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研究成果の概要（和文）：AE1変異体R664X AE1の小胞体関連分解(ERAD)は、Ub化に非依存性で細胞質への逆行輸送なし
にER膜上で生じる。偽ロンボイドDerlinsに焦点を充てて、異なる細胞内動態を示すR664X、R845X、ΔCD各変異体の分
解におけるその役割を解析した。Derlin-1,2、それらのキメラはいずれもR664X AE1と相互作用し、またDerlin-1,2の
発現阻害はR664X AE1の分解を抑制した。R845X、ΔCDもR664Xと同様にDerlinsの発現抑制でその分解は阻害された。こ
れらの結果から、Derlinsは逆行輸送の違いを超えて膜蛋白質のERADに関与することが示された。

研究成果の概要（英文）：The ER-associated degradation (ERAD) of R664X AE1 is characteristic because it 
occurs in the ER membrane in a Ub-independent manner. The roles of pseudo-rhomboid proteins, Derlin-1 and 
-2 in the ERAD of mutant membrane proteins were investigated in the cells expressing R664X, R845X, and 
ΔCD mutants. Derlins 1 and 2 and their chimeric proteins associated with R664X AE1 and reduction of 
Derlins caused significant decreases in the contents of R664X AE1.Although R664X or R845X and ΔCD showed 
remarkable difference in the intracellular distribution resembling their distinct retrotranslocation, 
breakdown of these mutants were reduced when the expression of Derlins was inhibited. These findings 
demonstrate that Derlins play key roles in the ERAD of membrane proteins despite of the difference in 
retrotranslocation from the ER of the substrates.

研究分野：分子医学

キーワード： 小胞体関連分解　膜蛋白質　遺伝性疾患　小胞体品質管理
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１．研究開始当初の背景 
 小胞体(ER)における品質管理(ERQC)と蛋
白質分解(ERAD)は、細胞内蛋白質の動態調節
と恒常性維持に不可欠な役割を果たしてい
る。ERQC/ERAD は、不良品分子の除去はもち
ろん、余剰な分子の除去、抗原提示、コレス
テロール合成、代謝エネルギー確保のための
蛋白質分解、転写制御等に積極的に活用され、
細胞内蛋白質の動態調節と恒常性維持に必
須の役割を果たす。したがって、その異常は
様々な疾患の原因となり、疾患原因解明、治
療・予防法開発に向けて、ERQC/ERAD の役割
と仕組みの解明が世界中で精力的に行われ
ている。既にアルツハイマー病、パーキンソ
ン病、ALS、嚢胞性線維症(CF)、アンチトリ
プシン病、糖尿病、免疫異常、癌等、多くの
疾患への関与が知られるとともに、プロテア
ソーム阻害剤の抗癌剤や免疫抑制剤として
の利用など、ERQC/ERAD 研究の必然性は益々
高まっている。 
 酵母の Ste6*やヒト CF 原因遺伝子産物
ΔF508-CFTR を対象とした膜内在性・貫通性
蛋白質の ERQC/ERAD の研究から、これら膜内
在性蛋白質がいずれも１）Ub 依存性に分解さ
れること、２）ER から一度丸ごとのポリペプ
チドとして放出されてから26Sプロテアソー
ムによる分解を受けること(基質認識と逆行
輸送は全く別の過程である)、さらに３）プ
ロテアソーム機能が低下すると細胞質に不
溶性凝集体 aggresome を形成すること、とい
う共通する特徴が明らかにされている。とこ
ろが、申請者らは、変異バンド 3分子＝R664X 
AE1（牛球状赤血球症の原因遺伝子異常産物）
のプロテアソーム分解は、Ub 化に非依存性で、
細胞質への丸ごとの放出は認められず、
aggresome の形成も生じないものであること
を示した。つまり、R664X AE1 のプロテアソ
ーム分解は、Ub シグナル無しに ER 膜上で生
じ、その認識と逆行輸送は同一の過程である
ことが示された。また、R664X AE1 と
ΔF508-CFTR を共在させると、両者の結合に
よりR664Xの動態が変化して細胞質に移動し
aggresome を形成するようになる。これらの
知見は、両者の ERAD の機序が異なることを
明示するものであった。 
 そこで、R664X AE1 と相互作用する分子を
プルダウン法で集めて FT-MS/MS で解析した
ところ、BiP、HSP70、p97 に加え、ダーリン
-1 (Derlin-1) と そ の パ ラ ロ グ で あ る
Derlin-2 や CLPTM1、KIAA0090 等の機能未知
蛋白質が同定された。Derlin-1 は、抗原提示
に関わる ER 膜内在性蛋白質であり、活性中
心を失った”偽”rhomboid プロテアーゼ（γ
-セクレターゼと同様の膜内在性プロテアー
ゼ）であり、その膜内在ドメインで CFTR と、
また C末端部分で p97と結合して逆行輸送を
促進することが、ちょうど報告された。また、
我々と同様に、Ub 非依存性なポリトーピック
蛋白質のERQC/ERADに関するデータが蓄積さ
れていた。 

２．研究の目的 
 変異型 AE1 アニオン輸送体（R664X AE1）
の Ub 非依存性プロテアソーム分解に関する
知見をもとに、偽ロンボイドプロテアーゼで
あることが判明した ER 膜蛋白質 Derlins の
役割に焦点をあて基質膜蛋白質の認識と ER
から細胞質プロテアソームへの受け渡しの
メカニズムを解明することを目的とする。具
体的には、 
１）R664X AE1 の Derlin-1、Derlin-2 に対す
る選択性とその分子機序、ER から細胞質側へ
の逆行輸送の仕組みを明らかにすること、 
２）R664X AE1 ポリペプチド全体が細胞質に
輸送されることなく、逆行輸送と同時に ER
膜上でプロテアソームによる分解が進行す
ること、ならびに、 
３）このプロセスが新しい ERQC/ERAD 経路と
して普遍的であることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 培養細胞発現系（HEK 細胞）を用い、基質
−Derlins−プロテアソーム複合体についてプ
ルダウン法と LC-MS/MS 解析により ERにおけ
る基質認識・逆行輸送の選択性に関わる分子
群を同定した。そこで AE1 の ERAD における
役割が示唆されたDerlin-1,2に焦点を充て、
変異体 Derlins を導入した細胞や siRNA 法に
より Derlins 発現を抑制した細胞を用いて、
Derlins の R664X AE1 分解における役割、選
択的相互作用の解析、他の ER 分子との相互
作用の解析を行った。 
 また、数種の AE1 構造変異体を作製し、上
記と同様の解析を行って、基質側構造の違い
による ERAD の仕組みの変化を検討した。 
 
４．研究成果 
１．R664X AE1 を発現させた HEK 細胞を用い
て、プルダウン法／LC-MS/MS 法により、これ
と相互作用する ER 関連分子として p97/VCP、
Derlin-1、Derlin-2、calnexin、FIT、CLPTM
１等を同定した。 
 これらのうち、まず Derlin-1 と Derlin-2
に焦点を充て、ER からの逆行輸送に関与する
とされる p97/VCP とこれら Derlins の相互作
用を解析した。その結果、SHP ボックスをも
つ Derlin-1 の C 末端細胞質領域と結合する
一方、Derlin-2 のそれとの結合は全く認めら
れず、Derlin-１と Derlin-2 の作用機構が本
質的に異なることが示唆された。同時に、
Derlin-1 と Derlin-2 の膜内在性領域／C 末
端領域を組み換えたキメラ蛋白質 Der1/2 と
Der2/1 を作製し、これらと R664X AE1 ととも
に HEK 細胞に発現させたところ、いずれの
Derlin とも R664X AE1 との免疫共沈が認めら
れ、これらの相互作用が示された。 
 
２．siRNA を用いて Derlins-1、あるいは
Derlin-2 の発現を抑制したところ、いずれの
場合も、R664X AE1 の細胞内含量は増加し、
R664X AE1 のプロテアソーム分解が抑制され 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Derlin-1,2 の発現抑制による R664X 
AE1 分解の阻害 

 
た。しかし、Derlin-1 と Derlin-2 とに有意
な違いは認められなかった（図１）。一方、
R664X AE1 の N-結合型糖鎖修飾変異体
R664X/P661S の分解に対する Derlins siRNA
の影響を検討した結果、Derlin-1 の siRNA で
は R664X、R664X/P661S のプロテアソーム分
解が同等の影響を受けたのに対し、Derlin-2
の siRNA では、主に糖鎖修飾型 R664X/P661S
の分解が抑制された。これは、Derlin-2 と
calnexin との何らかの相互作用を示唆して
いる。 
 
３．これらの結果から、Derlin-1 と Derlin-2
は、いずれも R664X AE1 を認識・結合して、
そのプロテアソーム分解に関与することが
明らかになった。しかし、p97/VCPや calnexin
など、他の ER シャペロンとの相互作用は
Derlin-1 と Derlin-2 とで異なること、また
基質となるAE1の構造の違いがその要因のひ
とつとなり得ることが示された。 
 
４．そこで、基質側構造の違いによる分解過
程の相違を探索することを目的に、細胞質ド
メインを欠く ΔCD AE1、R664X AE1 同様の
premature termination 変異体である R826C 
AE1、R845X AE1 を作製、HEK293 細胞に発現
させて分解動態と細胞内分布を解析した。 
 R845X AE1 は、R664X AE1 と類似の細胞内
分布、即ち小胞体 ER における滞留を示し、
プロテアソーム阻害により分解が抑制され
たが、その分布に変化は見られなかった（図
２）。R826C AE1 変異体は、細胞内分布が不明
確、かつ細胞生存率が低く解析が困難であっ
た。一方、ΔCD AE1 は、小胞体近傍、あるい 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ AE1 の各種変異体と、その細胞内分布 

は細胞質領域に不溶性凝集塊アグリソーム
を形成し、プロテアソームを阻害するとその
増加が認められた。これらの結果から、R845X
とΔCD AE1 は、いずれも R664X AE1 同様にプ
ロテアソームによる分解を受けることが示
された。R664X と R845X が小胞体に止まって
分解されるのに対しΔCDは、ΔF508-CFTR 同
様、小胞体から細胞質に逆行輸送で引き抜か
れてからプロテアソーム分解を受ける可能
性が示された。これは、R664X、R845X とΔCD
とでは逆行輸送の過程と分解の場が異なる
ことを示している（表１）。 
 R845X とΔCD AE1 の分解は、siRNA による
Derlin-1 の抑制時と Derlin-2 の抑制時とで
明確な違いが認められなかった。また、R845X 
AE1、ΔCD AE1 はプロテアソーム阻害時にイ
ムノブロットでのラダー形成が認められな
いことから、いずれも Ub 化を受けないこと
が示唆された。これらの結果は、上記の R664X 
AE1 と同様であり、変位の違いによりプロテ
アソーム分解の場は異なるものの、AE1 の
ERAD は Ub 化を受けずに認識・分解される仕
組みであると思われる（図３）。 
 
表１ AE1 各種変異体のプロテアソーム分解
の特徴 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５．基質蛋白質の分解と Ub 依存性の相違に
関わるプロテアソームタイプの解析を行う
ため、19S,20S、および 26S プロテアソーム
の R664X AE1 に対する基質分解に関する特異
性と程度の検討を行った。野生型（WT）AE1
および Ub 依存性の小胞体関連分解を呈する
ことがわかっている Δ508-CFTR をコントロ
ールとして比較したところ、いずれのプロテ
アソームにおいても有意な差を認められな
かった。また、20S の阻害剤であるラクタシ
スチン、19S の阻害剤であるグルコサミンを
用いた細胞に対する影響を検討した実験に
おいても有意な差が認められず、基質―プロ
テアソーム分解に関わる他の必須因子の存
在やそれ以外のプロテアソーム（11S など）
の関連が示唆された。即ち、AE1変異体のERAD
には、従来知られるものを含め、複数のプロ
テアソームや Derlin 分子群、他の ER/細胞質
因子の関与が考えられるが、その同定には至
っていない。 
 
６．一方で、Derlins の小胞体膜における分
解機能の重要性を検討するためには、in 
vitro 環境における小胞体膜上の基質蛋白質



の発現および検討が必要である。そこで、
microsome のみを抽出する方法である
semi-permeabilized cell (SP cell)の作製
の検討を行った。その結果、Derlin-1 および
Derlin-2のsiRNAによる発現抑制効果を保持
した HEK293 細胞から microsome 成分のみを
抽出することに成功した。現在、in vitro 翻
訳系により、合成した R664X AE1 とこの SP 
cell 由来の microsome を用いて in vitro に
おける小胞体膜に組み込まれた R664X AE1 を
再現し、Derlin-1,2 の発現抑制の影響を検討
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ AE1 の ERAD における複数の仕組み 
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