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カルシウム依存的相互作用因子から探る 
penta-EF-handファミリーの機能

牧 正敏，高原 照直，柴田 秀樹

典型的カルパイン分子中に見いだされたpenta-EF-hand（PEF）ドメインは，EF-handを連続
して五つ持ち，C末端のEF5どうしが一対になって二量体を形成する．PEFファミリーに
は，sorcinやALG-2のように触媒ドメインを持たないメンバーが存在し，さまざまなタン
パク質と相互作用してその機能を発揮する．動物細胞においてALG-2二量体はカルシウム
依存性分子アダプターとして働き，異なる分子どうしの連結や標的複合体を安定化をする．
ESCRTシステムにおける初期補助因子としての役割や，小胞体‒ゴルジ体間における小胞
輸送調節が注目されている．一方，PEFドメインを持たない非典型的カルパインであるcal-
pain-7は，N末端にMITドメインを持ち，ESCRT因子と相互作用して活性化され，エンド
ソーム・リソソーム経路で働いている．

1. はじめに

カルシウムは動物にとって主要必須ミネラルであり，そ
の総量は成人では1000～1200グラムにも達する．大部分
（約99％）は骨や歯などの硬組織にヒドロキシアパタイト
の形で存在するが，残りは細胞内外にイオンとして存在
する．カルシウムイオン（Ca2＋）は低分子化合物やタン
パク質と結合して緩衝作用を受けるが，有効な遊離Ca2＋

濃度は，細胞外液中では1～2 mMであるのに対して，通
常，細胞質ゾルでは100 nM以下と低く，細胞膜を隔てて
1万倍以上もの濃度勾配が保たれている．また，小胞体や
ミトコンドリア，そしてリソソームなど酸性細胞小器官
（オルガネラ）にもCa2＋が貯蔵されている 1）．さまざまな
刺激によって起こる細胞外からのCa2＋流入やオルガネラ
からのCa2＋放出により，Ca2＋濃度は数100 nMに上昇する．
そして，イオンチャネル近傍の局所空間（マイクロドメ

イン）のCa2＋濃度はさらに高い値（数μM）に達する 2, 3）．
細胞内外間で濃度差の小さいMg2＋と異なり，Ca2＋は時間
的・空間的濃度変化を情報としてインプットすることがで
き，cAMPなどと同様にセカンドメッセンジャーとして働
く 1, 4）．微小環境Ca2＋濃度の一過性もしくは持続的上昇は，
これを感知するCa2＋依存性の酵素や多種多様なタンパク
質群の作用によって，筋収縮，接着，分泌，増殖，分化，
細胞死，遺伝子発現といったさまざまな生理反応へと引き
継がれる．Ca2＋結合タンパク質は，動物のみならず細菌，
下等真核生物から植物に至るまで幅広く生物界に存在し，
結合ドメインやモチーフとしてEF-hand, C2ドメイン，ア
ネキシン（エンドネキシン）フォールド，酸性残基クラス
ターなどが知られている 5, 6）．細胞内でCa2＋がタンパク質
と結合することの意義は，高親和性結合による構造の安定
化，構造変化の誘導，相互作用因子との結合，遊離Ca2＋

濃度を一定に保つための緩衝作用などである．本稿では
分子内で五つのEF-handを持つpenta-EF-hand（PEF）ファ
ミリー，特に進化的に保存されているALG-2［apoptosis-
linked gene 2，別名PDCD6（programmed cell death 6）］を
中心に，高等動物におけるPEFファミリーと代表的な相互
作用タンパク質との結合様式に焦点をあて，研究の背景や
構造的特徴も含めてPEFの機能を紹介する．

2. penta-EF-hand構造の発見

1） EF-hand
EF-handの名前は，筋肉中に存在するパルブアルブミ

総 説
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ン（parvalbumin）のX線結晶構造解析から明らかとなっ
たCa2＋結合モジュールの構造に由来する．αヘリックスE
とαヘリックスFの間のループにCa2＋が結合するが，二つ
のαヘリックスをそれぞれ突き出した親指と人差し指，そ
してループを握りしめたその他の指になぞらえたことに
よる 7）．このような約30アミノ酸残基からなるヘリック
ス‒ループ‒ヘリックスを持つEF-handおよびEF-hand様構
造はタンパク質分子内に単独で存在する場合もあれば，多
数繰り返して存在する場合もある 8）．一般に，二つのEF-
handは，ループ後半で逆平行βシートを形成し，さらにそ
れぞれ3残基からなる二つの疎水性クラスターが安定構造
形成に寄与して，空間的にひとかたまりとなる 9）．最もよ
く知られているEF-handタンパク質であるカルモジュリン
（calmodulin：CaM）は，四つのEF-handを持ち，N末端側
とC末端側でそれぞれ二つのEF-handから形成されたロー
ブ（葉状のかたまり）を持つ（図1A）．

2） penta-EF-hand構造の特徴
Ca2＋依存性プロテアーゼであるカルパイン（calpain）の

大小サブユニットは，1980年代半ばに一次構造が明らか
にされ，ともにCaM様の四つのEF-handを持つと推定され
ていた 10, 11）．しかし，1997年，小サブユニットのCa2＋結
合ドメインのX線結晶構造解析の結果，予想に反して五
つのEF-hand構造を持つことが明らかとなった 12, 13）．推定
されていたCa2＋結合領域のN末端側にさらにもう一つEF-
hand構造が見つかった（図1B）．規範的なEF-hand配列と
比較すると，カルパイン大小サブユニットの新しく命名さ
れたEF1領域は，Ca2＋結合ループ内に1残基の欠損があっ
た．また，Ca2＋が配位する重要な酸素原子を持つアスパラ
ギン酸残基がアラニンに置換されていた．このため，EF1
はモチーフ検索でEF-handとは予測されていなかった．結
晶構造においてCa2＋は，置換残基であるアラニンのカル
ボニル基の酸素原子に配位していた．一方，C末端に位置
する5番目のEF-hand（EF5）はホモ二量体の相手分子の
EF5とペアとなり，二量体形成部位となっていた．カルパ
インの小サブユニットには他にもCaMと比較して異なる
点が見いだされた．①八つのαヘリックスから構成され，
EF2とEF3の間，EF4とEF5の間は連続したαヘリックス
を共有している．②EF2-EF3を結ぶリンカーはCaMの場
合柔軟であるが，7残基短いためEF2とEF3が接近し，全
体としてコンパクトになっている．③EF3とEF4が閉じた
格好になっている．④EF1とEF2の間のループが長い．筆
者らはこのような特徴的な構造を持つ五つのEF-hand構造
（～170アミノ酸残基）をpenta-EF-hand（略称PEF）と命名
した 14）．

3） PEFファミリー
プロテアーゼドメインを持つカルパイン大サブユニット
と相同な遺伝子はヒトゲノム中に15存在し，遺伝子記号
はCAPNとこれに続く数字で表記される（例，CAPN1）15）．
そのうちPEFドメインを持つものは九つ存在する（図
1C）．組織普遍的に存在して，in vitroでの活性測定時の
Ca2＋要求濃度がμMオーダーであるμ-カルパイン（大サブ
ユニット遺伝子記号CAPN1），mMオーダーであるm-カル
パイン（大サブユニット遺伝子記号CAPN2）は，共通の
小サブユニットを持つ（遺伝子記号CAPNS1，以前の表記
はCAPN4）．また，小サブユニット相同遺伝子CAPNS2は，
イントロンを持たないが組織特異的な発現が確認されて
いる 16）．その他，PEFファミリーにはプロテアーゼドメイ
ンを持たないサブファミリーも存在する．哺乳類ではEF1
がカルパイン大小サブユニットと類似した sorcin（遺伝
子記号SRI）やgrancalcin（遺伝子記号GCA），そしてEF1
にも欠損残基や重要なアミノ酸残基の置換もないALG-2
（遺伝子記号PDCD6）や全領域でALG-2と類似性が高い
peflin（遺伝子記号PEF1）が存在する（図1C）17）．ALG-2
は，1996年に免疫系細胞におけるアポトーシス関連遺伝
子産物として発見された 18）．その後，ALG-2遺伝子のノッ

図1 penta-EF-hand（PEF）ファミリー
（A）カルモジュリン（CaM）（PDB ID：1CLL）および（B）カル
パイン小サブユニットPEFドメイン（旧名ドメインVI, PDB 
ID：1ALV）単量体の立体構造をPyMolを用いて表示する．EF5
（赤色）は二量体形成部位，黄色球はCa2＋を示す．（C）ヒトPEF
ファミリーメンバーの構造模式図．PC：protease core（旧名ド
メイン II），C, H，N：活性中心残基，CBSW：calpain-type beta 
sandwich（旧名ドメイン III, C2Lドメイン）．
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クアウトマウスが作出されたが，対照マウスと比較して免
疫系やその他の器官・組織・細胞に異常が観察されなかっ
た 19）．しかし，近年，ヒトにおいて悪性腫瘍とALG-2遺
伝子（PDCD6）の発現異常との関連を示唆する報告が蓄
積しつつあり，ALG-2は，がんのバイオマーカーとして注
目され出している 20‒23）．ALG-2ホモログは原生生物や酵
母，カビ，植物にも存在し，進化的に真核生物において広
く保存されている 24）．これに対して，PEFドメインを持つ
典型的カルパインや sorcin, grancalcinは下等真核生物には
存在しない（表1）．μ-カルパインやm-カルパインなど組
織普遍的に存在する典型的カルパインは，一般に大小サ
ブユニットがヘテロ二量体を形成する．カルパイン以外の
PEFファミリーメンバーについても，生化学的解析によっ
て二量体形成が報告されている．ALG-2の場合は，ホモ二
量体および近縁のpeflinとヘテロ二量体を形成する 25）．ま
た，Ca2＋依存的膜結合性もPEFタンパク質の共通した性
質である 25‒29）．PEFドメインのN末端側に存在するグリシ
ン，プロリン，アラニンなどに富んだ疎水性領域が関与
していると推察されるが，配列の進化的保存性は低い 17）．
ALG-2のEF5にはCa2＋が結合するが通常の配位とは異な
り 30），むしろMg2＋が生理的濃度で結合することにより二
量体を安定化し，EF1とEF3へのCa2＋の結合能が高くなる
と報告されている 31‒33）．配列比較からCAPN1とCAPN8の
PEFもMg2＋が結合すると予測されている 32）．

3. PEF相互作用因子

CaMはCa2＋と結合してさまざまな標的タンパク質と結
合する．代表的な例としては，N末端側とC末端側のロー
ブが特定のCaM認識モチーフを含む標的ペプチドヘリッ
クスと結合する際，標的を取り囲むように大きく立体配置
を変化させる 34）．また，IQモチーフのように，Ca2＋依存
的・非依存的に結合するケースもある 35）．PEFタンパク質
の場合にもCa2＋依存的だけでなく，非依存的に結合する
標的タンパク質も報告されている．しかし，Ca2＋センサー

としてのPEFタンパク質の機能を理解するためには，Ca2＋

依存的な結合あるいは解離が重要となる．

1） カルパインPEF
カルパスタチン（calpastatin）はμ-カルパインやm-カル

パインの内因性阻害タンパク質であり，阻害ドメインを分
子内に4回繰り返し持つ（図2A，下段）36, 37）．組織特異的
な選択的スプライシングや転写開始点の違いがあり，分子
多様性がある 38, 39）．繰り返しドメイン間で保存された三つ
の領域（A, B, C）は別々のエクソンにコードされ 39），A領
域とC領域のアミノ酸配列は相互に類似している 40）．B領
域が阻害中心であるが，A, C領域が阻害を増強させてい
る 41‒43）．A領域は大サブユニットのPEFドメイン（当時の
名称はCaM様ドメイン），C領域は小サブユニットのPEF
ドメイン（CaM様ドメイン）にそれぞれ特異的にCa2＋依
存的結合することが1990年代半ばごろまでに生化学的解
析によって明らかにされた 42‒44）．2000年代になって，カル
パインとカルパスタチン複合体のX線結晶構造解析が行わ
れ，このような3部位結合モデルが正しいことが証明され
た（図2B）45‒47）．また，カルパスタチン以外にも，Rhoグ
アニンヌクレオチド交換因子（αPIX，別名ARHGEG6）48），
Ras GTPase活性化因子（RasGAP）49），ホスホイノシチド3-
キナーゼ（PI3K）50）が小サブユニットと相互作用すると
報告されている（表2）．その相互作用が小サブユニット
のPEFドメインなのか，N末端非PEF領域なのかは不明で
あり，Ca2＋の要求性など結合の特性は明らかにされていな
い．相互作用の生理的意義は不明であるが，小サブユニッ
トは大サブユニットとヘテロ二量体を形成するため，細
胞内では，小サブユニットとの結合により相互作用タンパ
ク質や複合体周辺部のタンパク質が基質となっている可能
性がある．しかし，カルパイン小サブユニットが大サブユ
ニットに依存せず，単独で何らかの生理機能を持つ可能性
は否定できない．

表1 生物界におけるPEFタンパク質分布

PEFタンパク質とカルパイン 原生生物 植物 酵母 カビ 線虫 ハエ 哺乳類

PEFタンパク質
ALG-2/PEF* ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
peflin ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ＋ ＋

典型的カルパイン
（大サブユニット） ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ＋ ＋
（小サブユニット） ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ＋

sorcin ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ＋
grancalcin ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ＋

calpain-7
（PalB/Rim13） ̶ ̶ ＋ ＋ ＋ ̶ ＋

*ALG-2ホモログの名称は生物によって異なり，機能は下等真核生物や植物と哺乳類とでは異なる．
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2） sorcin
sorcinはがん細胞において多剤耐性輸送体（MDR1）に

付随して増幅する遺伝子として，1986年に発見された
が 51），その生理機能は多様であり，Ca2＋恒常性調節やシグ
ナル伝達 52），細胞死 53），細胞分裂 54）などへの関与が報告

されている．ノックアウトマウスは膵β細胞からのインス
リン分泌が低下し，また心室不整脈を引き起こすが，いず
れもCa2＋恒常性異常によると考えられている 55, 56）．sorcin
と相互作用するタンパク質もいくつか報告されている．ア
ネキシンはCa2＋依存性リン脂質結合タンパク質であり 57），

図2 カルパインとカルパスタチンの結合部位
（A）カルパスタチンの四つの繰り返しドメイン間で保存されたA, B，C領域の生化学的解析結果による推定結合
部位．（B）m-カルパイン（CAPN2・CAPNS1複合体）とカルパスタチンの阻害単位ドメインの複合体の立体構造
（PDB ID：3BOW）をPyMolにより表示する．カルパインのドメインは I～IV（大サブユニット）とV, VI（小サブユ
ニット）で示した．IVとVIが大小サブユニットのPEFドメイン．

表2 PEFタンパク質の機能と主な相互作用因子の一覧

PEFタンパク質の 
名称

ヒト遺伝子
記号 主な生理機能 報告されている主な相互作用因子*

カルパイン 
小サブユニット

CAPNS1 大サブユニット（CAPN1, CAPN2）とヘテロ二
量体形成

カルパスタチン，αPIX, RasGAP, PI3K

sorcin SRI Ca2＋恒常性調節，シグナル伝達，細胞死，細胞
分裂

AnxA7, AnxA11, NCX, RyR, SERCA, L型電位
依存性Ca2＋チャネル，プレセニリン2, PLK1, 
ChREBP

grancalcin GCA 白血球機能調節 L-プラスチン
ALG-2 PDCD6 細胞死，ESCRTシステム補助機能，小胞体‒ゴ

ルジ体間輸送調節，RNAプロセシング，細胞分
裂，シグナル伝達

ALIX, TSG101, VPS37B, VPS37C, IST1, Sec31A, 
TFG, MAP1B, MISSL, CHERP, PATL1, RBM22, 
AnxA7, AnxA11, HEBP2, VEGFR2, PLSCR3, 
Scotin, MCOLN1, Ask1, Raf1, CPNE4

peflin PEF1 ALG-2とヘテロ二量体形成，ユビキチン修飾 TRPN1, KLHL12

*略号は本文中における各PEFタンパク質の節を参照．
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ヒトでは12のメンバー（遺伝子ANXA1～ANXA13，ただ
しANXA12は欠番）が存在している．アネキシンA7およ
びA11は，アネキシンファミリーの中でも特徴的なN末
端側に長い（～180残基）制御領域を持っている．sorcin
はこの制御領域のN末端領域にCa2＋依存的に結合するが，

GYPPモチーフの繰り返しが重要と考えられている 58）．
sorcinはNa＋‒Ca2＋交換因子（NCX）59），リアノジン受容体
（RyR）60），筋小胞体Ca2＋-ATPase（SERCA）61），L型電位依
存性Ca2＋チャネル 62），プレセニリン263）やPolo様キナー
ゼ1（PLK1）54）などへの結合も報告されている．詳細な機

図3 ALG-2相互作用タンパク質
同定されたALG-2相互作用タンパク質の構造模式図．機能別に分類し，赤色はProに富んだ領域を表す．報告され
た結合領域を紫線で示す．いくつかの相互作用タンパク質は結合領域が明らかにされていない．
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図4 ALG-2結合モチーフとALG-2・結合ペプチド複合体構造
（A）3種類のALG-2結合モチーフ（ABM）と前後のアミノ酸配列．赤色文字はモチーフとして保存されたアミノ酸
残基を表す．（B）ALG-2とALIXペプチドとの複合体（PDB ID：2ZNE）および（C）ALG-2とSec31Aペプチドとの複
合体（PDB ID：3WXA）のそれぞれの立体構造．ペプチドをスティックモデルでPyMolにより表示する．左図は二
量体構造（カートゥーン表示とサーフェス表示），右図は単量体構造（サーフェス表示）における疎水性ポケット
の位置と結合ペプチドをそれぞれ矢印で示す．ポケット1（桃色），ポケット2（黄色），ポケット3（橙色）．文献
30および113を改変．
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構は不明であるが，sorcinは細胞内Ca2＋恒常性調節に関与
し，sorcinの発現を抑制すると血管内皮増殖因子（VEGF）
の発現を抑え，VEGF下流のシグナル応答が低下する 52）．
sorcinはグルコース応答性転写因子ChREBPのN末端領域
に結合し，細胞質に転写因子をとどめ，Ca2＋濃度が上昇
するとグルコースと結合したChREBPから離れることによ
り，核移行を制御している 64）．sorcinは in vitro結合解析で
EDTA存在下，Ca2＋存在下ともにALG-2との相互作用が報
告され，ALG-2のN末端領域が結合部位と推定されている
が 65），その生理的意義は不明である．

3） grancalcin
grancalcinは1992年に報告され，好中球や単球で発現
が高く，生理機能として白血球機能への関与が示唆され
た 66）．ノックアウトマウスは，目立った異常は認められ
なかったがエンドトキシンに対する生存率が少し上がり，
好中球の付着率が低下した 67, 68）．grancalcinは白血球特異
的アクチン結合タンパク質L-プラスチンとCa2＋非存在下
で結合し，Ca2＋存在下で解離するが，その生理機能との
関係は不明である 69）．N末端に sorcinより長いグリシンと
疎水性残基に富む領域（NLT）を持つ．このNLT領域は
Toll様受容体9（TLR9）と相互作用し，形質細胞様樹状細
胞においてNFκB経路を正に調節していると報告されてい
る 70）．grancalcinは sorcinと最も近縁のPEFタンパク質であ
り，両者のヘテロ二量体形成も報告されている 71）．sorcin
は脊椎動物に存在するがgrancalcinは哺乳類にしか見いだ
されていない．

4. プロリンに富んだ領域を持つALG-2相互作用因子

ALG-2と相互作用するタンパク質は，これまでに個々
の論文で25以上の因子について報告されており，PEFタ
ンパク質ファミリーの中でその数が最も多い 72）．約3分
の2はALG-2側からの探索によるものだが，約3分の1
は逆側からの探索による．ALG-2との相互作用解析は酵
母ツーハイブリッド法（YTH），グルタチオンS-トラン
スフェラーゼ（GST）融合タンパク質を用いたプルダウ
ン法，エピトープ付加タンパク質の共免疫沈降法，標識
ALG-2を用いたファーウェスタン，さらに組換えタンパク
質や合成ペプチドを用いて表面プラスモン共鳴（SPR）セ
ンサーや等温滴定熱量計（ITC）による解析も行われてい
る．ALG-2相互作用タンパク質は，プロリンに富んだ領域
（Pro-rich region：PRR）を持つタイプと，持たないタイプ
に分けられる（図3）．PRRは一般にX線結晶解析では構
造が決まらない柔軟な構造を持っており，タンパク質間相
互作用領域となっている．また，SH3ドメインやWWドメ
インが認識するモチーフにはプロリンが複数含まれ，PRR
中に存在する場合が多い 73, 74）．そしてALG-2結合モチー
フ（ALG-2-binding motif：ABM）がPRR中に存在するもの
も多く，筆者らは三つのタイプに分けている（図4A）72）．

5. ALG-2結合モチーフ1型（ABM-1）

1） ALIX
ALIX（ALG-2-interacting protein X，別名AIP1, PDCD6IP）

は，ALG-2の相互作用因子として1999年に最初に報告さ
れ，ALIXへの結合が細胞死と関連づけられた 75, 76）．しか
し，細胞死を誘導する詳細な分子機構は明らかとなってい
ない．ALIXのPRR中に存在する特徴的な配列（801-PPYP-
TYPGYPGY）がALG-2との結合に重要である 77）．この
ような配列はTubbyスーパーファミリーに属し，マウス
3T3-L1細胞の脂肪細胞分化誘導を負に調節するPLSCR3
（16-PPYPVTPGYPEP）78‒80）や選択的スプライシング制御
因子CHERP（565-PPYPHRFDYPQG）81）のALG-2結合部位
にも存在し，ALG-2結合モチーフ1型（ABM-1）はコンセ
ンサス配列PPYPXnP（X，任意アミノ酸残基，n＝4）を持
つ．
筆者らは，ALIXのALG-2結合領域合成ペプチドH-

QGPPYPTYPGYPGYSQ-OHとALG-2との複合体のX線結
晶構造解析を行い 30），PPYPが疎水性ポケット1に，YPが
疎水性ポケット2に入り込むことを示した（図4B）．ポ
ケット1の底面は二量体ALG-2分子中でそれぞれ対合し
ている相手分子の残基Y180によって形成される．Y180は
EF5に存在してALG-2ホモ二量体の対合形成に重要なクラ
スター残基の一つでもある 9）．したがってY180Aアミノ酸
置換変異体は，二量体形成ができずポケット1が不完全と
なるためALIXとの結合能が失われる 30, 82）．ALG-2の立体
構造をカルシウム結合型と非結合型とで比較すると，EF3
に続くループ内のR125の側鎖がCa2＋非存在下ではポケッ
ト1を塞ぎ，Ca2＋存在下ではポケット1を開放するスイッ
チとして働くことが判明した 30）．哺乳類の動物細胞中に
は2残基（G121F122）が欠損したアイソフォーム（ΔGF122）
がマイナー成分として存在するが 83），このアイソフォーム
はALIXと結合できない 78, 83）．G121F122の欠損は，選択的ス
プライシングにより6塩基上流のドナー部位が使われるた
めである 84）．このアイソフォームはEF3に続くループ主鎖
の欠損により，R125に相当するR123の側鎖がCa2＋存在下
でもポケット1を塞ぎ，また，ポケット1とポケット2の
壁の変形がALIX結合能喪失の原因と考えられる 85）．

2） ESCRTシステム
上皮細胞増殖因子（EGF）受容体など膜タンパク質は，
リガンドと結合するとエンドサイトーシスにより細胞内
に取り込まれエンドソームに運ばれる．そして，積荷は
ユビキチン化されるとこれが目印となり，さらにリソソー
ムへ運ばれて分解されるか，あるいはリサイクルされて細
胞膜表面に戻されるかの選別が行われる 86）．積荷がエン
ドソームの内部小胞に送り込まれるとシグナル伝達が終
結し，リソソーム分解経路に入る．このような内部小胞を
持つエンドソームは，多胞体（multivesicular body：MVB）
あるいは多胞性エンドソームと呼ばれている．MVB形成



198

生化学 第 91巻第 2号（2019）

には多数の因子から構成された複合体であるエンドソー
ム選別輸送複合体（endosomal sorting complex required for 
transport：ESCRT）が働く 87）．ユビキチン結合能を持つ
ESCRT-0複合体，ESCRT-I複合体とESCRT-II複合体が，受
容体を取り込んだエンドソーム膜に順次集積する（図5）．
そして，ESCRT-III複合体構成因子（charged multivesicular 
body protein 4, CHMP4A, B, Cアイソフォームが存在）の重
合により膜の変形を伴って内腔に出芽し，最後にAAA＋
型ATPaseであるVPS4の作用によりESCRTが解離し，膜
の切断が起こる．ESCRTシステムはMVB選別輸送だけ
でなく，膜被覆ウイルスの細胞膜からの出芽，細胞外膜
小胞の細胞膜からのシェディング，細胞質分裂における
最終切断，核膜再形成，神経突起除去，損傷膜の修復な
どにおいても働き，幅広く細胞機能に関与している．使
われるESCRTサブユニットや補助因子の種類は作動場所
で異なる 88‒90）．ABM-1コンセンサス配列とは完全には一
致しないが，類似配列がアネキシンA11，アネキシンA7, 
TSG101, HD-PTP, VPS37B, VPS37C, MISSLなど，その他の
ALG-2相互作用因子にも見いだされている 91‒96）．これらの
タンパク質のうち，TSG101とVPS37B/CはESCRT-I複合

体の構成因子であり，TSG101がユビキチン結合ドメイン
を持つ．ALIXとHD-PTPそしてBROX97）はともにBRO1
ドメインを持ちCHMP4と結合する 89, 94, 97‒101）．ALIXと
HD-PTPはESCRTシステムにおける重要な補助因子として
働いている 88‒90）．

3） 損傷膜修復におけるALG-2の役割
細胞膜が損傷を受けると，細胞外からのCa2＋流入が引

き金となって膜修復反応が起こるが，損傷の大小によっ
て修復の仕組みは異なる 102）．レーザー照射によって細胞
膜に小さな損傷を与えると，ALG-2, TSG101, ALIXを引
き寄せてESCRTシステムを作動させ，損傷部位を切り取
りながらシールするモデルが考えられている 103）．この場
合，ALG-2は損傷膜に早期に集積するため，損傷センサー
として働いている．初発段階に作用する因子（ESCRT-0）
は，必ずしもユビキチン化タンパク質認識因子である必
要はなく，どのような状況でESCRTシステムが作動す
るかの使い分けがなされている 90）．このため，ALG-2も
ESCRT-0の一つと呼ぶことが提案されている 103）．ALG-2
はCa2＋依存的に膜に結合しやすい性質を持つため 29），損

図5 ESCRTシステム
（A）ESCRT作用の概略図．赤枠はESCRT因子群の集積箇所．（B）膜変形と出芽のトポロジー．ESCRT-0, I, II, IIIサ
ブユニットが集積し，膜を変形する．重合したESCRT-IIIはVPS4によって解離する．（C）ALIXと直接相互作用す
る因子．BRO1ドメインでCHMP4（ESCRT-III主要サブユニット）と結合する．PRR（Pro-rich region）でTSG101
（ESCRT-Iサブユニット）およびALG-2と結合する．V字型の立体構造を持つVドメインは，相互作用因子の
LYPXnLモチーフを認識する．文献72を改変．
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傷部位に集積すると推察されるが，その詳細な分子機構は
不明である．また電気穿孔（エレクトロポレーション）や
ジギトニン処理によって細胞膜に損傷を与えると，ALG-2
遺伝子ノックアウトにより細胞の生存率が低下するが，逆
にALG-2過剰発現によって生存率が高まる 104）．そして
ALG-2結合ALIXペプチドを添加するとALG-2による保護
作用が抑制される．これは内在性ALIXとの競合によると
考えられ，損傷からの回復に対してALG-2やALIXが関与
していると推察される．一般に，オルガネラは損傷すると
オートファジーにより隔離され，リソソームと融合して分
解除去される 105）．リソソーム膜自身が損傷を受けた場合
にもオートファジーにより除去されるが（リソファジー），
損傷が小さい場合，リソファジーが起こる前にESCRTシ
ステムによって膜修復が行われる 106, 107）．この場合にもリ
ソソーム内のCa2＋漏出が損傷シグナルとなり，ALG-2が
ALIXやESCRTサブユニットとともに集積することが示さ
れている 106）．

6. ALG-2結合モチーフ2型（ABM-2）

1） Sec31A
小胞体からゴルジ体への小胞による積荷輸送の過程は，

多段階のメンブレントラフィック（膜交通）システムから
成り立つ 108）．小胞体出芽部位（ER exit site：ERES）と称
される特定部位で積荷が集積され，コートタンパク質複
合体 II型（coat protein complex II：COPII）小胞の出芽と離
脱，そして小胞体-ゴルジ体中間区画（ERGIC）を経てゴ

ルジ体への運搬が行われる（図6）．低分子量GTPase Sar1
の活性化が引き金となって，Sec23/Sec24複合体とSec13/
Sec31A複合体が順次ERESに動員され，それぞれモル比
1：1の多量体が籠状のCOPII小胞の内殻と外殻を形成す
る．ALG-2の細胞内分布を蛍光免疫染色法により顕微鏡
観察すると，核近傍に細かい斑点状にみられ，Ca2＋刺激に
より顕著になる．この斑点にはSec31Aや他のERESマー
カーも共局在する 109, 110）．筆者らは，ALG-2がSec31Aに
直接結合すること，そしてALIX型とは異なる新しいタ
イプのALG-2結合モチーフ（ABM-2）をSec31Aが持つこ
とを明らかにした 110, 111）．PLSCR3にもABM-2配列が存在
し 78），ABM-2がポケット3に結合することをシミュレー
ション解析により前もって予測していたが 112），Sec31Aの
ALG-2結合部位の合成ペプチドH-NPPPPGFIMHGN-OHと
ALG-2との複合体のX線結晶構造解析により 113），このこ
とを直接的に証明した（図4C）．この構造モデルによっ
て，Sec31Aとは結合しないALG-2変異体F85AがALIXと
結合すること，また，ALIXとは結合しないALG-2のアイ
ソフォーム（ΔGF122）や変異体Y180Aに対してSec31A
が結合することが矛盾なく説明できる 78, 113）．筆者らは
ABM-2を従来PXPGFとしていたが 84, 114），Sec31A結合部位
の詳細な変異体解析により [PΦ] PX[PΦ] G[FW]Ω（Φ：疎水
性アミノ酸残基，Ω：側鎖が大きなアミノ酸残基，X：任
意アミノ酸残基）と新たに定義した 113）．ただし，Sec31A
ペプチドは左巻きの II型ポリプロリンヘリックス（PPII 
helix）構造をとっており，Proの残基数が多いほど結合に
有利と推察される．PLSCR3のABM-2類似配列（PAPAPG-
FALFPSP）のΩ位はアラニンであり，強い結合のためには，
さらにC末端側の数残基の寄与が必要である．相互作用因
子の結合によってALG-2二量体が安定化するが，二量体
によって形成されるポケット1に結合するALIX（ABM-1）
ペプチドのみならずABM-2ペプチドにもその効果が示さ
れている 33）．

2） ALG-2による小胞体‒ゴルジ体間小胞輸送調節
COPII形成に関わる因子群の組換え体と細胞抽出液を

使って試験管内で出芽実験を行うと，ALG-2はCa2＋依存
的に出芽を抑制する 115）．また，リポソームを用いた結
合実験により，ALG-2のSec31Aへの結合が内殻のSec23
と外殻のSec31A/Sec13との結合を促進する．筆者らは
ALG-2をノックダウンすると，モデル積荷タンパク質で
ある水疱性口内炎ウイルスVSV tsO45株のGFP融合糖タ
ンパク質（tsO45-G-GFP）のゴルジ体への輸送が早まる
結果を得ており 116），ALG-2がERESからの出芽を遅らせ
ることと矛盾しない．興味深いことにアネキシンA11の
ノックダウンでも同様の結果が得られた．Sec31AがCa2＋

/ALG-2を介してアネキシンA11と結合することから，小
胞体膜上でアネキシンA11がCOPIIをとどめる働きがあ
ると考えられる 116）．小胞体‒ゴルジ体間の小胞輸送を行
うCOPII小胞の大きさは通常60～80 nmであるが，コラー

図6 小胞体‒ゴルジ体間小胞輸送模式図
ALG-2はCOPII小胞外殻構成因子のSec31AとCa2＋依存性リ
ン脂質結合タンパク質アネキシンA11のアダプター，および
MISSLと微小管結合タンパク質MAP1Bのアダプターとして積
荷の小胞輸送調節に働く．
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ゲン前駆体やカイロミクロンなど巨大分子を内包するた
めにはCOPII小胞を300～400 nmに拡張する仕組みが必要
となる 117, 118）．TANGO1はSH3ドメインを持ち，小胞体内
腔でコラーゲンVIIと結合する積荷受容体である．そし
て，TANGO1および構造的に類似した細胞質ドメインを持
つcTAGE5は複合体を形成し，それぞれのPRRがSec23/24
と結合し，COPII小胞の増大化を行ってコラーゲン分泌
を調節している 119, 120）．これら積荷受容体タンパク質の
PRR中に繰り返し存在するProProPro配列がSec23と結合
するため，二つのProProPro配列を持つSec31AがSec23に
結合すると，Sec23/Sec24コートからTANGO1/cTAGE5を
解離させSec31/Sec13が置き換わる 121）．Sec31Aに存在す
る二つのProProProのうち，一つはALG-2結合部位に含ま
れるが，前述したようにALG-2の存在はむしろSec31Aと
Sec23の結合を強める 115）．ERESでのCOPII小胞サイズや
輸送にはサブユニットやその相互作用因子群の翻訳後修飾
による調節も報告されており，詳しくは別の総説を参照さ
れたい 118）．

7. ALG-2結合モチーフ3型（ABM-3）

IST1はCHMPコアドメインを持ち，CHMPファミリー
に所属するESCRT-III関連タンパク質である 122）．分子内
に脊椎動物の間で保存されたMPの繰り返し配列を持ち
（ヒト，228-VPMPMPMPMP, V→VPMアイソフォームも
存在），IST1とALG-2のCa2＋依存的な結合のためにはこ
のMP繰り返し配列が必須である 123）．IST1は，ALG-2の
ΔGF122アイソフォームには結合しないが，Y180A変異
体には結合するため，ALIXとSec31Aの両方とも一部共
通した結合特性を示す．L52A変異体が結合しないとい
う結果を支持するドッキングシミューレーションモデル
では，MP配列がポケット3の一部に入り込む 123）．筆者
らはMP繰り返し配列を便宜上，ALG-2結合モチーフ3型
（ABM-3）と呼んでいる（図4A）．

8. ALG-2結合の補強

これまでに紹介したALG-2結合モチーフがプロリンを
複数含みPRR中に存在することは，モチーフを構造的に
柔軟な領域に位置づけることに寄与していると思われる．
しかし，天然変性領域予測 124）をすると，ABM-1, ABM-3
の場合には必ずしも高い天然変性スコアを示すわけでは
ない．ALG-2結合モチーフもしくは類似した配列を持っ
ていても単独での結合は弱い．PATL1, CHERP, VPS37B, 
VPS37CやMISSLのように結合モチーフが分子内に複数
存在することにより 81, 95, 96, 114），あるいはTrk-fused gene
（TFG）のように標的タンパク質がオリゴマー化すること
により 125），全体としてALG-2結合能を高めていると考え
られる．また，PLSCR3のABM-2様配列のように周辺のア
ミノ酸残基によって結合が補強される場合もある 113）．さ

らに，ABM-3様の配列はALIXにも存在し（815-MPMPM, 
ABM-1のC末端側に位置）（図4A），ALIXとALG-2の結
合親和性を高めていると思われる．

9. 核内ALG-2

特異抗体を用いた蛍光免疫染色によってALG-2の細胞
内分布を調べると，細胞質のみならず核内にも蛍光シグナ
ルが観察される．ALG-2は二量体でも計算分子量が44,000
で比較的小さなタンパク質であるため，核膜孔を自由拡散
で通過できると思われる．しかし，蛍光タンパク質融合
ALG-2を用いた場合でも核内に分散して検出され，小胞
体カルシウムポンプ（SERCA）阻害剤タプシガルジン処
理をして細胞質・核質Ca2＋濃度を上昇させると，細胞質
のみならず核内で斑点状に観察される 81）．これはALG-2
がCa2＋依存的に細胞質ではSec31Aと結合してERESに集
積し，そして核内ではCHERPと結合して核スペックルと
称される構造物に局在するためである 81）．CHERPはセリ
ン／アルギニンに富んだ領域を持ち，スプライシング調節
因子SRSFファミリーに類似した構造を持つ．そして，活
性型である高度リン酸化RNAポリメラーゼ IIに結合する．
CHERPおよびALG-2のノックダウンはイノシトール三リ
ン酸受容体1型（IP3R1） pre-mRNAの選択的スプライシン
グパターンを変化させるため，ALG-2は実際に核内でも
働いていると推察される 81）．また，細胞質RNA顆粒Pボ
ディの構成タンパク質であるPATL1にALG-2はCa2＋依存
的に結合する 114）．PATL1は核内と細胞質をシャトルして
核スペックルや他の核内構造物にも局在することが知られ
ており 126），ALG-2とRNA関連因子との関係は注目に値す
る．

10. PRRを持たないALG-2相互作用因子

特定のPRRを持たずALG-2と相互作用する因子は，タ
ンパク質リン酸化酵素などを含めいくつか報告されている
（図3）．しかし，詳細な結合部位が明らかにされているも
のは少なく，共通のモチーフとして類型化するには至って
いない．以下，部位特異的アミノ酸置換変異体を用いて相
互作用解析が行われ，結合部位もしくは重要残基が同定さ
れている三つのケースについて紹介する．

1） TRPML1
TRPML1（transient receptor potential mucolipin 1， 別 名

Mucolipin-1，遺伝子記号MCOLN1）は，後期エンドソー
ム，リソソームに局在する6回膜貫通型の陽イオンチャネ
ルとして働き，オルガネラ内腔に貯留されたCa2＋を細胞
質ゾルに放出し，膜輸送調節にも関与する 127）．TRPML1
の機能喪失変異は，神経疾患であるムコリピドーシス
IV型のリソソーム蓄積症を引き起こし，オルガネラ内
にはスフィンゴ脂質，ガングリオシド，糖タンパク質な
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どが蓄積する 128）．TRPML1のN末端側66残基の細胞質
ゾル領域がCa2＋依存的にALG-2と結合するが，この領
域に存在する酸性・塩基性・疎水性残基（ABH）クラス
ター（37-EEEDLRRRLKYFF）が結合に重要であり，44-
RLK/AAAや47-YFF/AAA変異体はALG-2との結合が消
失する 129）．蛍光タンパク質融合TRPML1を網膜色素上皮
ARPE-19細胞に過剰に発現させ，後期エンドソーム・リ
ソソームマーカー CD63（Lamp 3）との共局在率を調べ
ると，ABHクラスターの変異体で低下する現象が観察さ
れ，ALG-2結合部位がTRPML1の細胞内局在に影響を与
えることが示唆された．ALG-2の直接的影響については
解析されていないが，TRPML1を介したリソソームからの
Ca2＋放出がmTORC1のCa2＋依存的活性化に関わっている
との報告があり 130），リソソームを介したCa2＋シグナルと
ALG-2との関係が注目される．

2） HEBP2
HEBP2（別名SOUL）は網膜で発現し，肝で発現して

いるヘム結合タンパク質HEBP1と相同性を持つ因子とし
て発見されたものである 131）．マウスHEBP2は二量体であ
るが，ヘムと結合して六量体を形成するという報告があ
る 132）．しかし，ヒトHEBP2では実験的にヘムとの結合は
再現できないため，ヘム結合タンパク質としての生理機能
には疑問が残っている 133）．HEBP2の過剰発現はミトコン
ドリア膜透過性遷移孔（mitochondrial permeability transition 
pore：MPTP）を開き，過酸化水素刺激による細胞死を促
進する報告があるが，これはHEBP2がBH3（Bcl-2-homol-
ogy 3）ドメインを持ち，抗アポトーシス因子Bcl-xLと結
合することによると考えられている 134）．BH3ドメインを
含む合成ペプチド（HEBP2，アミノ酸残基番号147～172）

とBcl-xLの複合体のX線結晶解析結果は，BH3ドメイン
ペプチドがαヘリックスを形成して結合することを示し，
また，NMRやSPR解析によっても相互作用が確認され
た 133）．しかし，HEBP2タンパク質全体とBcl-xLの結合は
検出されなかった．HEBP2タンパク質中のBH3ドメイン
の一部はループを形成しており（図7），Bcl-xLとの結合の
ためには，疎水性相互作用部位である168-VFを含む部分
がループからαヘリックスをとる大きな構造変化が必要と
なる．このため生理的条件下でのHEBP2とBcl-xLの相互
作用は疑問視されている 133）．
最近，HEBP2とALG-2の相互作用について興味深い報
告がなされた 135）．モデル細胞実験系において，ALG-2の
ノックダウンはHIV-1の複製を増幅し，逆に過剰発現は
抑制した．HEBP2単独の過剰発現でもHIV-1の疑似粒子
産生を抑制するが，ALG-2との共発現で抑制の相乗効果
が観察された．ALIXやTSG101とは結合しないALG-2変
異体ΔGF122の過剰発現ではむしろ強い抑制が起こるた
め，ESCRTシステムとは異なるメカニズムでHIV-1産生を
抑制していると推測される．さらにHEBP2とALG-2との
複合体のX線結晶構造解析が行われ 135），HEBP2のF100は
ALG-2のポケット3に入り込み，HEBP2が持つBH3配列
および前後に位置する残基から形成される疎水性パッチ
は，ポケット3の外壁に位置するW57と相互作用すること
が示された（図7）．HEBP2自身はアポ型とALG-2結合型
との間で大きな構造変化はなく，HEBP2とALG-2の結合
様式は生理的条件下でも同じと考えられる．興味深いこと
にHEBP2二量体の結合によって，同じく二量体を形成し
ているALG-2各分子間の隙間の間隔が狭まる構造変化を
誘導する．ALG-2・HEBP2複合体形成が他のALG-2相互
作用因子との結合に対して，競合あるいは促進など対象分

図7 ALG-2とHEBP2の複合体の立体構造
ALG-2のポケット3および近傍にHEBP2が結合する（PDB ID：5GQQ，PyMolを用いてカートゥーン表示）．結合
領域の拡大図において，結合に重要なW57（ALG-2）およびF100（HEBP2）とその近傍の疎水性残基をスティック
モデルで表示し（ALG-2残基：青色，HEBP2残基：マゼンタ），ALG-2残基番号を黒色文字，HEBP2残基番号を赤
色文字で示す．HEBP2のBH3相同配列 134） （黄緑色，アミノ酸残基番号157～172）は，全体構造中ではヘリックス
およびループを形成する．
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子ごとに異なる効果の可能性があり，今後の研究が待たれ
る．マウスHEBP2（SOUL）とマウスALG-2の組換え体を
用い，ITCによるCa2＋依存的な相互作用解析が行われた結
果，Kd＝32.4 nMと算出され，生理的にも細胞内で十分に
複合体を形成すると推察される 136）．また，SOULのF100A
変異体はALG-2との結合が喪失するが，ポケット3内部の
疎水性残基を単独で変異させてもほとんど影響がなく，ポ
ケット3内部においてもABM-2の結合様式とは異なると
考えられる．

3） MAP1B
MISS（MAPK-interacting and spindle-stabilizing protein）

は，MAPK基質タンパク質であり，マウス卵母細胞の減
数分裂期においてERK2と相互作用し紡錘体を安定化す
る因子として発見された 137）．しかし，MISS遺伝子その
ものはラットやヒトには存在しないのに対して，MISSと
相同な遺伝子MISSL（遺伝子記号MAPK1IP1L）はマウス
とともにラットやヒトにも存在する．ところがMAPK結
合部位は欠如している．したがってMISS遺伝子の方がマ
ウスで特異的にMAPK結合部位を獲得して進化したと考
えられる．筆者らは，ALG-2相互作用タンパク質として
MISSLを同定したが，さらにMISSLと結合する因子を共
免疫沈降産物の質量分析により探索し，微小管結合タン
パク質MAP1Bを見いだした 96）．MISSLとMAP1Bの結合
はCa2＋キレート剤存在下では検出されず，また，Ca2＋が
存在してもALG-2ノックアウト細胞では検出されなかっ
た．ALG-2二量体がCa2＋存在下でMAP1BとMISSLにそ
れぞれ結合し，両者をつないでいると考えられる．マウ
スMAP1Bは2464アミノ酸残基からなる大きなタンパク
質であるが，ALG-2結合部位を詳細に解析した結果，36
残基（1813～1848）断片が結合に対して十分な領域であ
り，さらにアミノ酸置換変異体解析の結果，1825-PYGFR，
特にF1828が重要であることが判明した 138）．ALG-2の
ポケット1，ポケット3の変異体あるいはΔGF122アイソ
フォーム（ポケット2構造変化）のいずれとも結合が喪失
あるいは顕著に減弱した．したがって，ALG-2とMAP1B
の結合は，結晶構造上で結合様式が明らかにされている
ALIX, Sec31A, HEBP2とも様式が異なると思われる．

GFP-MISSLはCa2＋依存的に一部ERESへの局在化が観
察される．しかし蛍光免疫染色法による細胞内分布解析
で，MAP1BとALG-2の共局在部位とSec31AとALG-2の
共局在部位は分離して観察される 96）．恒常的に分泌型
アルカリホスファターゼ（secretory alkaline phosphatase：
SEAP）を発現するHeLa細胞を用いると，SEAPの分泌割
合はMISSLあるいはALG-2のノックダウンにより低下す
るが，両者を同時にノックダウンしても分泌割合の加算
的な低下は認められず，両者が複合体として同じ分泌経
路で働いていることを示唆する 96）．そして，MISSLある
いはALG-2のノックダウン効果はMAP1Bのノックダウ
ンによって消失する．この現象は微小管依存的小胞輸送

をMAP1Bが抑制的に調節するが，そのためにはMISSL・
ALG-2複合体のMAP1Bへの結合が関わっていると解釈
される．ALG-2のノックダウンが積荷輸送に与える影響
は，積荷分子間では異なって観察される．VSV-tsO45-G-
GFP輸送では促進し 116），SEAPとコラーゲン1前駆体輸送
では抑制する 96）．ALG-2はCOPII小胞間の融合を阻害する
が，Sec31AとALG-2との結合に必要なCa2＋の供給源は小
胞体に由来し，小胞体内のCa2＋濃度を下げるとALG-2依
存的COPII小胞間融合阻害が解除される 139）．また，VSV-
tsO45-G-GFP輸送はpeflinのノックダウンで促進されるが，
ALG-2との同時ノックダウンで促進が解除されるとの報
告がある 140）．これは，ALG-2による輸送促進的機能をpef-
linがALG-2を捕捉して無効にすると解釈されている．し
かし，ALG-2およびpeflinの小胞体-ゴルジ体間小胞輸送調
節の作用点は複数あり，ノックダウン実験でどの影響が大
きく出やすいかは，積荷や細胞の種類，アッセイ方法など
実験条件によって変わるため，解釈には注意を要する 141）．
ALG-2に相互作用する未同定の調節因子が重要な働きを
している可能性がある．

11. peflin相互作用因子

peflin（遺伝子記号PEF1）はALG-2に近縁な相同遺伝子
として1999年に発見され，N末端にはA/PPGGPYGGP配
列が9回繰り返した領域が存在する 142）．このため，PEF
ファミリーの中ではN末端非PEF領域が最も長い（図
1C）．通常，peflinはALG-2とのヘテロ二量体で存在し，
ホモ二量体は検出されない 25, 143）．しかし，界面活性剤を
含む細胞溶解液中でCa2＋濃度を高くするとpeflinはALG-2
から解離する 25）．アフリカツメガエルの一過性受容器電
位チャネルTRPN1とpeflinとの相互作用が報告されている
が 144），peflin単量体との結合か，ALG-2とのヘテロ二量体
との結合かは不明であり，その生理的意義もわかっていな
い．

Sec31AのE3リガーゼ複合体CUL3・KLHL12によるユ
ビキチン修飾（モノユビキチン化）がCOPII小胞増大化に
関わっているとの報告がある 145）．KLHL12はE3ユビキチ
ンリガーゼCUL3とユビキチン化基質であるSec31Aとの
間のアダプターとして働くが，このときpeflinとALG-2の
ヘテロ二量体がCa2＋依存的補助アダプターとして働く 146）．
peflinのGP繰り返し領域がKLHL12のKelchリピートに
結合し，KLHL12二量体のもう一つの分子が持つKelchリ
ピートとSec31Aの未同定部位が結合すると推測されてい
る．ALG-2の免疫沈降産物中のSec31AとKLHL12の量は
Ca2＋濃度依存的に増加するが，peflinの量は減少する．こ
れは，peflinはALG-2とヘテロ二量体を形成するがCa2＋存
在下では解離する性質 25）を持つためである．設定された
低Ca2＋濃度条件下（≦136 nM）ではpeflin・ALG-2ヘテロ
二量体が維持され，Ca2＋濃度が増加する（≧375 nM）と解
離する 146）．しかし，ユビキチン化されたpeflinはCa2＋が
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高濃度になってもALG-2との二量体形成を維持するため，
Sec31Aに結合するユビキチン化peflinの割合は増加すると
解釈されている．Sec31Aのモノユビキチン化部位は未同
定であり，翻訳後修飾がどのようにコラーゲン輸送調節に
関わっているのか，その詳細は不明である．

12. ALG-2のCa2＋依存性アダプター機能

ALG-2ホモ二量体は，各項目で述べたようにCa2＋依存
的に異なる分子と結合し，両者の橋渡しをする役割があ
る 84, 141）．同じALG-2結合モチーフ（ABM）を持つ場合
には，二量体ALG-2の各分子にそれぞれ結合すると考え
られる．たとえば，ともにABM-1を持つALIXとESCRT-
I複合体構成因子TSG101・VPS37との結合がその例であ
る 82, 95）．しかし，異なるABMを持つ因子間の橋渡しの場
合には，たとえば，Sec31A（ABM-2）とアネキシンA11
（ABM-1）では同一ALG-2分子内の異なる部位に結合する
のか，あるいは，二量体の別々の分子にそれぞれ結合する
のか，明らかとはなっていない．立体障害を考慮すると異
なるALG-2分子が使われる可能性が高い．しかし，表3に
示すように橋渡しをする相手には特異性があり，Sec31A
とALIXを橋渡しする活性は検出されていない 116）．相互作
用因子の結合によって同一ALG-2分子内の他の疎水性ポ
ケットに微妙な構造的変化をもたらし，特定の因子のみ結
合を許容し，他の因子の結合を排除すると考えると理解し
やすい．逆に因子Xが結合すると新たに因子Yの高親和性
結合部位が形成される可能性がある．アダプターとして
作用する標的分子の新規因子探索の戦略として，従来解析
されてきた一対一の相互作用ではなく，特定リガンド結合
条件下の工夫を施して実施するとよいかもしれない．ま
た，前節で紹介したようにALG-2・peflinヘテロ二量体は
CUL3・KLHL12複合体とSec31Aを連結させるアダプター
として働く 146）．ALG-2ホモ二量体およびALG-2・peflinヘ
テロ二量体は，結合部位の選択によって多様な相手を標的
としていると思われる．

13. 非典型的カルパインとESCRTとの接点

前述したように，組織普遍的に発現している典型的カ
ルパインはPEFドメインを持つが進化的にはむしろ新し
く，カビや酵母には存在しない 15）．一方，PEFドメインを
持たない非典型的カルパインサブファミリーの一つであ
るcalpain-7（CAPN7）のオーソログは，カビ（PalB）や酵
母（Rim13）にも存在する（表1）．PalB/Rim13は遺伝学的
研究が進み，アルカリ性環境適応時に作用する転写因子
（PacC/Rim101）を限定分解して活性化することが明らかに
されている 147, 148）．このときALIXホモログ（PalA/Rim20）
が基質と結合し，一方，PalB/Rim13はESCRT-III構成因子
と結合するため，ESCRTシステムを利用して膜上で基質
を分解する．pHセンサーは細胞膜上に存在するが，転写
因子の限定分解場所については，細胞膜直下の皮層ある
いはエンドソーム膜上のどちらが生理的条件下での作動場
所なのか，まだ議論の余地が残されている 147, 148）．PalBは
Vps24（CHMP3オーソログ），Rim13はSnf7（CHMP4オー
ソログ）というようにどのESCRT-III構成因子と結合する
かは，それぞれの生物種のcalpain-7オーソログ酵素によっ
て異なり，特異性が存在する．ヒトcalpain-7はN末端領域
に明確なmicrotubule-interacting and trafficking（MIT）ドメ
インを二つ持つ（図8）．筆者らはcalpain-7のMITドメイ
ンがMIT-interacting motif（MIM）を二つ持つ IST1やMIM

表3 ALG-2アダプターの標的因子

二量体構成
相互作用タンパク質 作用部位* 文献

分子1 分子2

ALG-2/ALG-2 ALIX TSG101 1 82
ALIX VPS37B/C 1 95
Sec31A アネキシンA11 2 116
TFG TFG 2 125
MISSL MAP1B 2 96

ALG-2/peflin Sec31A KLHL12 2 146

*1：ESCRTシステム，2：小胞体‒ゴルジ体間輸送制御．

図8 カルパインとALG-2との接点
ALG-2はESCRT-0の一つとも解釈され，ALIXおよびESCRT-I
サブユニットと結合し，さらにESCRT-IIIサブユニットの IST1
とも相互作用する．非典型的カルパインであるcalpain-7はN
末端のMITドメインを介してESCRT-IIIサブユニットC末端の
MIMモチーフと相互作用し，ESCRTシステムで働く．
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を一つ持つCHMP1Bなど他のESCRT-IIIタンパク質と相互
作用し，ESCRTタンパク質群によって活性化されること
を見いだした 149‒151）．さらに IST1はALG-2結合モチーフ
ABM-3を持ち，Ca2＋依存的にALG-2とも相互作用する．
calpain-7は，エンドサイトーシス経路・MVB経路におけ
るEGF受容体の下方制御に関わっており，calpain-7の発
現を抑制するとリガンド刺激後のEGF受容体の分解速度
が遅延する 152）．前述したように，ALIXはN末端のBRO1
ドメインを介してESCRT-IIIの主要サブユニットである
CHMP4（アイソフォームA/B/C）と結合する 98‒101）．カビ
のALIXホモログPalAは基質分子PacCが持つYPXLモチー
フを認識して結合する 153）．類似のモチーフLYPXnL（n＝
1あるいは3）は，ALIX分子の中央部に位置するVドメイ
ンの認識部位として使われ（図5C），細胞膜からのレトロ
ウイルス出芽制御に関わるGag後期ドメイン中に存在し，
この部位の変異体は出芽率が顕著に減少する 100, 101）．一方，
シンデカンはMVB内部小胞に取り込まれ，MVBが細胞膜
と融合して細胞外膜小胞（エクソソーム）の積荷として分
泌される．その細胞質アダプターであるシンテニンがN末
端領域にLYPX3Lモチーフを3か所持ち，ALIXとの結合が
シンデカンのMVB内部小胞への輸送へ重要な働きをして
いる 154）．また，Gタンパク質共役型受容体（GPCR）であ
るPAR1やP2Y1はVYPX3Lを持ち，ALIXと結合すること
によりユビキチン非依存性のMVB選別輸送調節を受けて
リソソームで分解される 155, 156）．calpain-7の生理的基質は
不明であるが，哺乳類においても基質認識にALIXやさら
にALG-2が関与しているかもしれない．

14. おわりに

典型的カルパインはPEFドメインを獲得することによ
り，その作用範囲をESCRT系からCa2＋シグナル系へ移し
たと解釈できる 157）．筆者らのPEFタンパク質研究はカル
パイン研究に端を発しているが，酵素活性を持たないPEF
ファミリーメンバー個々の機能解明は遅れていた．sorcin
とALG-2はその特異的相互作用因子群の同定が進み，い
ろいろな局面でPEFタンパク質が登場する報告が増えつつ
ある．生理的にはPEFタンパク質はいずれもCa2＋情報伝
達と連動して作用していると思われるが，さらなる今後の
研究展開を期待したい．
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