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研究成果の概要（和文）：小胞体の構造異常タンパク質はサイトゾルのプロテアソームによって除去される。こ
の分解系はendoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD)と呼ばれている。本研究では膜貫通の異常
タンパク質に着目して、分解メカニズムを解析した。酵母の遺伝学的手法と生化学的手法を併用することで、 
(1)生体膜における膜タンパク質の安定性の実験的、理論的考察、(2)膜タンパク質分解の生理的意義の考察、
(3)レトロトランスロコン複合体の変異解析を行った。その他、(4)哺乳類におけるERADについて共同研究を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Misfolded or unassembled proteins in the endoplasmic reticulum (ER) are 
degraded by the proteasome. This process is referred to as ER-associated degradation or ERAD. In 
this study, we analyzed the mechanisms of membrane protein degradation during ERAD: (1)Experimental 
and theoretical analysis to predict membrane protein insertion in yeast cells; (2)Physiological role
 of the ERAD of membrane proteins; (3)Genetic analysis of the retrotranslocation complex. (4)We also
 performed collaborative research to study ERAD in mammals.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 小胞体　膜タンパク質　ユビキチン　プロテアソーム　分解

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞には立体構造の形成に失敗した異常タンパク質を特異的に認識して分解する品質管理の仕組みが備わってい
る。本研究では、小胞体の膜に存在する異常タンパク質に着目し、出芽酵母の遺伝学、生化学の手法を駆使し
て、分解の仕組みを詳細に解析した。本研究で得られた成果は、異常タンパク質の蓄積を防ぐ方法論の開発につ
ながるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
小胞体に構造異常タンパク質が蓄積すると、UPR（Unfolded Protein Response）によって分子

シャペロンの発現が誘導され、異常タンパク質の修復が行われる。修復できなかった異常タンパ
ク質は細胞質へ送り返され、ユビキチン・プロテアソーム系によって分解される。この分解系は
真核生物に広く保存されており、ERAD（ER-associated degradation）と呼ばれている。ERAD は
ヒトにおいては様々な病態と関連することから、分解経路の解析が精力的に進められている。
ERAD における最重要の課題は、異常タンパク質を小胞体から細胞質へ輸送する「レトロトラン
スロケーション」と呼ばれる反応の機構である。これまでの研究から、小胞体内腔に存在する異
常タンパク質は、小胞体膜の Hrd1 ユビキチンリガーゼ複合体を介して細胞質へ輸送されること
が明らかにされつつある。一方、小胞体膜を貫通する膜タンパク質の分解経路の研究は遅れてい
る（図１）。細胞質側に露出したループがプロテアソームによって「裁断（clipping）」される可
能性、膜貫通ドメインが膜から細胞質へ「抽出（extraction）」される可能性の両方が考えられ
る。しかし、「抽出」はエネルギー的に不利な反応であり、未知の因子の寄与が予想される。ユ
ビキチン・プロテアソーム系を介した膜タンパク質の分解メカニズムの解明は、小胞体だけでな
く全てのオルガネラに関連する一般的な課題である。 
 
２．研究の目的 
申請者は、膜タンパク質がユビキチン化された後、細胞質へ抽出されることを初めて in vitro

で証明し（Cell 2008）、それを簡便にモニターできる分画アッセイ系を開発した（PLOS ONE 2016）。
本研究では、これらのアッセイ系を使って、ERAD における膜タンパク質分解のメカニズムの解
析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
出芽酵母の Ste6*は 12 回膜貫通ドメインをもつ ERAD のモデル基質で、小胞体のユビキチンリ

ガーゼ Doa10 に依存してプロテアソーム分解される。申請者は、酵母の破砕液を遠心によって膜
と細胞質に分離した。それぞれの画分から Ste6*を変性条件下で免疫沈降（IP）した後、抗ユビ
キチン化抗体でウエスタンブロッティング（WB）を行った。その結果、細胞質に抽出されたユビ
キチン化 Ste6*の検出に成功した（PLOS ONE 2016）。ユビキチン化された膜タンパク質を細胞質
に抽出する駆動力を生み出すと考えられる AAA-ATPase Cdc48/p97 の変異株において、同様のア
ッセイを行うと、確かに抽出に欠損が見られた。さらに、Cdc48 を小胞体膜にリクルートする Ubx2
の破壊株でも同様に欠損が見られた。以上の結果から、このアッセイ系が膜タンパク質抽出の評
価系として使用できることが確認された。 
本研究では、上述のアッセイ系に加え、酵母の遺伝学的手法と生化学的手法を併用することで、 

(1)生体膜における膜タンパク質の安定性の実験的、理論的考察、(2)膜タンパク質分解の生理的
意義の考察、(3)レトロトランスロコン複合体の変異解析を行った。その他、(4)哺乳類における
ERAD について共同研究を行った。 
 
４．研究成果 
(1)生体膜における膜タンパク質の安定性の実験的、理論的考察 
膜タンパク質のプロテアソーム分解において、膜貫通ドメインの安定性が分解にどのような

影響を及ぼすか、系統的に調べられた例は少ない。そこで、人工キメラタンパク質を作製して解
析を行った。このキメラタンパク質は 2回の膜貫通ヘリックスをもち、サイトゾル側の C末端に
は、Ste6*由来の構造的に不安定なドメインが融合されている。このキメラタンパク質は ERAD に
依存して分解されることが確認された。次に、2つ目の膜貫通ヘリックスのアミノ酸を置換する
ことで、小胞体膜における安定性を実験的・理論的に解析した。その結果、膜挿入エネルギーと
細胞内での分解効率には強い相関がみられなかった。しかし分子動力学シミュレーションで予
想された水素結合の数と分解効率には相関がみられた。膜貫通ドメインにおける変異、特に病態
と関連する変異が、タンパク質の安定性にどのような影響を及ぼすか、さらなる解析が必要であ
ると考えられた（Guerriero et al., 2019）。 
 
(2)膜タンパク質分解の生理的意義の考察 
Pmr1 はゴルジ体の P-type ATPase であり、カルシウムとマンガンの輸送に関わっている。Pmr1

を欠損した酵母はキレート剤である EGTA に感受性を示す。本研究では、Pmr1 欠損株の EGTA 感
受性が、ERAD の欠損によって部分的に回復することを見出した。この結果は、ERAD がゴルジ体
におけるカルシウムとマンガンの恒常性維持に関与する可能性を示唆するものであった。ERAD 
の欠損が Pmr1 欠損株の EGTA 感受性を回復させるメカニズムは不明である。しかし、ERAD の生
理基質として知られる Cdc1 の過剰発現が Pmr1 欠損株の EGTA 感受性を回復させることが知られ
ている。Cdc1 は ERAD のネイティブな基質である可能性も報告されていることから、ERAD の欠損
で蓄積した Cdc1 が Pmr1 欠損株の EGTA 感受性を回復させた可能性が考えられた（Nakatsukasa, 



2021）。 
 
(3)レトロトランスロコン複合体の変異解析 
ERAD において、小胞体の Hrd1 ユビキチンリガーゼ複合体は、異常タンパク質の認識、ユビキ

チン化、レトロトランスロケーションにおいて、中心的な役割を担っている。特に Hrd1 の膜貫
通ドメインは、基質の認識とレトロトランスロケーションに直接関与している。ERAD のモデル
基質の一つである Sec61-2 は小胞体の順方向の膜透過装置 Sec61 の変異体である。Sec61-2 は
25℃では安定であり、細胞は増殖できる。しかし、Sec61-2 は 38℃で Hrd1 依存的に分解・除去
されるため、細胞は致死となる。ところが、HRD1 を欠損させると、Sec61-2 は分解されず安定化
するので、細胞は 38℃でも増殖できるようになる。本研究ではこの特徴を利用して、Hrd1 の膜
貫通領域のうち、機能に必須なアミノ酸残基をスクリーニングした。その結果、Hrd1 自身を不
安定化させる残基、Hrd1 複合体の形成に必要な残基が同定された。膜貫通領域におけるアロス
テリックな相互作用が Hrd1 複合体の形成を制御していることが示唆された（Nakatsukasa et 
al., 2022）。 
 
(4)その他、国内研究者との共同研究 
 上記以外に、肝臓において摂食時に惹起される小胞体ストレスの役割（Sasako et al., 2019）、
ミトコンドリアに誤局在したペルオキシソームタンパク質の分解機構（Matsumoto et al., 
2019）、小胞体 SELENOS タンパク質の分解における Cul5 ユビキチンリガーゼの役割（Okumura et 
al., 2020）など、国内の研究者と ERAD に関して様々な共同研究を行った。 
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