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研究成果の概要（和文）： 細胞内には、タンパク質の品質を厳正に管理するためのシステムが

存在する。特に分泌タンパク質や膜タンパク質の合成の場である小胞体には、分子シャペロンをは

じめとしたタンパク質の productive folding を促すシステムと、一方でミスフォールドしたタンパ

ク質を適正に処理するための分解促進システムが存在する。後者のシステムは小胞体関連分解（ERAD）

機構と呼ばれ、ミスフォールドしたタンパク質を認識する因子、誤ったジスルフィド結合を開裂させ

る因子、サイトゾルへそれら基質を逆輸送するための因子など、幾つかの小胞体タンパク質が必須の

因子として関与している。本研究による主な成果として、１）ERAD において重要な働きをする還元

酵素 ERdj5 の結晶構造が明らかになり、基質がどのような分子間を受け渡されて分解にいたるのか、

その一連の経路を明らかにした、２）従来、糖タンパク質の品質管理機構については研究が進んでき

たが、非糖タンパク質のERAD機構として、まったく新しい経路の存在することを明らかにした、３）

productive folding によって新生タンパク質が正しく合成される過程で、小胞体内の酸化還元酵素

（oxidoreductase, OR）によるジスルフィド結合形成は必須のプロセスであるが、小胞体内レドック

スネットワークについて研究を行い、主要な酸化酵素Ero1aからPDI、ERp46などのORにいたる酸化

カスケードの存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Our study was performed by focusing two issues in protein quality
control in the endoplasmic reticulum (ER). The first one was on the productive folding
of nascent polypeptides by molecular chaperones and oxidoredcutases in the ER. The second
one was to reveal the quality control mechanism of ER-associated degradation (ERAD) system
that eliminates the misfolded proteins from the ER. We found two novel factors involved
in the ERAD, EDEM1 and ERdj5. In this term, mainly three issues on this proposal was
addressed: 1) we succeeded to solve the crystal structure of ERdj5 that reduces the
disulfide bonds in the misfolded proteins to be degraded and proposed the substrate
transfer pathway in the ERAD system for glycoproteins, 2) we revealed the novel ERAD
pathway for misfolded non-glycosylated proteins, and 3) we showed the electron transfer
pathway in the process of oxidation including Ero1a, PDI and ERp46.
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１．研究開始当初の背景
本研究を開始するにあたり、当研究室では
小胞体品質管理機構の中心的役割を担う二
つの因子を同定していた。一つは EDEMであ
り、もう一つは ERdj5である。EDEMはミス
フォールドタンパク質のマンノース８型を
特異的に認識するレクチン様タンパク質で
あり、正しくフォールドされた正常なタンパ
ク質と、分解されるべきミスフォールドタン
パク質を見分ける必須の因子である。一方
ERdj5 は、ミスフォールドタンパク質内に誤
って形成されたジスルフィド結合を特異的
に還元し、EDEMと協同的に小胞体関連分解
を促進する因子である。ERdj5 は、小胞体に
おいてジスルフィド結合の形成・異性化に関
わるとされる Protein Disulfide Isomerase (PDI)
ファミリーの酵素の一つであり、この因子の
発見を皮切りに、小胞体品質管理とレドック
ス制御という観点で本格的に研究を開始す
るに至った。

２．研究の目的
当研究室で発見同定した EDEM, ERdj5 に
よって促進される小胞体関連分解経路の作
用機序を分子構造レベルで詳細に解明する
ことを主目的とした。さらに、小胞体におけ
るチオール基をベースとしたレドックスネ
ットワークを網羅的に同定し、小胞体品質管
理とレドックス制御の関連性について新た
な知見を得ることも重要課題とした。

３．研究の方法
ERdj5 全長の高分解能構造解明を目指し、
その X線結晶構造解析に取り組んだ。さらに
得られた構造情報を基に、系統的な生化学実
験・細胞生物学実験を遂行し、基質の認識か
ら、還元、サイトゾルへの逆行輸送といった
一連の時空間的動態の解明を行った。
さらに小胞体に存在する 20 種類にも及ぶ

PDI familyタンパク質間のレドックスネット
ワークおよび PDI 酸化因子である Ero1 を中
核とした電子移動経路を網羅的かつ厳密に
捉えるため、プロテオミク的研究、特に Ero1a
を中心としたインターラクトーム解析を遂
行した。

４．研究成果
（１）新規小胞体還元酵素 ERdj5 の結晶構造
解析と ERAD における基質伝達経路の解明
共同申請者の稲葉謙次との共同研究によ
り、ERdj5 の結晶化に成功し、その構造を 2.5
Åの解像度で決定することに成功した（図）。

ERdj5 は酸化還元活性を持った４つのチオレ
ドキシンドメインのほかに、２つの不活性の
チオレドキシンドメインを持ち、還元活性は
C 側クラスターの２つのドメインにあること
を明らかにした。EDEM1 も C 側クラスターに
結合し、基質も同様、まず C側に結合するこ
とが明らかとなった。これらの構造情報を元
に、基質の分解過程を明らかにした。基質は
まずカルネキシンによってフォールディン
グが試みられるが、それに失敗すると、マン
ノースのトリミング後、EDEM１に受け渡され、
さらに ERdj5 の C側に受け渡されてジスルフ
ィド結合が還元される。そののち、基質は分
子シャペロン BiP に受け渡されて、ディスロ
コンチャネルを通って小胞体からサイトゾ
ルへ逆輸送され、ユビキチン・プロテアソー
ム系によって分解されることが明らかとな
った。

（２）非糖タンパク質の新規 ERAD 経路
非糖タンパク質の ERAD 経路についてはほ
とんどわかっていなかったので、糖鎖付加サ
イトを欠失した変異体を基質とし、解析をお
こなった。その結果、非糖タンパク質は、ま
ず BiP によって認識され、EDEM1 を介するこ
となく ERdj5 に受け渡されることを明らかに
した。ERdj5 によってジスルフィドの還元が
起こったあとは、糖タンパク質と同様、BiP
によってディスロコンチャネルまで運ばれ、
分解にいたることが明らかとなった。さらに
重要な点は、糖タンパク質の多くが小胞体ス
トレスなどによって変性した場合に、糖タン
パク質 ERAD 経路が飽和するが、非糖タンパ
ク質 ERAD 経路は、その場合にバックアップ
システムとして機能することが明らかにな
ったことである。このように、小胞体におい
ては、糖タンパク質、非糖タンパク質の２つ
の ERAD 経路を用意しており、一方が溢れた
場合に備えていることがわかった。



（３）小胞体におけるレドックスネットワー
クによる productive folding
小胞体には２０種類以上のオキシドレダ
クターゼ（OR）が知られている。これは新生
タンパク質のフォールディングが如何に重
要であるかを示唆するものである。しかし、
それら多くの OR の機能は未知であるばかり
でなく、それらの間の関係はほとんどわかっ
ていない。
そこで我々はインターラクトーム解析に
より、もっとも重要な酸化酵素 Ero1a に結合
する OR を網羅的に調べた。その結果、Ero1a
は PDI ともっとも強く結合し、Ero1a/PDI が
互いに活性を調節するハブ複合体を形成す
ることを明らかにした。さらに Ero1a によっ
て酸化された PDI が、さらに別の OR を酸化
する、いわゆるカスケード反応によって効率
的に基質のジスルフィド結合形成を促進し
ているという新しいモデルを提唱するにい
たった。
また Ero1a による PDI の酸化の際の、電子
伝達経路を明らかにした。それによれば、GSH
から PDI の N 末側のチオレドキシンドメイン
aに受け渡された電子は、分子内を移動し、C
末側のチオレドキシンドメイン a’に移動す
ること、さらにカスケード反応の場合には、
それとは違って、aドメインをスキップして、
直接 a’ドメインに移行するという新規の経
路を明らかにした。これら OR のカスケード
反応を明らかにすることは、小胞体内のタン
パク質の品質管理機構の理解にとってきわ
まて重要な知見を提供するものである。
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