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研究成果の概要（和文）：本研究は、小胞体において糖タンパク質の運命決定を下す小胞体品質管理マシーナリー（フ
ォールディング装置、選別輸送装置、小胞体関連分解装置）の分子認識および作動機構の解明を目的とした。また、特
徴となるアプローチは、真核生物の中で高い生育温度（約60°C）を持つ好熱カビのゲノム情報を活用することにある
。本研究では、X線結晶構造解析によって、ジスルフィド結合の形成と異性化を触媒するプロテインジスルフィドイソ
メラーゼ（PDI）と糖タンパク質のプロセッシングに関わるグルコシダーゼIIの触媒ドメインの立体構造決定に初めて
成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand the molecular recognition and operating mech
anisms of quality control machineries responsible for the glycoprotein fate determination (folding, transp
ort, and degradation) in the endoplasmic reticulum. Our distinctive approach includes application of the g
enome information of eukaryotic thermophiles that can grow at high temperature (about 60 degrees Celsius).
 Using X-ray crystallography, we successfully determined the first crystal structures of protein disulfide
 isomerase (PDI) catalyzing disulfide bond formation and isomerization, and the catalytic domain of glycop
rotein processing enzyme glucosidase II.
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１．研究開始当初の背景 
 小胞体で誕生したタンパク質は、分子シャ
ペロンや酵素の助けを借りて高次構造形成
が行われる。細胞内に異常なタンパク質が蓄
積・分泌すると生体にとって有害となるので、
分泌経路の入り口である小胞体には、高次構
造形成に失敗したタンパク質を選別し、再
生・破壊するための品質管理機構が備わって
いる。ミスフォールドしたタンパク質は最終
的には小胞体から細胞質に逆行輸送され、そ
こでユビキチン・プロテアソーム系により分
解を受ける。この機構は小胞体関連分解と呼
ばれている。小胞体で合成されるタンパク質
の多くは N型糖鎖を持っており、糖鎖をシグ
ナルとして様々な糖加水分解酵素、糖転移酵
素、細胞内レクチンにより品質管理機構は制
御されている。糖タンパク質の品質管理シス
テムは主に３タイプの分子装置から構成さ
れていると想定されている。①糖タンパク質
の適切な立体構造形成を支援する糖タンパ
ク質フォールディング装置、②立体構造形成
に失敗した糖タンパク質を不良品として分
解へと導く装置、③正しい立体構造を獲得し
た糖タンパク質を完成品として選別輸送す
る装置、の３つである。 
 この小胞体品質管理マシーナリーの中で
も、③糖タンパク質選別輸送装置の糖鎖とタ
ンパク質の相互作用系についてはある程度
理解が進んできた［Satoh et al. (2008) J . Biol. 
Chem. 42, 782; Zheng et al. (2013) J . Biol. 
Chem. 288, 20499; Satoh et al. (2014) PLoS 
ONE 9, e87963］。しかしながら一方、①の糖
タンパク質フォールディング装置および②
の小胞体関連分解装置の分子認識の理解に
関しては、ほとんど進んでいないのが現状で
ある。 
 
２．研究の目的 
 今回私は、糖タンパク質フォールディング
装置と小胞体関連分解装置のシステムにお
いて最上流で機能する、2 つの糖加水分解酵
素、グルコシダーゼ II とマンノシダーゼ
（EDEM/Htm1）に着目した。グルコシダーゼ
II は、N 型糖鎖の D1 アームの 2 つのグルコ
ース残基を取り除くことにより、基質糖タン
パク質を糖タンパク質フォールディング装
置へ受け渡す役割と脱離させる役割を担っ
ている。一方、EDEM/Htm1 は D3 アームの非
還元末端のマンノース残基を取り除くこと
で、基質糖タンパク質の小胞体関連分解を促
進させる。また、EDEM/Htm1 は、プロテイ
ンジスルフィドイソメラーゼ（PDI）と複合
体を形成することによって、その機能を発現
している［Sakoh-Nakatogawa et al. (2009) J . 
Biol. Chem. 284, 11815; Gauss et al. (2011) Mol. 
Cell 42, 782］。 
 
 本研究では、X 線結晶構造解析を軸とした
構造生物学的アプローチを駆使することで、
グルコシダーゼ II と EDEM/Htm1・PDI 複合

体の分子認識と作動メカニズムの構造基盤
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 構造生物学研究において、安定性が高いタ
ンパク質である程、一般に結晶化の確率が上
がり溶解度などの物性が向上するため、高度
好熱菌由来の耐熱性タンパク質はモデル分
子として広く用いられている。そこで本研究
では、最近、全ゲノム配列が明らかにされた
真核生物の中で極めて高い生育温度（約
60 ℃ ） を 持 つ 好 熱 カ ビ Chaetomium 
thermophilum に着目した。また、PDI につい
ては既に遺伝子を取得しているなど、我々の
研究室において既に先行研究データがある、
同じ好熱カビに属する Humicola insolens 由来
の PDI も研究対象とした。 
 
４．研究成果 
（１）糖タンパク質の細胞内プロセッシング
に関わるグルコシダーゼ II の立体構造解析 
 好熱カビ C. thermophilum からグルコシダ
ーゼ II 遺伝子の cDNA クローニングを行い、
大腸菌での大量発現系を構築した。大腸菌を
用いて、GST 融合体として発現させ、種々の
カラムクロマトグラフィーによる精製を行
った後、ハンギングドロップ蒸気拡散法を用
いて結晶化を行った。その結果、十分な大き
さの良質の結晶が得られ（図 1）、フォトンフ
ァクトリーにて X 線回折実験を行った。その
結果、1.6 Åの X 線回折強度データを収集す
ることに成功した。位相決定は、セレノメチ
オニン置換体結晶を用いた単波長異常分散
法により行い、2.40 Åでの分解能のデータを
収集した。構造解析の結果、良好な電子密度
マップを得ることが出来た（図 1）。これによ
り、全立体構造決定に向けて、モデル構築と
構造精密化を進めることが可能になった。 

 
図 1：グルコシダーゼ II 触媒ドメインの結晶の写
真（左）。本酵素の電子密度マップ（右）。 
 
（２）プロテインジスルフィドイソメラーゼ
の立体構造解析 
 本研究では、EDEM/Htm1・PDI 複合体によ
る分子認識機構を明らかにすることを目的
として、まずは各々の酵素の立体構造解析を
行った。種々の検討を行った結果、H. insolens
由来の PDI の基質認識ドメインである b’a’ 
ドメインの酸化型および還元型の結晶化に
成功した。位相決定は、b’ および a’ ドメイ
ン単独の NMR 構造を用いた分子置換法によ



り行い、最終的に還元型で 1.85 Å、酸化型
で 3.30 Åの立体構造を決定することに成功
した（図 2）。しかしながら、酸化型と還元型
の a’ ドメイン内の立体構造を比較したとこ
ろ、予想に反して酸化還元に依存した顕著な
a’ ドメイン内の構造変化は見出されなかっ
た。すなわち、PDI の機能発現メカニズムを
理解するためには、結晶構造解析のみでは十
分でなく、相補的に溶液中での解析を行う必
要がでてきた。 

  b’ ドメイン      a’ ドメイン 
 
図 2：酸化型（青）および還元型（赤）の PDI の
立体構造。 
 
 そこで、X 線結晶構造解析によって得られ
た構造情報を初期構造として、PDI-a'ドメイ
ンの還元型、酸化型それぞれについて 150 ns
の MD 計算を実施した。計算には、自然科学
研究機構・分子科学研究所・計算科学研究セ
ンターの奥村久士准教授が開発した独自プ
ログラムを利用した。得られた計算結果に基
づいて、立体構造の揺らぎの指標である root 
mean square fluctuation の解析を行った。その
結果、酸化型 PDI-a’ ドメインでは、還元型
において安定していた一部のループ領域の
構造の揺らぎが顕著に増大することがわか
った。また、活性部位の酸化還元状態に依存
した影響は、活性部位のシステイン残基周辺
のみならずドメイン間相互作用に関与して
いるアミノ酸残基に伝播することが明らか
となった。こうした PDI-a’ ドメインの構造
揺らぎの変化が、ドメインの相対配置の制御
において重要な役割を果たしている可能性
が示唆された。 
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