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1. はじめに 

小胞体 (Endo plasmic Reticulum; ER)で合成されたタンパク質は、輸送小胞に積み込まれゴルジ

体を経て細胞内の各小器官へと運ばれる。この小胞輸送系の研究は、出芽酵母を用いて分泌変異

体が網羅的に単離されたことによって飛躍的に進展し、現在では数多くの構成因子が明らかとな

っている。一方で高等真核生物の小胞輸送系は分泌するタンパク質の多様性を反映し、更に多く

の制御因子が存在することが考えられる。 

  申請者は以前、ショウジョウバエ S2 細胞における分泌変異体を単離するため、dsRNA 法を用

いた網羅的スクリーニングを行なった。その結果、出芽酵母では保存されておらず、高等真核生

物においてのみ存在する遺伝子である TANGO1 を単離、同定した (Nature, 2006)。 

  TANGO1 は小胞体における COPII 被覆小胞出芽ドメインである ER exit site に特異的に局在

し、小胞体内腔に配向する SH3 ドメインで VII 型コラーゲンと、細胞質中に配向するプロリンリ

ッチ領域で COPII 被覆の複合体構成因子の一部である Sec23/24 と結合することが明らかとなっ

た。さらに、TANGO1 を発現抑制した細胞においては、VII 型コラーゲンが小胞体に蓄積し、そ

の分泌が抑制されることを見出した。また、この分泌阻害効果は、VII 型コラーゲンに特異的で

あり、その他の多くのタンパク質の分泌には大きな影響を及ぼさなかった。以上の結果から、

TANGO1 は VII 型コラーゲンに対する積み荷受容体として機能する可能性が示唆された (Cell, 

2009)。 

  コラーゲンはその形成する複合体が巨大であり（VII 型コラーゲンの場合は 400-500 nm）、

通常の COPII 被覆小胞（直径 60-90nm）には入りきらないと考えられている。しかし、その分

泌メカニズムは解明されていないことから、申請者は TANGO1 の制御機構を理解することで、

コラーゲン分子分泌の分子機構に迫れると考えた。 

 

2. 方法 

 TANGO1 と同様のドメイン構造を C 末端側に有するタンパク質をデータベースから探索し、

遺伝子のクローニング、抗体の作製を行ない、細胞内局在をはじめ、細胞内動態の解析を行なっ

た。 

 さらにリコンビナントタンパク質を大腸菌より、精製し、生化学的解析を行なうことで結合様

式の同定をはかった。また、RNAi 法による発現抑制系を用いることにより、遺伝子の細胞内に

おける機能同定を試みた。 
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3. 結果 

データベース検索により、TANGO1 と同様のドメイン構造を有するタンパク質を単離した。この

因子は、SH3 ドメインを有しておらず、TANGO1 の C 末端側の配列のみと相同性を有していた。 

新規因子に対する抗体を作製し、内在性タンパク質の局在を検討したところ、ER exit site のマー

カーである Sec31A と共局在した。次に、新規因子に結合するタンパク質を探索する目的で、内

在性タンパク質の共沈降確分を銀染色およびウエスタンブロット法により検出した。その結果、

新規因子に TANGO1 が特異的に結合することが明らかになった。 

 TANGO1 と新規因子の結合ドメインを調べる目的で、各種欠失変異体どうしの結合実験を行な

ったところ、TANGO1 と新規因子の結合は、細胞質中に存在する coiled-coil ドメインを介してい

ることが示された。 

 また TANGO1 と同様に、C 末端に存在するプロリンリッチドメインには、Sec23/24 が結合す

ることが明らかとなった。 

 最後に新規因子の分泌に対する影響をノックダウン法によって検討した。その結果、ノックダ

ウンは多くのタンパク質の分泌には影響を与えないのに対し、TANGO1 と同様に VII 型コラーゲ

ンの分泌を顕著に阻害することが明らかとなった。 

 

4. 考察 

以上のように、今回単離した新規因子は ER exit site に局在し、TANGO1 と特異的に結合するこ

とが明らかとなった。さらに、新規因子のノックダウンは TANGO1 のノックダウンと同様に VII

型コラーゲンの分泌を特異的に抑制した。以上の結果から、申請者は、新規因子が TANGO1 と

協調して小胞体からの VII 型コラーゲンの分泌を特異的に制御していると考える（図 参照）。 

 今後、どのような分子メカニズムを介し、TANGO1 と新規因子が VII 型コラーゲンの分泌を担

っているのか解明することが課題である。 
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