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研究成果の概要：小胞体は、分泌タンパク質や膜タンパク質の品質管理機能をもつ細胞小器官

である。本研究では、小胞体がどのような仕組みで品質管理を行っているのかを分子レベルで

解明することを目的とした。特に小胞体の過負荷で発現誘導される Herpや Derlinに着目して
解析した。その結果、小胞体では構成因子が異なる複数種のタンパク質複合体が品質管理を行

っていることや、それらが小胞体の状態によってダイナミックに変化することがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物の細胞小器官である小胞体は、分
泌タンパク質や膜タンパク質の合成や成熟
過程において重要な役割を担っている。小胞
体の機能的負荷が過剰になった状態、特に小
胞体に構造形成不全タンパク質が蓄積した
状態は小胞体ストレスと呼ばれ、このとき細
胞はストレスを軽減するように応答する。小
胞体ストレス応答には、タンパク質全般の翻
訳抑制、分子シャペロン遺伝子などの転写誘
導、不用タンパク質を処理する小胞体関連分
解 （ endoplasmic reticulum-associated 
degradation; ERAD）が含まれる。 

 近年、小胞体のタンパク質品質管理機構の
主要経路として、ERAD が注目されている。
小胞体内腔に生じた構造不全タンパク質を
識別し、小胞体膜を経由して細胞質へ移送し
（逆輸送と呼ばれる）、細胞質のユビキチン-
プロテアソーム系で分解する、という一連の
細胞機能である。小胞体ストレス時に発現誘
導されるタンパク質の一部が ERAD に関与
していることが近年わかってきた。我々は以
前、小胞体ストレスで著しく発現誘導される
機能未知のタンパク質として Herp を発見し
たが、最近の成果から、Herpも ERADに寄
与することが明らかになってきた。また、小
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胞体膜タンパク質 Derlin も、Herp と同様、
小胞体ストレスで発現誘導され、ERADを促
進する。Derlin には３つのアイソフォーム、
Derlin-1、Derlin-2、Derlin-3 が存在する。
HerpとDerlinは種々の小胞体膜タンパク質
と共に会合しているらしい。 
 以上の背景から、Herpや Derlinは ERAD
において中心的な役割を担っていることが
推定される。平常時には発現が低く抑制され、
小胞体ストレス時に発現誘導される性質を
考慮すると、Herpや Derlinなどの小胞体膜
タンパク質の発現量調節が、小胞体機能にと
って重要な役割を果たしていると考えられ
る。しかし、Herp や Derlin が ERAD のど
の段階でどのような分子機能を発揮してい
るのか、未だ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、小胞体においてタンパク質の
品質管理を担うシステムの分子機構を明ら
かにすることを目的とした。特に、小胞体ス
トレス時に発現誘導される小胞体膜タンパ
ク質 Herpおよび Derlin-1, 2, 3に着目し、そ
れらとともに小胞体膜に形成されるタンパ
ク質複合体の成分を調べる。さらに、その複
合体が、ERADシステムの過程でどのように
機能しているのかを調べる。これと並行して、
Derlin-1, 2, 3の各欠損マウスを作製し、すで
に完成している Herp 欠損マウスとともに、
それらのタンパク質の生理機能を解析する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
 まず、小胞体膜上で ERADに関与している
と考えられる膜タンパク質HerpやDerlinを
含むタンパク質複合体（ERAD 複合体と呼
ぶ）の構成要素を明らかにする。そして、
ERAD 複合体が ERAD 基質とどのように相
互作用するのか、平常時と小胞体ストレス時
で構造的・機能的に違いがあるのかなどの観
点で、ERAD複合体の動的変化を解析する。 
 はじめに、ERAD複合体の構成因子を同定
することを試みた。小胞体ストレスで発現誘
導される膜タンパク質 Herp は、Derlin や
HRD1 などの ERAD 関連タンパク質と大き
な複合体を形成している可能性がある。そこ
で、なるべく生理的条件を維持したまま小胞
体膜タンパク質成分を抽出し、その構成因子
を分析するために、野生型マウスから調製し
た胚性線維芽細胞あるいは臓器から、小胞体
画分を穏やかに抽出した。そして、そこに含
まれるタンパク質を分析するために、
Blue-Native ポリアクリルアミドゲル電気泳
動やアガロースゲル電気泳動、ショ糖密度勾
配遠心などを利用してタンパク質を分画し、
それらを特異的抗体を用いたウエスタンブ
ロッティングで検出した。 

 どのような分子が ERAD 複合体を構成し
ているのかを調べるために、特異的抗体を用
いた共免疫沈降実験を行った。３者以上のタ
ンパク質が同一の複合体を形成しているこ
とを証明するために、２者間の相互作用を検
出する共免疫沈降実験だけでなく、複数の抗
体を利用した連続共免疫沈降実験も行った。
さらに、複合体に含まれる未知のタンパク質
を同定するために、共免疫沈降した成分を質
量分析法で解析した。 
 上述のような実験において、野生型マウス
から調製した胚性線維芽細胞や臓器だけで
なく、Herp 欠損マウスから調製した細胞や
臓器を用いることによって、複合体の形成に
及ぼす Herp 欠損の影響を調べた。さらに、
ツニカマイシンなどの小胞体ストレス誘導
剤を培地に加えることで培養細胞に小胞体
ストレスを負荷したり、ツニカマイシンをマ
ウスの腹腔に注射することによって臓器に
小胞体ストレスを負荷したのちに、小胞体画
分を分析し、ERAD複合体の構成がどのよう
に変化するのかを調べた。 
 以上のような生化学的解析と並行して、本
研究では Derlin-1, 2, 3各欠損マウスを遺伝
子ターゲティングにより作製した。すでに完
成していた Herp 欠損マウスは際立った表現
型を示さないことから、Derlin群が Herp欠
損を補償している可能性もある。Derlin欠損
マウスを利用することで、それを検証するこ
とが可能になる。 
 
４．研究成果 
 小胞体膜のタンパク質複合体を同定する
ために、野生型マウスの胚性線維芽細胞およ
び肝臓から調製したミクロソーム画分を分
析した結果、Herpや Derlinなどの構成因子
の組み合わせが異なる複数種の複合体が存
在することを見出した。そして、小胞体スト
レスを負荷することによって、複合体構成因
子の組成が変化することを発見した。さらに、
本研究で新たに作製した抗体を用いてウエ
スタンブロッティングや連続共免疫沈降実
験などを行った結果、小胞体ストレスが負荷
されていない状態では、Herp と Derlin-2、
HRD1 の３者を同時に含むタンパク質複合
体が存在することや、小胞体ストレス状態で
は Herp と HRD1 の結合が増強し、さらに、
新たに発現誘導されるDerlin-3がHerpを含
む複合体に参入することを明らかにした。
Derlin-3 の挙動をタンパク質レベルで観察
できたことは、本研究の中でも特筆すべき成
果であった。また、並行して進めていた
Derlin-1, 2, 3 各遺伝子欠損マウスの作製に
ついては、いずれもヘテロ欠損マウスはほぼ
正常に誕生するものの、Derlin-1 および
Derlin-2 の完全欠損マウスは全く誕生しな
いことが明らかになった。一方、Derlin-3完



 

 

全欠損マウスは正常に誕生した。これらのこ
とから、Derlin-1および Derlin-2は、マウス
の個体発生に必須であることや、互いに機能
損失を補償できないことが初めて示された。
今後、本研究で得られた ERAD複合体に関す
る知見や Derlin 群欠損マウスを利用するこ
とで、当該分野の研究を大きく発展させるこ
とができると期待される。 
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