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研究成果の概要（和文）：

小胞体における品質管理機構のなかで、小胞体関連分解の分子機構について解析を行った。

ミスフォールドタンパク質を productive folding から分解経路へ引き抜く因子 EDEM1 の他に、

小胞体における初めての還元酵素 ERdj5 が、ミスフォールド基質のジスルフィド結合を還元す

ることによって ERAD を促進することを見出した。ERdj5 の結晶構造解析にも成功し、糖タ

ンパク質の ERAD 経路の全体像を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：
We analyzed the molecular mechanism of ER-associated degradation (ERAD). In

addition to EDEM, which recruits the misfolded proteins from productive folding pathway
to degradation pathway, we also found a novel reductase in the ER, ERdj5, is also involved
in the acceleration of ERAD by cleaving disulfide bonds of the substrates. By using
biochemical and structural analysis, we have revealed the substrate transfer pathway in
the ERAD system; misfolded proteins are transferred from calnexin to EDEM1, ERdj5, BiP
and finally to SEL1L in the ERAD complex.
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１．研究開始当初の背景
細胞内においては、合成され、いったん正

しい構造へ折り畳まれたタンパク質も、不断
に変性の危険にさらされている。また、遺伝

的変異などによって正しくフォールディング
できないタンパク質の監視とハンドリングも
細胞の生存にとって必須の防御システムであ
る。本研究においては、主として小胞体にお
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けるタンパク質の品質管理機構を研究するこ
とを目的とした。

その背景として、小胞体におけるミスフォ
ールドタンパク質の分解（小胞体関連分解、
ERAD）では、いったん基質はサイトゾルへ逆
輸送された後にユビキチン・プロテアソーム
系によって分解されることが明らかになり、
国際的にももっともホットな領域になってい
る中、申請者らはERAD のキー因子である
EDEM1 という新規遺伝子をクローニングし、
これが糖鎖を認識しつつミスフォールドタン
パク質の分解促進に寄与していることなどを
報告してきた(Science,2003,Y.Oda,K.Nagata
et al.計4 名,4 番目など）という経緯がある。
本研究は、このEDEM1 から着想し、小胞体

内レドックス制御の重要性を視野に入れなが
ら、ERAD システムの分子機構の全体像に迫ろ
うというものである。

２．研究の目的
（１）小胞体関連分解における EDEM ファミ
リータンパク質の役割の解明
小胞体においてミスフォールドしたタン

パク質は、小胞体内から逆輸送チャネルを介
して、サイトゾルへ逆輸送され、小胞体関連
分解(ERAD)と呼ばれる機構により分解され
る。申請者らは、この分解の鍵となる因子と
して EDEM1 および EDEM ファミリータンパク
質を発見した。①EDEM ファミリータンパク質
の性質の解析、②EDEM に関連し、ERAD を促
進する他の因子の同定・探索と、それらが
EDEM 経路のどこに位置するのかの解析を行
う。
（２）小胞体レドックス関連因子によるミス
フォールドタンパク質の分解制御の解明

小胞体においてはタンパク質はジスルフ
ィド結合を介してフォールディング骨格を
安定化するが、これには酸化酵素、イソメラ
ーゼが関わっている。一方、ミスフォールド
したタンパク質がトランスロコンを通過す
るためには、ジスルフィド結合が還元され開
裂していなければならない。ミスフォールド
タンパク質の効率的な ERAD 促進のために、
①小胞体におけるレドックスネットワーク
の解明、②とりわけ小胞体還元酵素の同定と
クローニング、③それら還元酵素による基質
タンパク質の凝集阻害、ジスルフィド結合の
還元を通じてレトロトランスロケーション
の促進について研究する。

３．研究の方法
（１）EDEM ファミリータンパク質およびERAD
関連分子の研究は、永田が中心になって推進
した。①組換え体EDEM の精製を通じて、タン
パク質としてのEDEM がどのように基質認識

に関わるかを、レクチン活性、酵素活性、基
質認識活性などについて解析。②EDEM と結合
してERADを促進する他のERAD関連因子を同定
し、それらの共同作用によるERADの全体像に
迫る。③ERAD に関係するタンパク質として
YOS9 が酵母で発見され、Man8B レクチンでは
ないかと報告された。YOS9 はEDEM の下流因
子と報告されたがこれについてはまったく明
らかではない。この因子とEDEM との関係を詳
細に検討。④ユビキチン化におけるE3 酵素、
gp78 などがERAD に関与することを見いだし
ているので、これらの因子の関与とEDEM との
関連を調べる。
（２）小胞体レドックス制御とERAD との関連
については、永田と稲葉が協力して行った。
稲葉はこれまでに大腸菌ペリプラズムにおけ
るレドックス制御に関して顕著な業績を挙げ
てきた。永田と稲葉は協力しながら、次のよ
うな研究を行った。①小胞体におけるジスル
フィド結合還元に関わる酵素の同定を行い、
その還元力の定量、およびERAD 基質の還元に
伴う分解の促進について解析を進める。②小
胞体におけるレドックス関連因子間のジスル
フィドネットワークを明らかするため、各因
子をRNAi のノックダウンしたのち、各因子の
レドックス状態をプロテオーム的に解析し、
小胞体におけるproductive folding および
ERAD において、それらレドックスネットワー
クの重要性を明らかにする。

４．研究成果
（１）EDEM ファミリータンパク質および
ERAD 関連分子の研究
①量が少ないこと、凝集性が高く安定なタン
パク質として精製がむずかしいことなどか
ら、EDEM の精製は困難を極めた。そこで細胞
内に EDEM を発現させ、その性質を調べる方
法に切り替え、その結果、EDEM はわずかなが
らもマンノシダーゼとしての酵素活性を持
つこと、非糖タンパク質にも結合性を有する
ことから必ずしもレクチンとしての性質だ
けによって ERAD を促進しているのではない
ことを明らかにした。
②新しい方法論を採用して、EDEM1 に結合し
ERAD に関わる新規因子を探索した結果、
ERdj5 という新しいタンパク質が、小胞体に
おいてジスルフィド結合の還元酵素として
働き、ERAD を促進していることを発見し、
Science 誌に発表することができた。
③さらに ERdj5 が小胞体分子シャペロン BiP
とも結合し、分解基質の受け渡しを行ってい
ることを明らかにした。
④ERdj5 の X 線結晶構造解析を稲葉と共同で
推進し、構造を解くことに成功した。ERdj5
は C末端に位置するチオレドキシン様ドメイ
ン(Trx３/4 ドメイン)を介して、ミスフォー



ルドした糖タンパク質を EDEM1から受け取る
一方、J ドメインを介して、基質を分子シャ
ペロン BiP に受け渡す。また同じ C 末端領域
に EDEM1 も基質も結合し、さらに還元活性の
この領域にあることを明らかにした。
⑤このような構造情報を用いて、分解基質が
カルネキシン、EDEM1、ERdj5、BiP と受け渡
され、最終的に ERAD 複合体の１つである
SEL1L に受け渡されて、小胞体膜チャネル、
ディスロコンからサイトゾルへ逆輸送され
る、ERAD 経路の全体像を明らかにすることに
成功した。この成果は Mol. Cell 2011 に採
択され、その表紙を飾ることになった。
⑥EDEM・ERdj5・BiP 経路は糖タンパク質の分
解経路であるが、非糖タンパク質の分解経路
がカルネキシン・EDEM 経路を使わず、
BiP/ERdj5/BiP からなる一連の因子間をリレ
ーされることによって分解されることを示
すことができた。このように細胞内には、糖
タンパク質、非糖タンパク質の２つの EARD
経路があることを明らかにした。

（２）小胞体レドックス制御と ERAD
①小胞体に局在する２１種類の酸化還元酵
素にタグを付け、免疫沈降によって相互作用
するタンパク質を同定するインターラクト
ーム解析を行った。その結果、主たる酸化還
元酵素 ERO１a に結合する数種類の酸化還元
酵素群を見つけることができた。なかでも
ERO1a は PDI と強い結合を示し、機能的にも
互いに制御し合うハブ複合体を形成してい
た。また酸化力は ERO1a から PDI を経て、他
の酸化還元酵素にも伝えられることを示す
ことができた。小胞体においては多くの酸化
還元酵素が複雑なネットワークを形成しな
がら酸化還元反応を遂行していることが明
らかになった。
③小胞体における主要な酸化酵素は Ero1aお
よび PDI である。Ero1 による PDI の酸化が酸
化反応の起点になっているが、この酸化反応
における電子伝達経路を明らかにすること
ができた。酸素電極および SPR 解析を用いて、
GSH（グルタチオン）から電子が PDI の a ド
メインに、a ドメインから分子内伝達経路を
経て、a’ドメインに移り、それから Ero1a
に伝えられることを示すことができた。
③ERdj5 の他に小胞体において酸化還元に関
与する因子の探索を行い、新たな酸化還元酵
素 TMX4 を発見、クローニングすることに成
功した。TMX4 は小胞体膜に局在する酸化酵素
であり、タンパク質の構造形成に必須のジス
ルフィド結合形成に関与することを示すこ
とができた。特に、TMX4 の小胞体内腔側に存
在する CXXC モチーフが酸化に関与すること
を変異体作成などによって明らかにし、また
TMX4 が小胞体分子シャペロンカルネキシン
と相互作用することによって、新生ポリペプ

チド鎖にジスルフィド結合を導入すること
を示した。また同様に他の酸化還元酵素
ERp57 とも相互作用しつつ、その活性を発揮
している可能性を示した。
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