
躍的に発展していくと思われる．ミトコンドリア機能障害

に起因した疾患は数多くあり，近い将来マイトファジー研

究がこうした疾患治療に貢献できるのではないかと我々は

考えている．
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構造変化を介した GPIアンカーによるタ
ンパク質の細胞内輸送・局在制御

１． は じ め に

GPI（glycosylphosphatidylinositol）アンカーは真核細胞

で進化的に保存された構造を持つ糖脂質であり，翻訳後修

飾としてタンパク質に結合し，タンパク質を細胞膜にアン

カーする役割を持つ．GPIアンカーによるタンパク質の細

胞内輸送・局在の制御を理解するために，まず GPIアン

カーの生合成，構造変化について概略する（図１，図２）．

GPIアンカーは小胞体で約１０ステップを経てホスファチ

ジルイノシトール（PI）に N-アセチルグルコサミン（後

でグルコサミンに変化する），脂肪酸（主にパルミチン酸），

三つのマンノース，三つのエタノールアミンリン酸が順次

結合し，小胞体内腔側で完成型の GPIアンカーとなる．

図１ 細胞表面の GPIアンカー型タンパク質の基本構造
細胞表面の GPIアンカー型タンパク質は，輸送過程に受けた構
造変化の結果，２本の飽和脂肪鎖を持ちラフトに親和性を持つ
ようになる．また真ん中のマンノースに結合していたエタノー
ルアミンリン酸の除去は小胞体の出口への効率的なソーティン
グに必要である．
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一方，タンパク質も分泌型タンパク質前駆体として独立に

生合成される．GPIアンカーが結合するタンパク質は GPI

付加配列をそのカルボキシ末端に持つ１）．この配列は，

GPIトランスアミダーゼと呼ばれる GPI転移酵素複合体に

よって切断除去され，タンパク質の切断点のオメガサイト

と呼ばれるアミノ酸が GPIアンカーの末端のエタノール

アミンリン酸に結合する．この時点で GPIアンカー型タ

ンパク質が完成するが，重要な点は，この後 GPIアン

カー部分は更なる構造変化を受け，その変化が GPIアン

カー型タンパク質の正常な輸送・局在に必要であるという

ことである．この構造変化に関与する遺伝子群を PGAP

（post GPI-attachment to proteins）遺伝子群と呼んでいる．

具体的には，１）PGAP１によりイノシトールに付加してい

た脂肪酸（主にパルミチン酸）が除去される２），２）PGAP５

により二つ目のマンノースに結合していたエタノールアミ

ンリン酸が除去される３），３）PGAP３と PGAP２により，PI

部分の sn-２位に結合している不飽和脂肪酸が飽和脂肪酸

（主にステアリン酸）に置換される４，５），という三つの構造

変化が，１），２）は小胞体内腔で，３）はゴルジ装置内腔で

起こる．その後，GPIアンカー型タンパク質は細胞表面に

輸送発現され，ラフトと呼ばれる特殊なマイクロドメイン

に集積することはよく知られている．本ミニレビューで

は，この GPIアンカーの構造変化とタンパク質輸送・局

在の関係をメインに，最近の知見を含め主に哺乳類細胞に

ついて解説する．

図２ GPIアンカー型タンパク質の生合成・構造変化並びに輸送
小胞体において GPIトランスアミダーゼの働きで GPIアンカーがタンパク質に結合し GPIアンカー型タンパク質が完成する．この
後，GPIアンカー部分は，１）PGAP１によるイノシトール脱アシル化反応，２）PGAP５による二つ目のエタノールアミンリン酸の除
去，３）PGAP３と PGAP２による不飽和脂肪鎖の飽和脂肪鎖への置換，によって構造変化が，１），２）は小胞体内腔で，３）はゴルジ
装置内腔で起こる．その後，GPIアンカー型タンパク質はラフトと会合し細胞表面に輸送発現される．
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２． タンパク質の発現・ソーティングにおける

GPIアンカーの必要性

GPIアンカーの生合成欠損で，GPIアンカー型タンパク

質の細胞表面への発現が消失する．そのため，造血幹細胞

で GPIアンカーが後天的に欠損すると発作性夜間血色素

尿症に，また先天的に部分欠損すると先天性 GPIアン

カー欠損症となる６～８）．疾患については他の総説に譲るが，

より詳細な解析から GPIアンカーはタンパク質の小胞体

からの輸送に必要であるということが明らかになった．小

胞体でタンパク質が翻訳後修飾として GPIアンカーを結

合することから考えると驚くべきことではないかもしれな

いが，このことは，GPIアンカーが小胞輸送へのソーティ

ングシグナルとして機能しているかも知れないというアイ

デアをもたらした．しかし，GPIアンカーの欠損によって

正常に GPI付加配列が切断されずその疎水性性質のため

品質管理機構によって小胞体に保持され最終的に分解され

てしまう事例９，１０）や，前駆体タンパク質の GPI付加配列が

GPIトランスアミダーゼによって切断されるが GPIアン

カーの欠損によって膜に繋留されずに分泌タンパク質と

なって細胞外に分泌される事例も報告されている８，１１）．現

時点では，GPIアンカーの付加の有無が積極的にソーティ

ングシグナルとして機能しているかどうかという結論は出

ていないが，次章に述べるように，GPIアンカーの構造変

化は小胞体の出口へのソーティング効率に影響を与えるこ

とから，やはりソーティングシグナルとして機能している

と言ってよさそうである．

３． 新生タンパク質の小胞体からの輸送における

GPIアンカーの構造変化の役割

我々は，小胞体から細胞表面への GPIアンカー型タン

パク質の輸送を経時的に定量化するシステムを考案した

（図３）３，１２）．レポータータンパク質は図に示してあるように

温度感受性タンパク質 VSV-G，FLAGタグ，蛍光タンパ

ク質 GFPおよび GPI付加配列からなり，ドキシサイクリ

ンで誘導発現できるようにハムスター CHO細胞に組み込

んである．非許容温度４０度で発現誘導をかけると生合成

されたレポータータンパク質はミスフォールディングのた

め小胞体に留められ蓄積する．その後，許容温度３２度に

シフトすることでレポータータンパク質が速やかに正しい

立体構造をとり，小胞体からの同調した輸送が開始され

る．一定時間後，細胞表面に到達した GPIアンカー型レ

ポータータンパク質の発現量は FLAGタグに対する抗体

で染色しセルソーターで計測することで定量化される．こ

のレポーター細胞を変異原で処理し輸送の遅れを指標に

C１９変異細胞が樹立され，発現クローニング法でその原因

遺伝子 PGAP５が同定された３）．またこのシステムを用い

ることで PGAP１欠損細胞でも同様に GPIアンカー型レ

ポータータンパク質の輸送が遅れていることが確認された

（未発表データ）．PGAP１ならびに PGAP５が小胞体で GPI

アンカーの構造変化に関与することから類推されるよう

に，いずれの欠損細胞においてもタンパク質の輸送の遅れ

は GPIアンカー型に特異的で，膜型タンパク質には異常

は見られず，さらに輸送の遅れの一因が小胞体からの小胞

輸送の開始の遅れによることが明らかになった．さらに顕

微鏡下の局在解析により，PGAP５欠損細胞ではレポー

タータンパク質が許容温度下で正しいフォールディングを

とった後の小胞体の出口（ER exit site）へのソーティング

が障害されていることが判明した３）．PGAP１や PGAP５の

欠損でタンパク質部分は影響を受けないので，これらの事

実は GPIアンカーの構造変化がソーティングシグナルと

して機能していることを示していると考えられる．それで

は GPIアンカーはどのようにソーティングに関わってい

るのであろうか？ そもそも GPIアンカー特異的なソー

ティングというものが存在するのであろうか？ これらの

疑問に対して酵母から得られた知見は興味深い．酵母で

は，GPIアンカー型タンパク質が，他のタンパク質と異

なった小胞で小胞体からゴルジ装置に輸送されると報告さ

れている１３）．更に，Emp２４p-Erv２５p複合体（哺乳類の p２３-

p２４複合体に相当）は，GPIアンカータンパク質 Gas１pと

複合体を形成することやその欠損で Gas１pの輸送が特異

的に遅れることから，GPIアンカー型タンパク質の特異的

小胞輸送のマシナリーの一部分，おそらくは GPIアン

カー型タンパク質の積荷レセプターとして機能しているこ

とが提唱されている１４）．我々も哺乳類細胞においても，

p２３-p２４複合体は GPIアンカー型タンパク質と複合体を作

り，そのノックダウンで GPIアンカー型タンパク質の輸

送が遅れることを報告した１５）．更に，COPII小胞の構成要

素の一つで Sec２３と複合体を形成し様々な積荷タンパク質

のレセプターとして機能している Sec２４の４種類のアイソ

フォームのうち特定のアイソフォームが p２３-p２４複合体に

結合することで小胞体からの輸送開始を促進していること

も報告された１６）．これらのことは，哺乳類細胞においても

GPIアンカーを認識して特異的な輸送小胞に濃縮する機構

が存在するということを示唆している．我々が報告した

PGAP５の欠損で起こる GPIアンカーの構造異常で小胞体
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の出口へのソーティンが影響されるという知見は，これま

でのタンパク質側から見た知見の裏返しとも言え，非常に

興味深く，真核生物で保存されている GPIアンカーの糖

鎖部分の生理的意義の一端を初めて明らかにしたと言え

る．PGAP１欠損細胞に関しては，小胞体からの輸送の遅

れは報告したが，詳細な解析はなされていない．PGAP５

の欠損は PGAP１のイノシトール脱アシル化に影響を与え

ないが，PGAP１の機能が PGAP５の脱エタノールアミンリ

ン酸反応に必要であるかどうか，また生合成経路における

PGAP１と PGAP５の反応ステップの正確な順番，そして

PGAP１や PGAP５の欠損でどうしてソーティング・輸送が

遅れるのかというメカニズムについては現在解析中であ

る．GPIアンカー型タンパク質・PGAP５複合体における

p２３／p２４の結合量は PGAP５欠損細胞では減少しており，

やはり p２３-p２４複合体が関与しているのかもしれない．

４． GPIアンカー型タンパク質のゴルジ装置での

脂肪鎖リモデリングとラフト会合

新生 GPIアンカー型タンパク質は小胞体からゴルジ装

置に運ばれるとそこで更なる GPIアンカー部分の構造変

化をうける．それは PI脂質部分の不飽和脂肪鎖が飽和脂

肪鎖に置換されることである４，５，１７）．小胞体の大部分の GPI

アンカーは，その生合成の基質であるフリー PI同様，PI

部分の sn-２部位がアラキドン酸（C２０：４）などの不飽和

図３ トランスポートアッセイシステム
（A）ドキシサイクリンで誘導発現できるレポータータンパク質が組み込まれたハムスター CHO細胞をレポーター細胞として樹
立．非許容温度４０度で発現誘導をかけレポータータンパク質を小胞体に蓄積させた後，許容温度３２度にシフトすることでレ
ポータータンパク質の同期した小胞体からの輸送が開始される．一定時間後，細胞表面に到達したレポータータンパク質の発現
量はセルソーターで解析される．（B）レポータータンパク質の構成．（C）輸送の遅れを示す変異細胞の FACS解析上での分布を
正常細胞と併せ示してある．
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脂肪鎖であるが，これがゴルジ装置で飽和脂肪酸のステア

リン酸（C１８：０）に置換される．PGAP３が sn-２の不飽和

脂肪酸の除去に，PGAP２がステアリン酸の付加に関与し

ている．正常細胞では，２本の飽和脂肪鎖を持つ GPIアン

カー型タンパク質を細胞表面に発現するが，PGAP３欠損

細胞では脂肪鎖リモデリングの欠損のため sn-２にアラキ

ドン酸などの不飽和脂肪鎖を有する GPIアンカー型タン

パク質を発現する５）．細胞表面の GPIアンカー型タンパク

質がラフトに集積するという性質は，この脂肪鎖リモデリ

ングによる．ラフトは立体構造的に直線的な飽和脂肪鎖を

持つリン脂質またはスフィンゴ糖脂質とコレステロールら

がコンパクトに集積し安定した Lo（liquid-ordered）相を

形成することで作られると考えられている．GPIアンカー

型タンパク質がラフトに集積しやすい性質は２本の飽和脂

肪鎖を持つことでラフトに親和性を持つためであり，

PGAP３欠損細胞における折れ曲がった不飽和脂肪鎖を有

する GPIアンカー型タンパク質は当然 Lo相には馴染めな

いと考えられる．事実，タンパク質がラフトに集積しやす

いかどうかということは一般的には detergent-resistant

membrane（DRM）に分画されるかどうかという実験に基

づくが，PGAP３欠損細胞での大部分の GPIアンカー型タ

ンパク質は非 DRMに分画され，ラフトへの親和性が低下

していることを示している．興味深いことに，PGAP３欠

損細胞では同時に細胞表面の GPIアンカー型タンパク質

の発現量の低下が認められる．これは，GPIアンカー型タ

ンパク質の安定性や細胞膜指向性の変化によるものかもし

れない．GPIアンカー型タンパク質のラフトへ集積すると

いう性質は，次章で述べるようにその局在・輸送やシグナ

ル伝達の点からも重要であると考えられているが，その実

験的解析の困難さから未だ曖昧な部分が多い．今後の更な

る進展が待たれる．

５． GPIアンカー型タンパク質の極性輸送・

エンドサイトーシスとラフト会合

哺乳類細胞では新しく生成された GPIアンカー型タン

パク質は上述の脂肪鎖リモデリングを受けゴルジ装置で形

成される脂質ラフトに会合し，その会合は細胞表面への輸

送やそれ以降のトラフィッキング（主にエンドサイトーシ

ス）の動態に大きく影響すると考えられている．アピカル

ソーティングは上皮細胞における GPIアンカー型タンパ

ク質の輸送の特徴の一つであるが，ラフト形成を阻害する

コレステロール除去によって極性輸送の障害が起こること

からその指向性にはラフトとの会合が必要である．GPIア

ンカー型タンパク質のエンドサイトーシスは，クラスリ

ン／カベオリン非依存的，ダイナミン非依存的で，コレラ

毒素（糖脂質 GM１がレセプター）と同様の経路を用いる

と考えられているが，そのマシナリーの詳細は依然不明な

点が多い１，１８）．GPIアンカー型タンパク質は，エンドサイ

トーシス後，低分子 GTPaseの CDC４２によって制御さ

れる GEEC（GPI-anchored-protein-enriched early endosomal

compartments）と命名される特異的小胞で輸送され一般的

なリサイクリングエンドソームに融合するという報告や，

Fynキナーゼによって制御され flotillin-１／２で構成される

小胞依存的にエンドサイトーシスが起こるなどの報告がな

されている１９，２０）．正常細胞では GPIアンカー型タンパク質

のリサイクリング速度はトランスフェリンレセプターなど

の他のタンパク質や蛍光標識した脂質に比べ３―４倍遅い

が，コレステロールやスフィンゴ脂質を除去することで同

等の早さになることが報告されている２１）．これらの事実

は，ラフトとの会合とトラフィッキングの密接な関係を裏

付けており，GPIアンカーの構造変化がタンパク質のトラ

フィッキングにとって重要な役割を果たしていることが伺

える．

６． お わ り に

GPIアンカーの概念が確立されてから四半世紀が経ち，

その生合成に関与する遺伝子の大部分が同定された．GPI

アンカーのタンパク質翻訳後修飾としての役割についても

多くの報告がなされるようになった．しかし，その必然

性・生理的意義は，特に生体において，まだ十分に解明さ

れたとは言えない．PGAP３欠損細胞では脂肪鎖リモデリ

ングの欠損のためラフトに対する親和性が大きく低下した

GPIアンカー型タンパク質が発現されるので，PGAP３欠

損細胞またはノックアウトマウスを用いることでそれらの

解析にとって非常に強力なツールになると思われる．ま

た，PGAP１や PGAP５欠損細胞をより詳細に解析すること

で GPIアンカー型タンパク質のソーティングメカニズム

の研究が進むことが今後期待される．
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合成蛍光プローブと発現タンパク質を用い
た新規タンパク質ラベル化システム

１． は じ め に

タンパク質の蛍光標識は，生細胞内のタンパク質の局在

を調べる強力な研究手法であり，今日の生命科学研究にお

いて欠かすことのできないものとなっている．その中核を

なすものは２００８年のノーベル賞受賞対象となった蛍光タ

ンパク質である．蛍光タンパク質の生物応用が初めてなさ

れた１９９０年代以降，蛍光強度，波長，ストークスシフト，

フォトクロミズムなどの点において，様々な性質を有する

蛍光タンパク質が開発されてきた１）．この結果，蛍光タン

パク質は，タンパク質の局在解析のためだけではなく，動

態の時空間解析やタンパク質間相互作用，Ca２＋のセンシン

グ，リン酸化酵素などの活性の可視化など多岐にわたる応

用がなされている１，２）．言うまでもなくその有用性は，生命

科学研究者に認められているものの，蛍光タンパク質に

は，いまだ解決されていない課題が存在する．例えば，蛍

光タンパク質のサイズが２７kDaと比較的大きく，標的タ

ンパク質に与える立体的影響が懸念されるが，現在のとこ

ろサイズの大幅な軽減には成功していない．また，近赤外

蛍光イメージングは，小動物や厚みのある組織の深部情報

を得る優れた方法であるが，近赤外領域の７００nm以上に

極大蛍光波長を持つ蛍光タンパク質は創製されていない．

このため，これらの問題を解決するための蛍光タンパク質

研究は現在も活発な領域といえる．一方，蛍光タンパク質

とは別の新しいアプローチとして，合成蛍光プローブとそ

れに特異的に結合するタンパク質（タグタンパク質）を利

用したタンパク質蛍光標識技術が開発され，注目を集めて

いる．本稿では，この蛍光標識技術の原理と利点及び問題

点について述べ，筆者らの取り組みについて紹介する．

２． タグタンパク質を利用したタンパク質標識法

タグタンパク質を利用した蛍光標識法では，遺伝子工学

によりタグタンパク質を融合させた標的タンパク質を細胞

内で発現させる．次に，タグタンパク質に特異的に結合す

る蛍光プローブにより，タグタンパク質を蛍光標識し，そ

の結果，融合させた標的タンパク質を蛍光検出する（図１

a）．ここで，重要な点は，蛍光プローブがタグタンパク質

と特異的に反応し，その他の内在性のタンパク質とプロー
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