well characterized, 
because collagens synthesized within the ER are too large to fit into conventional COPII-coated 
vesicles. We previously characterized TANGO1 as a collagen cargo receptor. In this study, we have 
characterized that TANGO1 forms macromolecular complexes with cTAGE5 and TANGO1. In addition, we 
have revealed that TANGO1 acts as a scaffold in corporation with Sec16 and functions as an organizer
 of ER exit site. We have also identified Sec23a as a protein up-regulated during hepatic stellate 
cell activation. When Sec23a is depleted, activation of hepatic stellate cells is attenuated.

研究分野： 機能生物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

 １．研究開始当初の背景 
 
小胞体で合成されたタンパク質は小胞に積
み込まれ、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
る因子のうち、特にコラーゲンは小胞体内で
巨大な複合体を形成するために通常の輸送
小胞には入りきらない。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
助する因子としてcTAGE5/TANGO1複合体を同
定した。また本複合体が Sar1 の活性化促進
因子であるSec12と結合しコラーゲン輸送を
調節する可能性を見出していた。しかし、い
まだコラーゲンの分泌機構の詳細は不明で
あ っ た 。 さ ら に 肝 繊 維 化 時 に は
cTAGE5/TANGO1 非依存的に I 型コラーゲンが
輸送される可能性が見出されたが、解析は不
十分であった。 
 
２．研究の目的 
 
 本基盤研究(C)は、cTAGE5/TANGO1 複合体に
よるVII型コラーゲン輸送メカニズムを特に
Sar1 の GTPase サイクル制御に関して明らか
にする。また肝繊維化時の I 型コラーゲン分
泌機構の解析を含め、コラーゲンを中心とし
た巨大分子分泌機構の包括的解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究は、細胞生物学的解析および生化学
的解析を中心として解析を行った。また、
Blue-Native PAGE 法、またそれを用いた二次
元電気泳動法や、肝灌流法による肝星細胞の
単離等、これまでになかった技術についても
積極的に習得することにより、幅広い視点か
ら研究を遂行した。 
 
４．研究成果 
 
1) 低分子量 Gタンパク質 Sar1 のコラーゲン 
 分泌に対する役割 
 
 前若手研究(B)および本研究による助成に
よって、1)cTAGE5 に Sec12 が結合すること、
2)この結合が Sec12 の ER exit site への正
しい局在化に必須であること、3)Sec12 の ER 
exit site への正しい局在化がコラーゲンの
分泌に必須であることを明らかにした(発表
論文 8)。またこの成果を総説として発表した
(発表論文 7)。さらに cTAGE5 上の Sec12 との
結合部位を、点変異体を用いて絞り込んだ。
cTAGE5 をノックダウンした細胞に野生型の
cTAGE5 を発現させると阻害されていたコラ
ーゲンの分泌は回復するが、Sec12 と結合で
きない点変異体を発現した細胞においては、
コラーゲン分泌は阻害されたままであった。
しかし、この細胞にSar1を過剰発現すると、
コラーゲンの分泌は回復した。一方、活性化
型の Sar1 を発現した細胞においてはコラー

ゲン分泌は回復しなかった、以上のことから、
1)Sec12 の ER exit site への集積は低分子量
Gタンパク質Sar1の活性化を介してコラーゲ
ン分泌に関与すること、2)Sar1 の活性化と不
活性化のサイクルがコラーゲン分泌に重要
であることが示唆された（発表論文 6)。 
 
2）コラーゲン積荷受容体の複合体解析 
 TANGO1 に小胞体内腔側ドメインを欠失し
たアイソフォームであるTANGO1Sが存在する
ことを見出し、TANGO1L と TANGO1S 両者の複
合 体 組 成 を 生 化 学 的 に 検 証 し た 。
Blue-Native PAGE と SDS-PAGE を組み合わせ
た二次元電気泳動によって解析したところ、
TANGO1L,cTAGE5 多量体,Sec12 多量体からな
る 900 kDa の複合体と、TANGO1S,cTAGE5 多量
体,Sec12 多量体からな 700 kDa の複合体の二
者がそれぞれ独立して ER exit site に存在
することが明らかとなった。さらに、
TANGO1L,TANGO1S のそれぞれを発現抑制した
細胞のコラーゲン分泌は阻害されたが、
TANGO1L,TANGO1S のどちらか一方を発現させ
えることによって、コラーゲン分泌は回復し
たことから、TANGO1L と TANGO1S、それぞれ
の複合体は協調的にコラーゲン分泌に関与
することが明らかとなった (発表論文 5)。ま
た本複合体がコラーゲン分泌のみならず、オ
ートファジー膜の形成にも関与することを
国際的な共同研究として Randy Schekman 博
士らとの共同研究により明らかにした (発
表論文 3)。 
 
3）TANGO1 による ER exit site 形成機構の解
析 
 TANGO1L と TANGO1S を両者発現抑制した細
胞においては、通常は ER exit site に局在
化する Sec16 と Sec31 が乖離することを見出
した。さらに、TANGO1 両アイソフォームのノ
ックダウン細胞においては、コラーゲンのみ
ならず、通常の分泌タンパク質の分泌も遅延
していることを見出した。さらなる解析の結
果、TANGO1L および TANGO1S には Sec16 が直
接結合すること、またこの結合は正しい ER 
exit site の形成に必須であることを見出し
た。以上の結果から、TANGO1 は Sec16 と協調
して ER exit site の形成に関与することが
明らかとなった (発表論文 4)。また、こレま
での成果を総説として発表した（発表論文
１）。 
 
4) 肝星細胞活性化過程における分泌経路の
役割 
 肝繊維化は肝星細胞がコラーゲンを分泌す
る筋繊維芽細胞様に分化することが主要因
であるが治療法は確立されていない。ラット
肝より肝灌流法によって単離した肝星細胞
を in vitro で分化させる系を用いて、肝星
細胞の活性化前後における分泌関連遺伝子
の発現量を解析した。その結果、小胞体から
の分泌小胞の被覆因子Sec23A/Sec24Dがアイ



ソフォーム特異的に発現上昇することを見
出した。さらに、これらの発現上昇は転写因
子 BBF2H7 依 存 的 で あ る こ と 、
3)Sec23A/Sec24D を発現抑制すると肝線維化
マーカーの発現を抑制できることを明らか
にした（発表論文２）。 
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