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研究成果の概要（和文）： 

ユビキチンリガーゼ（E3 リガーゼ）による基質の特異的な認識メカニズムを高次構造の観点か

ら解明することは極めて重要である。しかし、X 線結晶構造解析や NMR 解析が困難である場合

や大腸菌での発現も困難な E3 リガーゼについて、基質の認識メカニズムを解析するためには、

技術的なブレークスルーが必要である。我々は、小胞体関連分解（ERAD）に関与する膜貫通型

E3 リガーゼ Hrd1 および Doa10 について、機能-構造情報を得るために、in vivo 部位特異的光

架橋法という新しい手法の導入を試みた。最初に、デグロンと呼ばれる酵母の Deg1 配列を適当

なレポーター遺伝子に融合して、酵母細胞のサイトゾルで発現させ、Doa10 との相互作用の追

跡を試みた。過去の研究によると、Deg1 配列中の両親媒性ヘリックスが認識に重要という知見

があり、その部位へアンバーコドンの導入を始めた。しかしながら本年度の途中で、従来考え

られていた Deg1 認識のメカニズムとは異なる新しい概念（N末端のアセチル化が Doa10 による

認識に関与する）が報告された。現在は Deg1 の解析を継続しているが、同時に Hrd1-Hrd3 相互

作用の解析を開始した。我々は遺伝学的スクリーニングによって、Hrd1 の２番目の膜貫通ドメ

インが Hrd3 と相互作用している可能性が高いことを見出した。そこで、Hrd1 の２番目の膜貫

通領域に光架橋性アミノ酸を導入して、Hrd3 との相互作用を解析している。この相互作用が

ERAD の反応を停止させた時にどのように変化するか調べる予定である。   

 

 

研究成果の概要（英文）： 

It is important to obtain detailed structural insight into substrate recognition mechanisms by E3 ubiquitin 

ligases.  However, X-ray crystallography and NMR analysis are not suitable for proteins that are prone 

to aggregate in vitro and recombinant proteins that are not expressed well in bacteria or other organisms.  

One such E3-ligase enzyme is Doa10 in the yeast ER.  Doa10 has 14 transmembrane regions and are 

thought to recognize both misfolded proteins and N-degron containing proteins.  To begin to analyze 

the mechanism by which Doa10 recognizes these proteins, we tried to introduce the in vivo site-specific 

crosslinking method.  Previous studies have suggested that Doa10 specifically recognizes Deg1, an 

N-terminal sequence of Matalpha2.  In fact, model proteins that are fused with Deg1 at their 

N-terminus are degraded by the proteasome in Doa10 dependent manner.  We first introduced amber 

codons in Deg1 and tried to introduce photoreactive amino acids.  However, in the course of this study, 

other group reported an essential role of N-acetylation of Deg1 in recognition by Doa10.  Currently we 

are trying to see the effects of depletion or overexpression of N-acetylation enzymes on the recognition 

of Deg1 by Doa10 using in vivo site-specific crosslinking method.  We also started to analyze other ER 

membrane E3 ligase Hrd1.  We have shown that the second transmembrane region of Hrd1 is critical 
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for binding to Hrd3, a substrate recognition subunit of Hrd1.  We are currently analyzing how the 

interaction between Hrd1 and Hrd3 changes during substrate recognition and ubiquitination. 
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１．研究開始当初の背景 

ユビキチン修飾系は細胞周期、シグナル伝

達、DNA 修復、品質管理など多くの細胞機能

を制御している。ユビキチン化は、E1（活性

化酵素）、E2（ユビキチン結合酵素）、E3（ユ

ビキチンリガーゼ）の連続的な酵素反応によ

っておこる。これらの酵素群は反応系の下流

にいくにつれてその多様性を増大する。基質

の特異的な認識を担う E3 リガーゼは、これ

までに 600種類以上の遺伝子が同定されてい

る。個々の E3 リガーゼによる基質の特異的

な認識メカニズムを高次構造の観点から解

明することは、ユビキチン修飾系の多様な機

能を理解する上で極めて重要である。 

 小胞体膜を 14 回貫通する Doa10 は、約 66

アミノ酸からなるデグロン（特異的な分解シ

グナル）をもった基質（酵母 Matalpha2）の

分解に関わり、転写を制御する E3 リガーゼ

として単離された。一方申請者は、小胞体に

おけるタンパク質の品質管理機構を研究す

る過程で、Doa10 は分子シャペロンに依存し

てミスフォールディングした基質も認識す

ることを明らかにした（Nakatsukasa et al., 

Cell 2008）。このように Doa10 は「デグロ

ン」と「ミスフォールディング」の両方を認

識するユニークな E3 リガーゼであるが、認

識のメカニズムは全く明らかにされていな

い。その主たる理由は、Doa10 は大腸菌での

発現が困難で、試験管内における生化学的な

解析に不向きだからである。このような試験

管内で扱いにくい酵素について、アミノ酸レ

ベルで基質の認識メカニズムを解析するに

は、技術的なブレークスルーが必要であった。 

 

２．研究の目的 

我々は、E3 リガーゼによる基質の特異的な

認識メカニズムの解析に、in vivo 部位特異

的光架橋法という新しい手法を初めて導入

することを試みた。本研究では小胞体膜 E3

リガーゼ Doa10 に着目するが、これに成功す

れば、X線結晶構造解析や NMR 解析が困難な

他の E3 リガーゼについても、基質の認識メ

カニズムを高次構造の観点から解析するこ

とが可能になると期待できる。 

架橋法は X線結晶構造解析や NMR 解析とは

異なった切り口で、タンパク質相互作用を解

析する方法の一つである。特にサプレッサー

tRNA 法を用いた部位特異的架橋法は、架橋基

を目的タンパク質内の任意の部位に導入し

た後に、紫外線照射により架橋を行う方法で、

タンパク質相互作用をアミノ酸残基レベル

で解析できる極めて強力な手法である。 

近年、スクリプス研究所の Schultz らのグ

ループは、酵母細胞内で目的タンパク質に部

位特異的に光架橋側鎖をもつ非天然アミノ

酸（BPA（p-benzoyl-L-phenylalanine））を

導入するシステム（in vivo 部位特異的非天

然アミノ酸導入法）を開発した。この方法に

はいくつもの利点がある。たとえば、細胞内

で機能状態にあるタンパク質の「直接的」な

相互作用を検出することができることであ

る。また、系統的に非天然アミノ酸を導入す

ることによって、相互作用する領域の特定が

可能である。さらに、反応をスケールアップ

することによって、未知因子の同定にもつな

がる可能性もある。本研究では異なった性質

をもつ分解基質に BPA を導入し、その認識メ

カニズムを解析する。本研究が成功すれば、



逆に E3 リガーゼ側に BPA を導入して E3 コン

ポーネント同士の相互作用を詳細に調べる

ことも可能になり、X線結晶構造解析や NMR

解析が困難な他の E3 リガーゼ複合体につい

て、詳細な相互作用情報が得られると期待で

きる。 

本研究で対象とする E3 リガーゼ Doa10 は、

小胞体関連分解（ERAD）の中核をなす因子で

あり、「特異的なデグロン配列」をもった基

質、および「ミスフォールド」した基質を認

識するユニークな酵素である。特にミスフォ

ールディングした基質と Doa10の相互作用に

は、分子シャペロンが必要であることが分か

っている（Nakatsukasa et al., 2008 Cell）。

しかし、具体的な分子シャペロンの作用機序

は分かっていない。たとえば、「基質の構造

を保つことにより、Doa10 による認識を助け

る受動的な役割（基質の凝集の阻止、または

相互作用面の提示の補助）」をもつのか、「基

質と Doa10 の両方と同時に相互作用して、物

理的に橋渡しする積極的な役割」をもつのか

不明である。今後もし、in vivo 部位特異的

架橋反応によって Doa10－シャペロンの直接

的な相互作用が検出できれば、後者のモデル

（シャペロンによるブリッジ仮説）の証明に

近づく可能性もある。 

 

３．研究の方法 

本研究では、最近開発された in vivo 部位

特異的光架橋法という新手法を用いて、

Doa10 が「デグロン」と「ミスフォールディ

ング」をそれぞれ、同じ領域で認識するのか、

異なる領域で認識するのか明らかにする。ま

た、基質を Doa10 にターゲティングする因子

の検索もおこなうことを目標とした。具体的

には、デグロン融合モデル基質として

Deg1-DHFR-His-FLAG、および構造異常モデル

基質として Ura3 変異体を使用する。それぞ

れの基質において、任意のアミノ酸残基に対

応するコドンをアンバーコドン置換し、酵母

細胞内で BPA を導入する。紫外線照射によっ

て架橋反応を行う。Doa10 との相互作用を検

出できれば、Doa10 に TEV 切断サイトを導入

し、TEV プロテアーゼで切断して、Doa10 の

中で基質と相互作用している領域を同定す

る。また、サイトゾルで基質が相互作用して

いる因子も、反応系のスケールアップによっ

て同定することを目標とした。 

 

４．研究成果 

デグロンと呼ばれる酵母の Deg1 配列を適

当なレポーター遺伝子に融合して、酵母細胞

のサイトゾルで発現させ、Doa10 との相互作

用の追跡を試みた。過去の研究によると、

Deg1 配列中の両親媒性ヘリックスが認識に

重要という知見があり、その部位へアンバー

コドンの導入を始めた。しかしながら最終年

度の途中で、従来考えられていた Deg1 認識

のメカニズムとは異なる新しい概念（N 末端

のアセチル化が Doa10 による認識に関与す

る）が報告された。このアセチル化酵素の過

剰発現株や欠失株などを使って現在、非天然

アミノ酸が組み込まれた Deg1 の解析を進め

る準備を行なっている。またそれと同時に、

Hrd1-Hrd3 相互作用の解析を開始した。我々

は遺伝学的スクリーニングによって、Hrd1 の

２番目の膜貫通ドメインが Hrd3 と相互作用

している可能性が高いことを見出した。そこ

で、Hrd1 の２番目の膜貫通領域に光架橋性ア

ミノ酸を導入して、Hrd3 との相互作用を解析

している。この相互作用が ERAD の反応を停

止させた時にどのように変化するか調べる

予定である。 
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