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細胞分裂期における分泌停止メカニズムの解明
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　我々は分泌経路の初期段階である小胞体-ゴルジ体
間のタンパク質輸送に着目してきた．小胞体からゴル
ジ体へ分泌タンパク質を輸送する COPII小胞は，小
胞体上の特殊な領域である “ER exit site”で形成され
る．ER exit siteには COPII小胞の被覆因子である
Sec23/24複合体，Sec13/31複合体が Sec16依存的に
集積している2）．
　我々はこれまで，高等真核生物の ER exit siteに局
在 す る 新 規 因 子 Transport and Golgi organization 1 

（TANGO1） の機能解析を行ってきた．TANGO1はショ
ウジョウバエ由来の S2細胞を用いた分泌スクリーニ
ングによって単離された膜貫通型タンパク質である3）．
脊椎動物では，長鎖 （TANGO1L）と短鎖 （TANGO1S）
の 2つのアイソフォームが存在し4），TANGO1Lは小
胞体内でコラーゲンと相互作用することでコラーゲン
の積荷受容体として機能することが明らかになってい
る5）．一方，TANGO1の両アイソフォームに共通する
細胞質側領域は，Sec16と直接結合し，ER exit siteの
場を決定するオーガナイザーとしての役割を有するこ
とを明らかにしてきた6）．
　本稿では，新たに Casein Kinase 1δ （CK1δ）と Pro-

tein Phosphatase 1 （PP1）によって TANGO1のリン酸
化状態が制御されていること，TANGO1のリン酸化
によって Sec16との結合親和性が低下し，ER exit site

形成不全と小胞体からの分泌停止が惹起されることを
明らかにした．さらに，細胞分裂期においては PP1

の活性減弱により TANGO1のリン酸化が亢進するこ
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はじめに

　「分泌（secretion）」は，細胞内で合成されたタンパ
ク質が細胞外や細胞表面に出るまでの一連の過程であ
る．インスリンなどのペプチドホルモンや，コラーゲ
ンをはじめとする細胞外マトリックスなど，生体内の
多くの因子は分泌されて機能する．これらのタンパク
質は，小胞体内で合成された後，ゴルジ体へ輸送され，
トランスゴルジ網を経由して最終的に細胞膜表面へ到
達する．
　この分泌システムは，ヒトだけでなく殆ど全ての真
核生物に共通する普遍的な生命現象であり，これまで
詳細に解析されてきた．同時に，分泌は栄養状態や細
胞外環境に応じて調節されることも明らかになってき
た．特に，細胞分裂期において分泌が一時的に停止す
る現象は 1980年代から記述されているが1），細胞周
期依存的な分泌の制御メカニズムについては未解明な
点が多く残る．
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とから，TANGO1が細胞周期依存的な分泌制御のス
イッチとして機能する可能性を見出したので報告す
る．

TANGO1の PPS領域におけるリン酸化修飾は
TANGO1と Sec16の結合親和性を減弱させ， 

ER exit siteを崩壊させる

　我々は TANGO1の機能解析を行う目的で，翻訳後
修飾データベースである Phosphosite Plusを用いて
TANGO1の各アミノ酸残基におけるタンパク質修飾
を調べた7）．その結果，TANGO1の細胞質側領域の一
部にリン酸化報告が多数存在する残基を見出した （図
1）．この領域は TANGO1Lにおいては 1651-1750 アミ
ノ酸領域，TANGO1Sにおいては 529-628アミノ酸領
域に該当する．この領域を phosphorylation predicted 

sequences （PPS）として種間保存性を調べた結果，
PPS領域内の配列は他の領域に比較して種間保存性が
高いことが明らかになった．また PPSは Sec16と
TANGO1の相互作用領域である SIR（Sec16 Interac-

tion Region）に極めて近い場所に位置している （図1）8）．
　次に，TANGO1Sの PPS内におけるリン酸化候補残
基にアラニンを置換した非リン酸化変異体（SA変異
体） および，グルタミン酸に置換したリン酸化模倣変
異体（SE変異体） を作出し（図 2A），Sec16との結合
親和性を検討した．その結果，SE変異体の結合親和

性は野生型 TANGO1Sに比べて大幅に減弱していた一
方で，SA変異体は野生型よりも Sec16との結合量が
増加していた （図 2B）．したがって TANGO1の PPS

領域がリン酸化されることで Sec16と TANGO1の結
合親和性が減弱することが明らかになった．
　我々は以前の解析から，TANGO1と Sec16の結合
は ER exit siteを形成するのに必要であることを明ら
かにしている8）．そこで次に，TANGO1S各変異体，
あるいは野生型 TANGO1Sを，内在の TANGO1Lおよ
び TANGO1Sを発現抑制した細胞にそれぞれ発現させ
た際の ER exit siteの形成能を評価した．その結果，
野生型 TANGO1Sや SA変異体は Sec16，Sec31と同
じ場所に局在し，通常と同様の ER exit siteが観察さ
れるのに比べて，SE変異体は小胞体膜上に拡散し，
ER exit site構成因子も解離していた （図 2C）．また，
SE変異体を発現する細胞では小胞体からの VSVGの
輸送が遅延していた （図 2D）．以上の結果は，
TANGO1の PPS領域がリン酸化されることで，Sec16

との結合親和性が減弱し，ER exit siteの崩壊と分泌
の阻害が生じることを示唆している．

CK1dは TANGO1を直接リン酸化し， 
ER exit siteを崩壊させる

　次に，TANGO1の PPS領域をリン酸化するキナー
ゼを探索した．先行知見として CK1δが小胞体-ゴル

図 1.　TANGO1の各アミノ酸残基におけるリン酸化の報告数と PPS領域の種間保存性
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ジ体間のタンパク質輸送に関与することが明らかに
なっていたため9），CK1δが TANGO1を直接リン酸化
するかを g 32P-ATPを用いた in vitroの評価系で検証
した．TANGO1は PPS領域を含む C末端 257アミノ
酸領域部分をリコンビナントとして調製し，CK1δは
自己リン酸化による活性減弱を防ぐため，触媒ドメイ
ン部分のリコンビナントを調製して用いた．結果とし
て，TANGO1 は CK1δ存在下でリン酸化されたが，
TANGO1の SA変異を含むリコンビナントにおいて
32P はほとんど検出されなかった （図 3A）．以上の結
果より，CK1δによって TANGO1の PPS領域が直接
リン酸化されることが明らかになった．

　さらに，CK1δが ER exit siteの構成や形態に与え
る影響を評価した．CK1δを過剰発現させた細胞では 

Sec16と Sec31は解離し，TANGO1Sの SE変異体を
発現させた際と同様の表現型が観察された．一方，キ
ナーゼ活性を有さない CK1δ K38R変異体を発現させ

た細胞では，ER exit siteの乖離は認められなかった 

（図 3B）．また，CK1δの阻害剤である IC261を添加
した細胞において，ER exit siteは肥大化していた （図
3C）．以上の結果より，CK1δがそのキナーゼ活性に
より ER exit siteの形態に影響を与え得ることが明ら
かになった．

TANGO1は PP1によって脱リン酸化される

　続いて我々は，TANGO1の脱リン酸化メカニズム
について，プロテインホスファターゼ（PP） ファミリー
を中心に，各種阻害剤を用いて検討を行った．その結
果，PP2A特異的阻害剤であるエンドサールを添加し
た細胞では，ER exit siteの形態変化はほとんど認め
られなかったが，PP1と PP2A両方の阻害剤であるオ
カダ酸を処理した細胞では Sec16と Sec31の共局在率
が有意に低下していた （図 4A）．さらに siRNAにより
PP1を発現抑制した際にも，Sec16と Sec31の共局在

図 2.　TANGO1のリン酸化模倣変異体は，Sec16との結合量が低下し ER exit siteを崩壊させる
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率が有意に低下していた （図 4B）．
　次に，PP1 が TANGO1のリン酸化状態にどのよう
な影響を与えるか調べる目的で TANGO1S-FLAGの安
定発現株にオカダ酸を添加し，phos-tagを用いて
TANGO1Sのリン酸化を定量する解析を行った10）．そ
の結果，野生型 TANGO1Sのリン酸化はオカダ酸存在
下で亢進していたが，一方で TANGO1S SA変異体を
用いた場合にはオカダ酸添加時もリン酸化の亢進は認
められなかった （図 4C）．また TANGO1S SA変異体
の安定発現株では，オカダ酸添加による ER exit site

の崩壊も抑制されていた （図 4D）．以上の結果は，
PP1による TANGO1の PPS領域の脱リン酸化が ER 

exit siteの形成に必要であることを示している．

細胞分裂期における TANGO1の 
リン酸化亢進によって ER exit siteは崩壊する

　細胞分裂期において，分泌の停止に伴って ER exit 

siteも崩壊し，Sec16と Sec31は分裂前期から後期に
かけて局在が解離することが報告されている11,12）．し
かし，この一時的な ER exit site崩壊の分子メカニズ
ムは不明だった．Sec16と Sec31の解離は TANGO1

のリン酸化模倣変異体発現時や，CK1δの過剰発現時，
PP1の活性抑制時においても観察されたこと，PP1は
細胞分裂期に一時的に活性低下することから，我々は

細胞分裂期において　TANGO1の PPS領域における
リン酸化が亢進し，Sec16との結合が外れることが
ER exit siteの崩壊の契機となる仮説を考え，その検
証を行った．まず，間期と分裂期それぞれにおける
TANGO1Sのリン酸化量を phos-tagにより定量した．
その結果，nocodazoleで細胞分裂期に同調させた培養
細胞において野生型 TANGO1Sのリン酸化量は増加し
ていたが，一方で TANGO1S SA変異体は細胞分裂期
においてもリン酸化量が変化しなかった （図 5A）．し
たがって，細胞分裂期には TANGO1の PPS領域にお
いてリン酸化が亢進することが明らかになった．
　さらに，野生型 TANGO1Sあるいは TANGO1S SA

変異体を発現する安定発現株での細胞分裂期における
ER exit siteの様子を観察した．野生型 TANGO1Sを
発現する細胞では，親株の HeLa細胞と同様に，分裂
中期において Sec16/Sec31の局在が解離していた．一
方，TANGO1S SA変異体を発現する細胞では，分裂
中期においても Sec16と Sec31が共局在する点が多数
認められた （図 5B）．この結果は，細胞分裂期におけ
る ER exit siteの崩壊には TANGO1の PPS領域にお
けるリン酸化が必要であることを意味している．
　さらに，細胞分裂期における ER exit siteの崩壊に
CK1δが関与する可能性を検討するため，CK1δ/εを発
現抑制した細胞での ER exit siteを観察した．その結
果，TANGO1S SA変異体安定発現株と同様，CK1δ/ε

図 3.　CK1δは TANGO1を直接リン酸化し，ER exit siteを崩壊させる
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を発現抑制した細胞においては Sec16と Sec31の共局
在率が有意に増加していた （図 5C）．以上の結果から，
細胞分裂期における ER exit siteの崩壊は CK1δによ

る TANGO1 PPS領域のリン酸化によって生じる可能
性が強く示唆された．

図 4.　PP1による TANGO1の脱リン酸化によって ER exit siteが形成される

図 5.　細胞分裂期における ER exit siteの崩壊には CK1δによる TANGO1のリン酸化が必要である
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さいごに

　本研究により，TANGO1の PPS領域を CK1δがリ
ン酸化し，PP1が脱リン酸化することが明らかになっ
た．CK1δの活性は細胞周期を通じて一定であるが，
PP1の活性は細胞分裂期に Cdk1-CyclinB1複合体に
よってリン酸化されることで減弱する13）．したがって
間期において TANGO1のリン酸化状態は，CK1δによ
るリン酸化と PP1による脱リン酸化の平衡状態にあ
るが，細胞分裂期においては PP1の脱リン酸化活性
のみが低下するために，TANGO1のリン酸化が亢進
すると考えられる （図 6）14,15）．
　また ER exit siteは細胞外環境や概日リズムに応じ
てその数や大きさを変化させ，分泌を調節することが
報告されている16）．TANGO1と Sec16の結合は ER 

exit siteの形成起点となることから，細胞分裂期以外
の ER exit siteの適応メカニズムにおいても今回得た
知見と同様の制御機構が関与する可能性が考えられ
る．
　さらに，最近になって Sec16は T細胞の活性化，
糖尿病，パーキンソン病などの様々な疾患と関連する
ことが報告されている17-19）．また，TANGO1の PPS

領域におけるリン酸化亢進は一部腫瘍で多く検出され
ていることから20），本研究で着目した TANGO1/Sec16

がこれらの疾患の治療標的あるいは新たな疾患マー
カーとなり得る可能性が考えられる．今後は，ER 

exit site関連因子の臨床応用への有用性についても検
討を行っていきたい．
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