はじめに

基本的にmolecular biology of the cell の12,13章を読んでくれれば良いのでは。
それ以上のことをやった記憶がありませんので。プリントの図も全部そこからの抜粋です。
あ，あと話は殆どがタンパク輸送のことです。

名川さんの分

◎タンパクの輸送機構

1 gated transport

2 transmembrane transport

3 vesicular transport

peroxisome，plastids，mitochondria，nucleusに輸送されるタンパクはERを介さないってのが面白いですよね。
Sorting signalが無いものはcytosolに，あるものは各種細胞内小器官に運ばれるわけですが，sorting signalには①signal sequence(1次元情報)と②signal patch(2,3次元情報)の2種類があります。C末にあることもN末にあることも，内部に存在することも。
核移行シグナルはタンパクの内部に存在するが，内部に存在するということでこの配列は切り取られず，何度でも再利用される（核膜の再形成時，とか）ことが知られているようです。

○核輸送(gated transport)
核膜にはNPC(nuclear pore complex)が存在。(Nup：ヌクレオポリンから構成される。)

分子量40~60k以下のタンパクは自由拡散により核膜孔を通過できる。それ以上の大きさのタンパクは局在化シグナルを持つものだけが通過可能。

－核局在化シグナル

1 NLS(nuclear localization signal):核移行シグナル。塩基性アミノ酸のクラスター。
2 NES(nuclear export signal):核外輸送シグナル。Leu rich。
核局在化シグナルを持つタンパクが核内外へ輸送されるためには核内(外)搬入受容体(nuclear import/export receptor)が必要となる。
1 nuclear import receptor（importin）（Ex：importinβ）
2 nuclear export receptor（exportin）
※核移行受容体は基本的に核移行シグナルとヌクレオポリンの両方に結合するが，間にアダプタータンパク（Ex：importinα）の介在を必要とするものも存在する。また,核移行受容体と積荷となる基質タンパク，アダプタータンパクの3者の対応は1:1ではない。(例えば，importinβはタンパク表面の様々な部位を用いて，多数のアダプタータンパクとinteractionする。)
核移行受容体は輸送タンパクとして働く為には，Ranと呼ばれるタンパクが必要になる。一般に，核移行受容体がimportinとして働くかexportinとして働くかはRan-GTP結合時に基質と結合するか，基質と解離するかの違いによって決まる。Ran-GTPのGTPase活性を亢進させるGAP(GTPase-activating protein)(Ex:RanGAP,RanBP1)が細胞質ゾルに局在し，GDPからGTPへの交換反応を促進させるGEF(guanine exchanger factor)(Ex:RCC1)が核内に局在するためである。これによって,Ran-GTP結合フォームで基質を解離する輸送タンパクはimportinとして，Ran-GTP結合フォームで基質と結合する輸送タンパクはexportinとして働くことが分かる。
※molecular biology of the cell(4th)には，importinの細胞質から核への移行過程は「エネルギーを消費するはずであり,これは単量体GTPaseであるRanによるGTPの加水分解から得られる」と書いてあります。しかし,一方でPNE(Vol49 No.7 2004)を読んだ限り，Ran-GTPの加水分解やGDP→GTP交換反応は膜透過と共役関係にあるのではなく，あくまでRan-GTP結合時とRan-GDP結合時でimportinのconformationが変化しNupとの親和性が変化するために輸送が起こる，という風に書いてありました。多分PNEの方が正しいと思われます。
－タンパク核輸送の時間的調節

リン酸化，脱リン酸化を行うことでNLSを隠したり露出させたり，といった例がプリントでは紹介されています。

T cell activation → Ca2+↑ → dephosphorylation → NLS reveal → translocate to nucleus

という感じです。詳しくはプリント読むなり，自分で調べるなりしてみてください。重要なのはタンパクの修飾やconformation変化によって局在化シグナルを核移行受容体に認識させるタイミングを調節できる，ということだと思います。

･核ラミナのお話

これも基本的にはプリント参照で。

核ラミン(中間径フィラメントタンパク)がCDK(cyclin dependent kinase)によってリン酸化されると脱重合を起こし，核膜はばらばらになる。脱リン酸化されるとラミンがクロマチンに再結合し，核膜が再構成される。・・・そんな感じです。(適当)
○ミトコンドリア，（葉緑体）への輸送(membrane transport)
mitochondria DNA：ヒト ～16.6kb
tRNA ：22種類(一般の真核生物は約50種。)
(真核生物と比較して,UGA：stop→Trp　AGA,AGG：Arg→stop　AUA,AUU：Ile→Metに変わっている)

rRNA：2種類

－ミトコンドリアへの輸送シグナル

MTS(matrix-targeting signal)：タンパクのN末に存在。約20~50bp。一定間隔でArg，Lysが並びαへリックス形成時,片側に正電荷が並ぶようになっている。（反対側にはSer,Thrなどのヒドロキシ基表面を持つ。）（Tom20/22によって認識される。）
MSF(mitochondrial import stimulation factor)やPBF(presequence binding factor)がMTSを認識してmitochondria上の受容体へと運ぶ。Mitochondriaの外膜上にはTOM(translocase of the outer mitochondrial membrane)複合体が，内膜上にはTIM(translocase of the inner mitochondrial membrane)複合体が存在し，mitochondria

前駆体タンパクはTOM→TIMを通じてmitochondria内に輸送されたのち，MPP (mitochondrial processing peptidase)によってsignal peptideを切断され，成熟タンパクとなる。
以上がmitochondriaのmatrixへ輸送される経路の概略だが，マトリクス以外の区画に輸送されるときはまた別のいくつかの経路が存在する。
1 内膜上に輸送される場合

内膜上に分布するタンパクの輸送経路には大きく3種類ある。

1） N末端にMTS(Tom20/22によって認識される)とは別に疎水性輸送停止配列を持っているタンパクは，TIM複合体(Tim23/17チャネル)を抜ける際にこの配列部分で取り込みが停止する。輸送停止したタンパクはそのままTIM複合体のサブユニットの間を抜け，内膜上に出てそのまま内膜に係留される。(Ex:シトクロムオキシダーゼサブユニット(CoxVa))
2） OXA(cytochrome oxidase assembly)複合体が重要となる経路。(OXA複合体は内膜上に存在し，second signal sequenceとしてOXA輸送配列を持つタンパクを認識・輸送する。)MTSとは別にOXA輸送配列を持つタンパクは，一度matrix部分まで輸送され，MPPによってMTSが切断された後，OXA複合体や他の内膜タンパクとの相互作用により内膜に挿入される。(Ex:ATP合成酵素サブユニット9) (外膜，内膜輸送時に利用されるTOM,TIMのサブユニットは１)と同様。)
3） 複数回膜貫通タンパクに主に見られる。N末にMTSを持たない代わり，複数の内部輸送配列を持つ。この内部輸送配列はTom70に認識されてからTOM複合体を通過し，Tim9/10の誘導によってTIM複合体(Tim22/54)を通過する。(EX:ADP/ATP対向輸送体)
2 膜間腔に輸送される場合

①-1)と似ている。MTSとは別に膜間腔輸送配列をもつタンパクが，内膜に刺さった状態から膜間腔輸送配列部分を切断され，膜間腔に放出される経路。(Ex:シトクロムb2)

（内膜に刺さらずに，直接膜間腔に送られる経路も存在するが,こちらの機構についてはまだ詳しくわかっていない。）

3 外膜に輸送される場合

外膜部分で働く輸送阻止配列を持つ例としてミトコンドリアポリン(P70)の例が知られているが，まだあまり詳しい研究は進んでない模様。
※TOM，外膜透過，TIM，内膜透過の補足
TOM40複合体はTom40,Tom22,Tom5,Tom6,Tom7からなる複合体とこれらに弱く会合した受容体であるTom20,Tom70からなる。チャネルを構成する主要因子はTom40。外膜透過が起こる仕組みは，「MTSとTom40の親和性は細胞質側から膜間腔側に行くに従って高くなるため，MTSが幕間腔側に引き込まれていく」という話らしいです。
TIM複合体には，TIM22複合体とTIM23複合体が存在する。TIM23複合体はTim23,Tim17から成るコア，TOM40複合体からTIM23複合体へ前駆体の受け渡しを行うTim50，matrix側で前駆体を引っ張るHsp70（※細胞質Hsp70は，細胞質側タンパクのfoldingを防ぎ，ほどけた状態を保つ為に必要なシャペロン。mitochondria Hsp70はタンパクの取り込みに働く。その作用モデルには，「タンパクの取り込み自体がポリペプチドの熱運動によって起こり，Hsp70にはペプチドの後戻りを防ぐ働きしかないと考える熱ラチェットモデル」と「タンパクの取り込みはHsp70のATP加水分解に伴うconformation変化によって起こるという架橋ラチェットモデル」の２つが考えられている）とそのパートナーのMMCタンパク群からなる。膜内透過に必要なのは，このHsp70(+ATP)と内膜内外のH+電位差(300mV)があげられる。
※molecular cell biology(5th)の説明が分かりやすかったです。

－葉緑体への輸送シグナル

多分試験範囲外です。授業で扱ってませんし。でも一応簡単に乗せておきます。

葉緑体のチラコイド膜へ輸送されるタンパクには，「葉緑体への輸送のためのシグナル配列」と「チラコイドへの輸送のためのシグナル配列」の2つの配列が必要になる。チラコイド内腔内への輸送経路には(1)Sec経路(2)SRP様経路(3)Tat(⊿pH)経路(4)自発的に起こる組込みの少なくとも4つの経路が存在する。詳細に興味ある人はPNEとかに載ってるのでそちらの方をどうぞ。
○peroxisomeへの輸送
これも多分出ない気がしますが，一応授業では扱っていたので少しだけ。

Peroxisomeへのタンパクの輸送シグナル
PST1：C末に存在する「Ser-Lys-Leu」(SKL)配列。対応する搬入受容体はPex5
PST2：N末に存在する「Arg-Leu-XXXXX-His-Leu」配列。対応する搬入受容体はPex7
※Pex5,Pex7は共にPeroxinと呼ばれる水溶性搬入受容体の1種。

○小胞体への輸送

・ERの分離精製

細胞を破砕すると，ERはちぎれ,ミクロソームと呼ばれる直径100~200nmの小胞を形成する。元がsmooth ERなら小胞上にribosomeの乗っていないsmooth microsome，元がrough ERなら小胞上に多数のribosomeが乗ったrough microsomeが形成される。この二つは密度に差があるため,平衡沈降法によって両者を分離精製してやることが出来る。
－小胞体への輸送シグナル
小胞体シグナル配列(ER signal sequence)：小胞体へ移行されるタンパクに存在する疎水性配列。SRP(signal-recognition particle)によって識別される。
※SRP：6つのポリペプチドと１つのRNA(7SL RNA)からなる。←7slRNA?
SRPがシグナル配列に結合すると，(遊離)リボソームはその時点で翻訳を一時停止する。SRPはそのままERにリボソームを誘導すると，ER膜上に存在するSRP receptorに結合する。SRPとSRP receptorはリボソームとER膜上に存在する転送装置(Sec61複合体)を結合させると，シグナル配列から離れる。（この詳しいメカニズムは不明。）
※Sec61複合体：mammalではSecα，Secβ，Secγより成る。普段はBiPが小孔の蓋となっている。Sec61複合体は小孔部分だけではなく，側面部も開閉を行うことが出来る。この開閉機構が後述する膜タンパクの輸送に重要な役割を果たす。

Sec61複合体の孔は通常BiPと呼ばれるシャペロン(この分子に関する詳細は後述)によって蓋をされているが，この蓋はシグナル配列の情報を感知してconformationを変化させ，孔を開ける。この際ribosomeがSec61複合体と隙間を開けず結合しているため，この孔を通れるのはシグナル配列を持ったタンパクだけとなる。（この意味で，小胞体シグナル配列は輸送開始シグナルとしても働くことが分かる。また，複数膜貫通型タンパクの場合このシグナル配列が輸送開始として働くか輸送停止として働くかはシグナル配列によるのではなく，寧ろシグナルの場所(順番)によることが分かっている。）
SRPがシグナル配列から解離すると，翻訳が再開され,タンパクはシグナル配列を転送装置に残した状態で，Sec61複合体を通じてER内に輸送されていく。タンパクが完全にER内に輸送され終わると，転送装置に残されたシグナル配列はsignal peptidaseによって切断され，タンパクはER内に放出される。
以上が基本的なERへのタンパク輸送のプロセスである。

しかし，ERへ輸送されるタンパクは翻訳中に輸送されるものと翻訳後に輸送されるものが存在し，翻訳後に輸送されるタンパクはその輸送機構がeukaryoteとprokaryoteで多少異なることが分かっている。

1） eukaryote

Sec62,Sec63,Sec71,Sec72複合体(Sec61とタンパクのアダプター。また，小胞体内ではタンパクにBiPをリクルートする)がSec61複合体に付着している。タンパクの取り込みはATPの加水分解によって駆動されるBiPの結合・解離が原因で起こる。（mitochondria輸送時の熱ラチェットモデルによく似ている。）

2） prokaryote
SecA ATPaseがタンパクを転送装置にリクルートする。SecA ATPaseはATPの加水分解によりconformationを変化させ,ピストン様運動を行う。このピストン運動1回につき約20アミノ酸が小孔を通過する。

また，小胞体へ輸送されるタンパクには，今まで述べたように小胞体内腔に輸送されるタンパク以外に膜上に輸送されるタンパクがある。1回膜貫通タンパクだろうが7回膜貫通タンパクだろうが基本的な輸送システムはよく似ている。膜貫通タンパクは普通の水溶性タンパクと違い，輸送開始配列以外に輸送停止配列を持っている点が特徴的であり，その輸送開始配列と輸送停止配列がタンパク上にいくつ存在するかでそのタンパクが何回膜貫通タンパクになるのかが決定される。説明を簡単にするため，まず1回膜貫通タンパクを見てみる。一回膜貫通タンパクの場合，ER膜へのタンパクの輸送方法には大きく３つの方法がある。

1 ) N末に輸送開始配列が存在し，輸送停止配列が転送装置に認識された段階で輸送開始配列が切断を受ける場合。これによってN末端がER内，C末端が細胞質側に突き出た膜貫通タンパクが形成される。

2-1 ) タンパク内部に輸送開始配列が存在し，輸送開始配列中で正電荷を帯びている部分がN末端，負電荷を帯びている部分がC末端側に向いている場合。「輸送開始配列は正電荷の多い方の末端が細胞質側に，負電荷の多い方の末端がER内側に残るような向きで転送装置に結合する」というルールが存在するため，N末が細胞質側，C末がER内腔側に突き出た膜タンパクが形成される。
2-2 ) タンパク内部に輸送開始配列が存在し,輸送開始配列中で正電荷を帯びている部分がC末端，負電荷を帯びている部分がN末端側に向いている場合。上記のルールに従った結果,C末が細胞質側，N末がER内腔側に突き出た膜タンパクが形成される。また，2-1,2-2の場合共にシグナル配列は切断されない。(このような配列を特にシグナルアンカーと呼ぶこともある。)

複数回膜貫通タンパクの場合も事情は同様である。

複数回膜貫通タンパクの場合，転送装置に輸送停止配列が入り込むとタンパクの転送はそこで停止し，転送を止めたSec61複合体は側面のゲートを開くことでポリペプチドを膜内に放出する。輸送停止に伴ってリボソーム側で翻訳が再開されると，しばらくして新しい輸送開始配列をSRPが認識・結合する。この繰り返しで複数回膜貫通タンパクはER膜上に輸送される。N末が細胞質側を向くか，ER内腔側を向くかは1回膜貫通タンパクの時同様シグナル配列上の電荷分布によって決定される。
－輸送の終わったポリペプチド鎖のfolding

こうして輸送の終わったタンパクはER内部でfoldingされることになる。この際に重要な役割を担うのがBiPとPDIである。BiP(Binding protein)はタンパクの凝集を防ぐと共にATPを使ってfoldingの手伝いを行う。一方のPDI(protein disulfide isomerase)はCysのSH基(スルフヒドリル基)を酸化してジスルフィド結合を作ることが知られている。(小胞体内腔は細胞外環境と同様に酸化的環境なので，ジスルフィド結合を形成することが出来る。)
－小胞体におけるタンパクへの糖付加

詳しくは生体高分子学のノートでも見てください。（受講していない人は言ってくれれば，糖タンパク糖鎖の生合成についてのレポートあげますのでそっち見てください。）

まぁ，でも一応簡単に。

タンパクへの糖付加にはO-結合型とN-結合型の2種類があるが（オリゴ糖がOH基に付くか,NH2基に付くかの違い），ER上で起こるのはO-結のタイプのみである。（N-結合型はゴルジ体）N-結合型糖タンパクの合成は大きく4stepからなる。
1) 糖結合ドリコール中間体の合成

2) 糖結合ドリコール中間体のペプチド(のAsn残基への)への転移

3) 糖鎖のprocessing

4) 各種糖の付加

4)についてはゴルジ体で行われる反応になるので，ここでは割愛します。
1)の説明：基本的にはFigure12-53の通り。ドリコールと呼ばれるER膜上の脂質分子にリン酸2個とGlcNAc2分子，Man5分子がこの順に転移された後フリップが起こり，今度はER内腔側で更にMan4分子とGlc3分子が転移される。こうして糖結合ドリコール中間体が形成される。(ER内腔側での反応で用いられるManやGlcは，細胞質側でドリコールに転移したものがフリップしてER内腔側に向いたものである。)
2)の説明：こうして完成したドリコール中間体はen bloc(ひとかたまりで)タンパクのAsn-X-(Thr/Ser)配列のAsn残基に転移する。プリントではFigure12-51,52
3)の説明：こうして出来た糖タンパク前駆体はまず2分子のGlcを外される。このとき，この糖タンパクが正しくfoldingされていれば，3分子目のGlcが外れ，タンパクは更なるトリミングを受けた後小胞体から脱出する。一方で不完全なfoldingのタンパクはこの3分子目のGlcが外れず，代わりにこのGlcを認識してcalnexinが結合する。CalnexinはER膜上のタンパクであり，これによって不完全なfoldingのタンパクは正しいconformationを取るまで膜上にtrapされ続けることになる。(calnexinの可溶性相同体であるcalreticulinも同じような働きをする。また，両者が働く為にはPDIの一種であるERp57が必要になる。)
（Figure12-54がこの辺りの説明に該当。）同時にBiPがタンパクの搬出シグナルを覆い隠すという報告もある。
上記のチェック機構に引っかかり，その後も正しく折り畳まれなかったタンパクがERからcytosolに輸送され，分解される。この輸送はdislocationと呼ばれるが，この過程でもSec61が輸送体として働く。（ただし，脱出補助タンパクの働きを必要とする。）
こうしてcytosolに輸送されたタンパクはN－グリカナーゼによってオリゴ糖を除去された後,ユビキチン化を受け，速やかにプロテアソーム系で分解される。

アンカーやリン脂質の生合成の話は，プリントに載っていないので割愛します。
○小胞輸送(vesicular transport)
被服小胞(coated vesicle)の種類

1 clathrin被服小胞（主にgolgi⇔late endosome）
2 COPI(coat protein I)被服小胞(主にgolgi→ER,golgi)
3 COPII被服小胞(主にER→golgi)
※行き先，積荷タンパクの種類，膜タンパクの濃縮法，かご分子の形成方法などが異なる。

①clathrin被服小胞
主要タンパクはclathrin。Clathrinは重鎖ポリペプチド3本，軽鎖ポリペプチド3本が組み合わさってトリスケリオン構造をなしたタンパクである。このclathrin-triskelionが複数組み合わさることによりサッカーボール状の構造が形成される。
Clathrinの会合にはGTP結合タンパクであるARF(Arf1：ADP-ribosylation factor 1)が必要となると言われている。
(clathrin,COPIの会合にはARF，COPIIの会合にはSAR(Sar1：secretion-associated and Ras-related protein 1)が必要になる。)
Arf1は普段はcytosol中に存在するGAPの影響でArf1-GDPの形になっている。しかし，ER膜上に存在するGEFに接触し，GDP→GTPへの交換が起こると，Arf1はconformationを変化させ，疎水性の尾部を露出する。Arf1-GTPは，その疎水性尾部でER膜に結合し，被覆タンパク(この場合はclathrin)が集合する足場を提供する。これはCOPI，COPIIの場合も同様である。（というよりも寧ろ，この辺りの研究はCOPIやCOPIIで行われており，clathrinでも同様だと考えられている。）こうして集合してきたclathrin殻の内側にはアダプタータンパク(Ex:AP1,AP2(adaptor protein 2))が結合しており，これが被覆タンパクとcargo receptorの橋渡しとなる。（cargo receptorとは積荷(cargo)となる水溶性分子を結合した膜タンパク）こうして，積荷を取り込み，出芽の準備を整えていった小胞は，dynaminと呼ばれるGTPaseによって膜から切り離される。Dynaminは小胞の根元を囲むように集合して輪を作り，小胞と膜を切り離す。この切り離しの作用機構には，リングが狭窄することで捻り切るpinchase/popaseモデルと，dynaminが分子スイッチとなり下流のエフェクター分子を活性化するというモデルの2つが考えられている。こうして，小胞はcytosolに遊離した後，被覆を除く。この被覆の消失は，Arf1-GTP→Arf1-GDPへの変換による。(Arf1のGTP加水分解はGTP結合時から一定の速度で徐々に起こっている，と考えられている。)また，被覆の脱離にはHsp70と，そのATPase活性を助ける為に，TypeIII HSP40に属するauxillinが必要になると考えられている。←HSP70の作用機構が不思議ちゃん
輸送小胞が融合相手となる膜を正しく認識できるのは，SNAREタンパク(SNARE：soluble NSF attachment protein receptor)とRabタンパクによるところが大きい。RabタンパクはARFやSARと同様GTPaseであり，GDP結合型はcytosol中を遊離しており，膜上のGEFによってGTP結合型に変化すると疎水性尾部を露出して小胞膜上に突き刺さることが分かっている。こうして輸送小胞上に刺さったRab-GTPは標的区画の膜上に存在するRabエフェクターと結合し，輸送小胞の接合を助ける。（※Rab-GDPは通常cytosol中でGDI(GDP解離阻害体)と結合しており，Rabが供与膜上の適当なタンパクと結合するまで，GDP→GTP交代反応が起こらないように制御している。）こうして，標的区画に近接した輸送小胞は，次にSNAREタンパクを利用して，標的区画膜との融合を果たす。
SNAREには小胞膜に存在するv-SNARE(v=vesicle)(成分はVAMP(vesicle associated membrane protein)ファミリー(synaptobrevinファミリーとも呼ばれる))と，標的膜上にあるt-SNARE(t=target)(成分はsyntaxin,Snap-25 (synaptosomal-associated protein 25)ファミリー)の2種類がある。このt-SNAREとv-SNAREがhelix domainで相補対を形成し，安定なtrans-SNARE complexを形成する。動物細胞にはSNAREタンパクが20種類以上存在し,このSNAREの結合特異性が輸送の特異性を定めていると考えられている。SNARE複合体が形成されると，両者のhelix domainが互いにまきつき巻き上げ機のように働くことで膜面を引き寄せ，膜融合が起こるらしい。←駆動力はヘリックスガまきつく時に遊離されるエネルギー,とか書いてあるけどよく分からん。
膜融合が起こり，小胞中の物質が標的区画に分泌されると，後には標的膜上にtrans-SNARE complexが残る。この寄り合わせコイルをほどき，複合体を解離させるのがNSF(NEM-sensitive fusion protein)と呼ばれるATPaseである。

※[image: image1.png]CHaCHs



NEM：N-ethylmaleimide 
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NSFが働く為には更にSNAP(soluble NSF attachment protein)が必要にある。これは，NSFの膜への結合を助ける働きがあるという。
○ウイルスの融合タンパクとSNAREの関係については省略。

○ゴルジ体に関連した輸送
・ER→golgi，golgi→ERへの輸送

ER→golgiへの輸送は，COPII輸送小胞によって行われる。COPII輸送小胞に取り込まれるタンパクには，搬出シグナルが存在するが,その実態はまだよく分かっていない。(ただし，例として水溶性タンパクのC末に存在するDXE(Asp-X-Glu)配列が知られている。)ERから出芽したCOPII被覆小胞は，被覆が外れると小胞同士で同型融合を行う。その結果形成される構造体を小胞小管クラスターと呼ぶ。小胞小管クラスターは微小環上のモータータンパクによって捕らえられ，ゴルジ体へと輸送されていく。小胞小管クラスターからは，絶えずCOPI被覆小胞によERへの逆行輸送が行われている。(golgi→ERへの輸送もCOPI被覆小胞による。)

回収されるタンパクにはER retrieval signalが存在することが多い。このシグナルとして知られている例が，膜タンパクのC末にあるKKXX(Lys-Lys-X-X)配列と，水溶性タンパクのC末にあるKDEL(Lys-Asp-Glu-Leu)配列である。タンパクのKDEL配列はKDEL receptorと結合することで選択的に小胞に取り込まれるため，COPII小胞に取り込まれたKDELタンパクを回収するためには，KDEL receptorとKDELタンパクの親和性がCOPII小胞内とER内で変化する必要がある。（ER内では親和性が低く，COPI,COPII内では親和性が高い必要がある。）この親和性の変化は，ERとCOP内でのpHの違いによって達成される。
しかし，KDELやKKXXといった配列を持たないタンパクも，通常の分泌タンパクと比較して，その分泌速度は非常に遅いため，回収配列以外にタンパクをER内にとどめようとする機構があると思われる。一つにはER内で働くタンパクが，小胞内に取り込めないほどの複合体を形成しているのではないか，という可能性が考えられる。また，膜貫通領域の長さによって膜タンパクの局在が変化するという報告もある。
・ゴルジ体の構造

ER側から見て,シスゴルジ網(cis Golgi network)→シス嚢(cis cisterna)→中間嚢(medial cisterna)→トランス嚢(trans cisterna)→トランスゴルジ網(trans Golgi network)の5分画に分けて考えられることが多い。核膜分画には異なる酵素がある程度局在しており，これによって後に述べる糖付加のような連続的な反応を制御していると考えられている。ゴルジ体の構成とタンパク輸送を説明するモデルとして，(A)小胞輸送モデル(vesicular transport model)(B)嚢成熟モデル(cisternal maturation  model)の二つが提唱されている。Vesicular transport modelでは，Golgi cisternaは不動であり，それぞれの区画が特定の酵素を含むと考えられている。一方のcisternal maturation modelではcisternaが層板間を外側に移行しながら成熟していくと考えられている。この場合，格cisternaに含まれる酵素はCOPI被覆小胞により，前の区画へと輸送されるものとする。現在ではBのモデルが支持されている。
－ゴルジ体におけるオリゴ糖加工

プリントのFigure13-26とか生体高分子化学IIのノートでも見てください。ER上で合成されたN-結合型糖タンパクへの更なる糖付加，O-結合型糖タンパクの合成が主な役割です。詳しいステップは省略します。

後重要なのは，この過程でM-6-P構造の糖鎖を持ったタンパクはlysosomeに運ばれることでしょうか。
○リソソームへの輸送
意外と詳しく取り上げているようなので多少解説を。

今更言うまでも無いと思いますが，lysosomeは加水分解酵素を大量に含む小器官です。内部のpHは，酵素活性を高めるためにlysosome外に比べて低くなっています。(外：約7.2　中：役5.0)pH調節は膜上にあるH+ATPaseが行っています。ちなみにlysosome膜の膜タンパクには内向きに大量の糖鎖がついており，これによって自身の加水分解酵素による膜の分解を防いでいます。

・Lysosomeへの3つの輸送経路
1 endocytosisにより細胞内へ→early endosome→late endosome(ここでhydrolaseと出会う)→成熟lysosome
2 消化の対象である小器官を由来不明の膜が包み込み自食胞(autophagosome)を形成→lysosome or late endosomeと融合。

3 macrophageや好中球の食作用(phagocytosis)により食胞(phagosome)が形成→lysosome or late endosomeと融合。

・lysosomeにhydrolaseを輸送する仕組

上でも少し述べたが,標識となるのはM6P構造。シスゴルジ網でM6Pが付加されたタンパクのみ，トランスゴルジ網でM６P receptor proteinにトラップされる。このreceptorは幕の内腔側でhydrolaseと，外側でadaptinと結合するため，クラスリン被覆小胞によってlate endosomeへと送られる。(M6P receptorとhydrolaseの解離はpH変化によって行われ，hydrolaseと解離したM6P receptorは回収・再利用される。また,解離したhydrolaseからはリン酸基が外される。)
ちなみにM6P付加酵素がhydrolaseを認識するシグナルはsignal patch。Pの供給源はUDP-GlcNAc。
反応はGlcNAc phosphotransferaseによる糖転移とphosphodiesterglycosidaseによるGlcNAcの除去，の2stepで行われる。
・リソソーム分泌については省略。

・endocytosisについてもプリントに載ってないので省略。
・・・でも心配性の人の為に一応見出しだけ。

・endocytosis：食作用＋飲作用

食作用：macrophage，好中球，樹状細胞による。Fc receptorや各種オリゴ糖，ホスファチジルセリンによる識別。

飲作用：液相endocytosis（clathrin被覆小胞ピットの陥入→clathrin被覆小胞）
　　　　カベオラ(カベオリン)。脂質ラフトより出芽。

　　　　受容体介在型endocytosis（Ex:コレステロール。LDL）

endocytosisによって細胞内に取り込まれたタンパクの運命
1 回収･再利用(Ex:LDL受容体，TfR)

2 transcytosis(Ex:Fc receptor)

3 分解

EGF receptorのように分解にまわされる膜タンパクは，その細胞質側を分解するためにlysosome上で膜の陥入が生じる。

○exocytosis

・構成性分泌経路(constitutive secretory pathway)

あらゆる細胞に備わっている。シグナルが必要とされないためdefault経路とも呼ばれる。膜タンパクや膜脂質の供給もこの経路を介して行われる。ただし，極性を持った細胞ではapical部に送るかbasolateral部に送るかの選択を行わなければならないので，何らかのシグナルを介していると考えられている。
・調節性分泌経路(regulated secretory pathway)
分泌細胞にのみ備わる経路。特定のシグナルが必要。（選別シグナルは恐らくシグナルパッチと思われるが詳細は不明。分泌タンパクをvesicleに取り込む仕組みも分かっていない模様。）トランスゴルジ網で選別されたタンパクが一度分泌小胞(secretory vesicle)で濃縮・貯蔵された後，hormoneやneurotransmitterによる刺激を受けて細胞外に分泌される。ただし，出芽したばかりのvesicleは分泌タンパク会合体をゆるく取り囲んでいるだけ(immature secretory vesicle)であり，成熟化を必要とする。
－immature secretory vesicleの成熟化
1） 分泌タンパクの濃縮(×200～400)

濃縮が起こる理由

1 immature secretory cellからはclathrin小胞により膜や余計な内容物が次々と回収される。

2 膜の回収によりH+ATPaseの密度が高くなり，小胞内のpHが低下する。これにより，分泌タンパクの会合が促進される。

2） 分泌タンパクの加工
分泌タンパクの多くはN末にpro-peptideを持ち，これが切断されることで成熟型の分泌タンパクとなる。普通これらのタンパクはpre-pro-proteinとして合成される。(pre-peptide＝小胞体へのシグナルペプチド)

また，始め1つのペプチド分子の中に複数のペプチド性シグナル分子を含む，polyproteinの形で合成されることもある。この場合，proteinaseによって複数種類の最終産物が切出されることで，それぞれのシグナル分子が機能を持つようになる。(同一のpolyproteinが細胞の種類によって異なる切られ方をされ，異なるペプチドを生じることもある。Ex:プロピオメラノコルチンは,下垂体前葉ではコルチコトロピン(ACTH)＋β－リポトロピンに分けられる一方で，下垂体中葉ではα－メラノサイト刺激ホルモン(α－MSH)，γ－リポトロピン，βMSH，βエンドロフィンに分けられる。これは細胞ごとに加工用の酵素濃度が異なるためと考えられる。)

このように，secretory vesicle内でのタンパク加工が多いのは

1 非常に短いペプチド(Ex:エンケファリン)には，輸送シグナルを別につけてやらなければならない

2 細胞内で活性を持つと有害なタンパク(Ex:各種hydrolase)の活性化を遅らせてやる

ためだと思われている。

この後は範囲外のような気もしますが一応，念のため。
調節性分泌に関わる分泌小胞はシグナルを受け取るまで細胞膜付近で待機する。シグナルは遊離Ca2+濃度の上昇であることが多い。(分泌小胞が細胞膜付近で待機している時点で,既にt-SNAREとv-SNAREは部分的に対形成をしているが，何らかのタンパクがへリックスバンドルの形成を阻害している。Ca2+はそのブレーキを外す役割を持っているのではないかといわれている。)
また，調節性分泌は細胞膜の限局された範囲でのみ起こすことが可能である。(細胞膜全体から分泌されるわけではない。)

（Ex:マスト細胞からのヒスタミン放出。リンパ球のアポトーシス誘導因子分泌。）

・GPIアンカー

生体高分子化学を（以下略

・シナプス小胞は，大部分がendosomeを経由せずにendocytosis小胞から直接形成される。（分泌タンパクは小胞膜に存在する運搬体タンパクによって直接小胞内に取り込まれる。）
あとがき

UP遅れました。分量多くなりました。ごめんなさい。

後，正直疲れました。ぷしゅー。

文責　加藤英明
