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研究成果の概要（和文）：糖タンパク質の分解に必要なマンノーストリミングは、EDEMファミリータンパク質
(EDEM1/2/3)により実行される。本研究では、マンノーストリミングにおけるEDEM2の機能的意義を明らかにする
とともに、EDEM2の酵素活性に必須な３つのシステイン残基を同定した。さらにEDEM2の機能を制御するパートナ
ー分子の候補も見いだした。また、構造異常の度合いが強い糖タンパク質は、EDEMタンパク質によるマンノース
トリミングに依存せずに強制的に分解されることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Mannose trimming in the endoplasmic reticulum required for glycoprotein 
degradation is carried out by the EDEM family proteins (EDEM 1/2/3). In this study, we clarified the
 functional significance of EDEM2 in the mannose trimming reaction and identified three cysteine 
residues essential for the mannosidase activity of EDEM2. We also identified an candidate for the 
partner protein of EDEM2. In addition, we found that severely misfolded glycoproteins are forcibly 
degraded even in the absence of EDEM-mediated mannose trimming.  

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 膜タンパク質や分泌タンパク質を合成する
小胞体では、新生タンパク質の厳密な品質管
理が行われている。すなわち、小胞体で正し
い高次構造を獲得したタンパク質だけがそれ
ぞれの働くべき場所へ輸送され、正しい高次
構造を取らないタンパク質は小胞体関連分解
と呼ばれる機構により、不良品として処分さ
れる。小胞体で合成されるタンパク質の多く
は、３個のグルコース、９個のマンノース、
２個の N-アセチルグルコサミンからなるコ
ア糖鎖(G3M9)が特定のアスパラギン残基に付
加された糖タンパク質であり(図 1)、タンパ
ク質の品質管理においてはこの N型糖鎖が重
要な役割を果たす。新規に合成された糖タン
パク質は、N型糖鎖が G3M9 から M9 に変換さ
れる過程でカルネキシンサイクル等によるフ
ォールディング促進を受け、ここで正しい構
造を獲得したタンパク質のみがその後の輸送
経路へと送り込まれる。一方、正しくフォー
ルディングできない場合には、さらに 2〜4
個のα1,2 結合マンノースが刈り取られ、α
1,6 結合マンノースが露出する(図１：マン
ノーストリミング)。このα1,6 結合マンノ
ースが露出した糖鎖をレクチン OS-9 が認識
して結合すると、構造異常タンパク質として
細胞質へ引き出され、プロテアソームにより
分解される。このように、分解すべき糖タン
パク質は、N型糖鎖のマンノーストリミング
を介して選別される。	
	

	 	
	
	 高等真核生物には、小胞体局在性α1,2-マ
ンノシダーゼの候補として、小胞体マンノシ
ダーゼ I、EDEM1、EDEM2、EDEM3 の 4 種類が
存在する。我々は、ニワトリ DT40 細胞およ
びヒト HCT116 細胞株を用いた遺伝子破壊解
析により、これまで重要と考えられてきた小
胞体マンノシダーゼ Iは小胞体内マンノース
トリミングにほとんど寄与しないこと、マン
ノーストリミングの第 1ステップ(9 個のマ
ンノースを持つ糖鎖からマンノース 1個をト
リミングする反応)は主に EDEM2 により行わ
れ、続く第２ステップは EDEM3 あるいは
EDEM1(EDEM3 の寄与がより大きい)により行
われること、３つの EDEM によるマンノース
トリミングが不安定糖タンパク質 ATF6 の分
解に必須であることを明らかにした	(引用文

献①)。従来、EDEM2 はマンノシダーゼ活性
を持たない分子と捉えられてきたことから、
これらの成果はそれまでのモデルを一新し、
小胞体マンノーストリミングの実行酵素を対
象とした解析を可能にするものであった。	
	
２．研究の目的	
	 上記の背景から、本研究では、EDEM ファ
ミリータンパク質の機能を明らかにすること
を目的とした。具体的には、EDEM ファミリ
ータンパク質のノックアウト細胞を活用し
て、小胞体関連分解におけるマンノーストリ
ミングの意義をより詳細に明らかにするとと
もに、EDEM ファミリータンパク質の酵素活
性や基質認識がどのような分子機構で制御さ
れるかを明らかにすることを目指した。	
	
３．研究の方法	
	 ゲノム編集法の１つである TALEN	
(Transcription	Activator-Like	Effector	
Nucleases)法を活用して、薬剤耐性マーカー
をターゲット遺伝子のエキソンに挿入するこ
とにより、HCT116 細胞(EDEM1/2/3 トリプル
ノックアウト細胞の樹立)および HEK293 細胞
(EDEM2 ノックアウト細胞の樹立)において
EDEM ファミリー遺伝子を破壊した。さら
に、これらの遺伝子ノックアウトにより、モ
デル糖タンパク質である ATF6α、NHK、CD3
δ-ΔTM	、EMC1 の糖鎖トリミングや分解が
どのような影響を受けるかをパルスチェイス
実験やシクロヘキシミドチェイス実験により
調べた。	
	 また、EDEM タンパク質の酵母ホモログで
ある Htm1p のマンノシダーゼ活性には、分子
内ジスルフィド結合が必須であることが知ら
れている。そこで、EDEM2 のシステイン残基
に網羅的な点変異を導入し、EDEM2 のマンノ
シダーゼ活性に関与するシステイン残基が存
在するか調べた。EDEM2 をノックアウトした
HCT116 細胞ではモデル異常糖タンパク質の
マンノーストリミングが起こらないが、野生
型 EDEM2 を過剰発現させるとマンノーストリ
ミングが回復する。この表現型回復能力を指
標に、点変異の効果を評価した。	
	 点変異解析の結果、EDEM2 の活性には複数
のシステイン残基が必須であることが判明し
たことから、ジスルフィド結合形成に関わる
種々の PDI 様タンパク質と EDEM2 の相互作用
について、免疫沈降法により検討した。さら
に、相互作用が見られた分子のノックアウト
細胞を作成し、マンノーストリミングや小胞
体関連分解への影響を解析した。	
	
４．研究成果	
(1)シビアな構造異常を持つ糖タンパク質の
強制分解機構	
	 HCT116 細胞において、EDEM1/2/3 トリプル
ノックアウト(EDEM-TKO)細胞の樹立に成功し
た。EDEM-TKO 細胞においては、モデル分解
基質として用いた糖タンパク質 ATF6αの分



解が、野生型 HCT116(WT)細胞と比較して有
意に遅延した(図 2)。また、EMC1(図 4)や
CD3δ-ΔTM の分解も同様に遅延した。これ
らの結果は、マンノーストリミングが広範な
糖タンパク質の分解に必要であることを示し
ている。	
	

	
	 一方、意外なことに、別のモデル分解基質
である NHK については、EDEM-TKO 細胞にお
いて初期の分解遅延が観察されたものの、最
終的には野生型細胞と有意差なく分解された
(図 3)。	
	

	 	
	 NHK のマンノーストリミングは、EDEM-TKO
において予想通り阻害されていた。また、マ
ンノーストリミングの阻害剤であるキフネン
シンで野生型 HCT116 細胞を処理しても、同
様の結果が得られた。NHK は、a1 アンチトリ
プシンの変異体であり、遺伝的変異による C
末端領域の欠落と非天然アミノ酸配列の挿入
を有することから、マンノーストリミングの
有無とは無関係に、タンパク質部分の構造異
常の度合いが糖タンパク質の分解に寄与する
可能性が考えられた。そこで、強制的な構造
異常を引き起こす変異を EMC1 に導入し、分
解への影響を検討した。その結果、構造異常
部位を挿入すると、これらの糖タンパク質は
NHK と同様に EDEM-TKO 細胞においても最終
的に分解されるようになった	(図 4)。この
ことから、シビアな構造異常部位を持つ糖タ
ンパク質をマンノーストリミング非依存的に
分解する機構の存在が示唆された。小胞体関
連分解は、糖鎖依存的分解経路と糖鎖非依存

的分解経路の２つに大別されると考えられて
いるが、今回の解析結果は、分解基質の構造
異常度合いによって両者が密接に連携するこ
とを示唆している。	
	 	

	
(2)EDEM2 機能の普遍性	
	 EDEM2 の活性を生化学的に解析するために
は、リコンビナントタンパク質の調製が必要
不可欠である。そこでタンパク質発現に汎用
される HEK293 細胞において、TALEN 法を用
いた EDEM2 遺伝子のノックアウトを行った。
HCT116 細胞の場合と同様に、EDEM2 ノックア
ウト 293 細胞では、ATF6αや CD3δ-ΔTM の
マンノーストリミングが起こらず、ATF6αの
分解も遅延した。このことから、EDEM2 の機
能が細胞種によらず普遍的であることが実証
された。	
	 さらに、His タグを付加した EDEM2(EDEM2-
His)を EDEM2 ノックアウト 293 細胞に安定的
に導入したところ、CD3δ-ΔTM のマンノー
ストリミングが回復した。この結果は、細胞
内に発現した EDEM2-His が酵素活性を有する
ことを示している。この安定発現細胞から
EDEM2-His を精製することにより、EDEM2 の
酵素活性を生化学的に解析することが可能と
なると期待される。	
	
(3)EDEM2 によるトリミングの意義	
	 EDEM3 の過剰発現は、糖タンパク質のマン
ノーストリミングを促進することが報告され
ている。実際に、野生型 HCT116 細胞に、CD3
δ-ΔTM	と EDEM3 を過剰発現させると、CD3
δ-ΔTM	のマンノーストリミングが顕著に促
進された。一方、EDEM2 を欠損した HCT116
細胞に CD3δ-ΔTM	と EDEM3 を過剰発現させ
ても、CD3δ-ΔTM のマンノーストリミング
は促進されなかった。すなわち、EDEM3 によ
る２段階目のマンノーストリミングには、
EDEM2 による第一段階目のトリミングが必須
であることが示された。この結果は、EDEM2
がマンノーストリミングを開始するという
我々のモデルを強く支持するものであり、各
EDEM タンパク質が厳密な基質特異性を有す
ることを示唆している。	
	
(4)EDEM2 の機能調節	



	 EDEM2 が有するシステイン残基に点変異を
導入し、その影響を検討した結果、EDEM2 の
マンノシダーゼホロモジードメインに存在す
る２つのシステイン残基がマンノシダーゼ活
性に必要であることが明らかとなった。この
システイン残基は進化的に強く保存されてい
る。EDEM タンパク質の酵母ホモログである
Htm1p はマンノシダーゼホモロジードメイン
内で分子内ジスルフィド結合を形成すること
が報告されており、EDEM タンパク質におい
ても同様の機能制御機構が存在すると考えら
れた。さらに、EDEM2 の C 末端領域に存在す
るシステイン残基も EDEM2 の活性に必須であ
ることを見いだした。	
	 Htm1p は、システインジスルフィドイソメ
ラーゼである Pdi1p と相互作用することによ
り活性制御を受けることが報告されている。
そこで、種々の PDI 様タンパク質と EDEM2 の
相互作用を免疫沈降法により検討した。その
結果、EDEM2 と安定な複合体を形成する PDI
様分子を同定することに成功した。同定した
結合分子の機能を明らかにするために、
HCT116 細胞において、CRISPR/Cas9 を用いた
遺伝子破壊を行い、遺伝子破壊株を得た。そ
の結果、同定した EDEM2 結合分子の遺伝子破
壊により、①EDEM2 タンパク質の発現量が有
意に低下すること、②マンノーストリミング
が阻害されること、③モデル分解糖タンパク
質である ATF6 の分解が遅延すること、が明
らかとなった。これらの結果は EDEM2 ノック
アウト細胞の表現型と一致している。以上の
ことから、同定した分子は、EDEM2 の機能に
必須なパートナー分子であり、EDEM2 は複合
体を形成して酵素活性を発揮する可能性が強
く示唆された。今後、当該分子に着目した解
析を行うことにより、EDEM2 の活性がどのよ
うに調節されるか明らかになると期待され
る。	
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