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研究成果の概要（和文）：凝集タンパク質が減少するサプレッサースクリーニングによって樹立したERdj-5の局
在の観察を行い、ERdj-5が小胞体ストレスに応じて、咽頭、体壁筋肉、腸で強い発現が誘導されることを明らか
にした。またサプレッサー変異により凝集タンパク質の過剰なジスルフィド結合が謙虚に減少することが明らか
になった。さらに凝集タンパク質に対して、ERdj-5の応答性を調べた結果、ERdj-5はこれらの凝集タンパク質に
応答して、その発現が増強すること、さらに凝集タンパク質に組み込まれることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Localization patterns of ERdj-5, which is isolated by EMS suppressor 
screening, show that ERdj-5 is induced to be strongly expressed in the pharynx, body wall muscle, 
and intestine in response to ER stress. It was also found that suppressor mutations reduced 
excessive disulfide bonds in aggregating proteins. To address responsibility of ERdj-5 to 
aggregating proteins, we observed ERdj-5 localization pattern in aggregated proteins within ER. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： モデル生物　凝集タンパク質　小胞体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞ストレスを引き起こす外的要因（紫外線、活性酸素等）は、凝集タンパク質の形成を誘導する事から、神経
変性疾患の発症に関与している。神経変性疾患の発症原因の探索、その病態の軽減は、健全な高齢化社会の実現
のために喫緊の研究課題である。小胞体ジスルフィド還元酵素ERdj-5は、その凝集タンパク質で過剰に形成され
るジスルフィド結合を開裂させる酵素であり、その細胞ストレス応答性やストレスに対する局在変動、凝集タン
パク質に対する基質特異性を明らかにしたことは、神経変性疾患の主要因である凝集タンパク質の解消につなが
ることが期待できる。

※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  

タンパク質のミスフォールディングと分泌障害に起因する病態は、これまでに多数例が同定

されており、例えば先天性甲状腺腫では、サイログロブリンの変異タンパク質が小胞体内に滞

留することで甲状腺ホルモン低下が観察され、甲状腺腫を引き起こす(Kim, PS. et al., J. 
Cell Biol., 1996) 。また多発性骨髄腫では、抗体産生細胞からの免疫グロブリンの異常産生

により、小胞体の肥大化が促進される。さらに凝集タンパク質が、アルツハイマー病、プリオン

病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症 (ALS)などの原因であることも広く知られている。 
これまでに申請者は分泌タンパク質が小胞体内腔に蓄積する変異体の解析から、糖脂質

GPI アンカーの修飾酵素 PIGN の新規な機能を同定している。ヒト pigN の遺伝子変異は精

神遅滞、てんかん、眼振、顔貌の異常等を示す重篤な遺伝子疾患である Multiple Congenital 

Anomalies-Hypotonia-Seizures syndrome type 1(MCAHS-1 症候群)を引き起こすことが知られ

ている（Maydan, G. J. et al., J. Med. Genet., 2011）。PIGN は、GPI アンカーの基本骨格のマ

ンノースにエタノールアミンを転移する修飾酵素の働きをもつ。申請者は線虫 C. elegans とヒト

培養細胞を用いて、２０１７年に PIGN には GPI アンカーの修飾機能のみならず、小胞体でタ

ンパク質のフォールディングに関わる未知の機能が存在することを報告したが (Ihara, S. et 
al., J. Cell Sci., 2017) 、その詳細な機能は未同定である。申請課題では、凝集タンパク質の

形成を抑制する PIGN の非古典的機能を明らかにして、その作用機序を同定する。さらに昨年

までに、この凝集タンパク質が観察される pigN 変異体を利用して、凝集タンパク質を抑制する

Suppresser of Aggregated Protein(spa)変異体を 3 系統樹立した。この凝集タンパク質を抑制

する spa 変異体の解析により、凝集タンパク質を解きほぐす分子機構を明らかにする。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、凝集タンパク質の形成とその凝集を解きほぐす分子基盤を明らかにする

ことが目的である。凝集タンパク質は機能が失われた状態のみならず、凝集タンパク質その

ものが細胞にとって有害であり、様々な神経変性疾患の発症に関わっている。申請者は、モ

デル生物である線虫 C. elegans を用いて分泌タンパク質が小胞体内腔に特異的に凝集する

pigN 変異体を樹立した。その原因遺伝子として糖脂質 GPI アンカーの修飾酵素 PIGN を同

定した(Ihara, S. et al., J. Cell Sci., 2017)。ヒト pigN 遺伝子の変異は、厚生労働省より指定難病

320 と定められており、精神遅滞や特異な顔貌などの様々な症状を示し、幼年期に死亡する

事が報告されている。申請課題では、サプレッサースクリーニングによって同定した還元酵素

が、どのようにして凝集タンパク質を解きほぐすのか、その分子機構を明らかにする。その研究

成果は、pigN 遺伝子変異による遺伝子疾患の理解のみならず、凝集タンパク質が関与する神

経変性疾患の治療法の糸口となる成果が期待できる。 

 

３．研究の方法 

1. native PAGE を用いて、変異アミノ酸をもつ変異型 ERdj-5が凝集タンパク質の過剰なジ

スルフィド結合を開裂させているのか、明らかにする。 

2. CRISPR-Cas9システムを立ちあげ、野生型線虫に同定している変異型ERdj-5と同じアミ

ノ酸変異を導入する。この導入した変異型ERdj-5が、サプレッサースクリーニングで同定

した変異体と同様に凝集タンパク質を抑制するのか、明らかにする。変異型 ERdj-5は優



生変異なので、レスキュー実験の代わりに染色体に同様の変異を作り出し、同じ作用を

示すのか明らかにすることによって、真に変異型 ERdj-5 が凝集タンパク質を抑制させて

いるのか、その証明を行う。 

3. 凝集タンパク質の割合は、凝集タンパク質を形成する分泌タンパク質に融合させた蛍光

タンパク質の蛍光輝度をもちいて定量化を行っている。この蛍光輝度をもちいて、変異型

ERdj-5 が野生型 ERdj-5 に較べて、どの程度の凝集タンパク質への抑制効果をもつの

か、定量化を行う。 

4. ERdj-5 は小胞体の内腔に局在する酵素であることがわかっている。蛍光タンパク質を融

合させた野生型 ERdj-5、変異型 ERdj-5 を作成して、小胞体での局在様式を明らかに

する。野生型 ERdj-5 と変異型 ERdj-5 の局在が異なれば、その局在こそが酵素活性に

重要であると推定されるので、ERdj-5 の各ドメインの欠損変異体を作成して、局在決定

に必要な機能ドメインを明らかにする。 

 
 
４．研究成果 

これまでにサプレッサースクリーニングにより、凝集タンパク質が観察される pign-1
変異体をもちいて、凝集タンパク質が減少するサプレッサースクリーニングによって樹

立した Suppresser of Protein Aggregates(spa-1)変異体の変異遺伝子を同定している。その

変異体の一つは小胞体内腔に局在するジスルフィド結合を還元する酵素活性をもつ

ER-localized DnaJ (ERdj) family に属する ERdj5 が原因遺伝子であることが明らかになっ

ている。 
 Native PAGE を用いて、変異型 ERdj-5 が pign-1 変異体で形成される凝集タンパク質の

過剰なジスルフィド結合を開裂させているのか、その検討を行った。その結果、pign-1 変異体

では過剰なジスルフィド結合が観察されたが、サプレッサー変異をもつ pign-1 変異体では、

その過剰なジスルフィド結合が形成されないことが明らかになった。 
次に内在性の ERdj-5 を可視化するために、CRISPR-Cas9 システムを立ちあげ、ERdj-5 の

可視化をおこなった。その結果を図１で示す。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 上段 ゲノム編集にもちいた sgRNA 配列を示す。小胞体局在シグナルである

KEDL 配列の直前に蛍光タンパク質を導入した。下段 内在性 ERdj-5 は、咽頭筋で強く

発現しており、体壁筋肉では弱く発現している。 



 

図 2 上段 小胞体ストレス前の ERdj-5 の局在。下段 小胞体ストレス後の ERdj-5 の

局在 ERdj-5 は、小胞体ストレスに暴露後、咽頭、体壁筋肉、腸で強い発現が観察された。 
 
次に小胞体ストレスを誘導する薬剤を用いて、内在性 ERdj-5 の小胞体ストレスへの応答性を

明らかにした（図２）。ERdj-5 は、小胞体ストレスに応じて、咽頭、体壁筋肉、腸で強い発現誘

導が観察され、細胞内で小胞体に局在することが明らかになった。 
可視化した野生型凝集タンパク質への ERdj-5 がどの様に応答するのか、明らかにするため

に、小胞体内腔で人為的に凝集タンパク質を形成する発現株を構築した。そのストレインは小

胞体内腔のシャペロン分子、BiP タンパク質 の ATP 結合部位、ATP 分解部位、変性タン

パク質への結合部位のアミノ酸配列に変異を導入したものであるが、いずれの発現株も効

率的に凝集タンパク質を観察することができた。この凝集タンパク質に対して、可視化し

た野生型ERdj-5 の応答性を調べた結果、ERdj-5 はこれらの凝集タンパク質に応答して、その

発現が増強すること、さらに凝集タンパク質に組み込まれることを明らかにした。その結果を図

２で示す。 
     微分干渉像          BIP の凝集タンパク質       ERdj-5 の局在

 
図 3 BIP による凝集タンパク質の誘導は、ERdj-5 の発現を誘導する。発現した ERdj-5

は凝集タンパク質内に取り込まれる。 
 
さらに、凝集タンパク質だけなく、熱ストレスにも ERdj-5 が応答することが明らかになった。現

在、この可視化 ERdj-5 に、サプレッサースクリーニングで同定した遺伝子変異を CRISPR-
Cas9 法により導入を試みている。CRISPR-Cas9 法で作成したサプレッサー変異と同じ遺

伝子変異はすでに凝集タンパク質を抑制することがあきらかになっているので、この凝

集タンパク質を抑制する変異型 ERdj-5 の局在を明らかにすることで、どのように凝集タンパ

ク質にアクセスするのか、その動態が明らかになることが期待できる。内在性 ERdj-5 の可視化

とストレス応答性については、論文投稿準備中である。 
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