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研究成果の概要（和文）：研究期間中、細胞周期関連因子の解析が進んだ（ここではCdc99とする）。ERADの変
異株において、内在性のCdc99の発現量が上昇していることが分かった。これが分解の抑制によるものか、転写
の上昇によるものか、今後の検討する必要がある。
本研究ではまた、ERADと金属イオン輸送体の新しい遺伝学的相互作用を発見した。この相互作用はCdc99を介し
たものと考えられるが、Cdc99のノックダウン株などを作製して、今後検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：In the course of this study, I focused on the analysis of Cdc99, which is a 
cell-cycle related protein. In the ERAD defective strain, the expression of endogenous Cdc99 
increased. However, because Cdc99 degradation was not significantly affected by the depletion of 
ERAD-related components, the transcription of Cdc99 might have been upregulated in ERAD defective 
strains. I am currently testing this hypothesis.
In this study, I also found a novel genetic interaction between ERAD and metal ion transport. I am 
currently testing if this interaction is mediated by Cdc99.
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１． 研究開始当初の背景 
分泌タンパク質および細胞膜タンパク質

は、小胞体で高次構造を形成する。しかし小
胞体には、高次構造を形成して「成熟したタ
ンパク質」だけでなく、高次構造を形成する
途中の「未熟なタンパク質」、さらには、高
次構造の形成に失敗した「異常タンパク質」
が共存している。小胞体は恒常性を維持する
ために、「異常タンパク質」だけを特異的に
認識して、サイトゾルへ送り返し、ユビキチ
ン・プロテアソームシステムによって除去す
る仕組みを備えている。この分解系は ERAD
（ER-associated degradation）と呼ばれており、
酵母から高等動物までよく保存されている。
品質管理機構および ERAD が破綻すると、異
常タンパク質が小胞体に蓄積して、リューマ
チや神経変性疾患など、様々な病態の引き金
になることが知られている。 
過去約 20 年の研究から、ERAD の分子メ

カニズムの概略が明らかにされてきた。小胞
体の構造異常タンパク質は、分子シャペロン
および糖鎖結合タンパク質などによって特
異的に選別され、小胞体膜近傍の E3 リガー
ゼ複合体に輸送される。次に基質は、レトロ
トランスロケーションと呼ばれる全く未知
の仕組みによってサイトゾルへ送り返され、
ユビキチン化を受ける。その後プロテアソー
ムへ輸送されて分解される。ERAD の経路は
特に出芽酵母でよく解析されている。構造異
常部位が膜貫通領域にある膜タンパク質は
ERAD-M、小胞体内腔の異常タンパク質は
ERAD-L 経路を通り、どちらも Hrd1 E3 リガ
ーゼによってユビキチン化を受ける（上図）。
一方、基質の構造異常部位がサイトゾル側に
ある膜タンパク質は、ERAD-C 経路を通り、
Doa10 E3 リガーゼによってユビキチン化を
受ける。ごく最近、小胞体と連続した構造体
で小胞体のサブドメインでもある核内膜に
局在するタンパク質は、核内膜の Asi E3 リガ
ーゼ複合体によって分解されることも示さ
れた。 
このように ERAD では、モデル基質の「異

常」を認識するメカニズム、「異常」タンパ
ク質を分解する生理的意義の解明など、品質
管理機構としての側面が重点的に研究され
てきた。申請者は ERAD の分子メカニズムを
in vitro、in vivo のアッセイ系によって解析し
てきた。 
品質管理以外の ERAD の生理機能として

知 ら れてい た 数少な い 例の一 つ が 、
HMG-CoA レダクターゼの分解調節である。
この代謝酵素はステロール合成経路の律速

酵素であり、下流の代謝物が増加すると構造
が変化して、Hrd1 によって分解される（フィ
ードバック制御）。ごく最近、Erg1、Erg11 な
ど、ステロール合成経路の他の代謝酵素も
ERAD の基質となることが示された。このよ
うに、ERAD は構造の「異常」だけでなく、
構造の「変化」を巧みに認識して、様々な細
胞機能制御に寄与することが示唆されつつ
ある。これまで品質管理という概念だけでは
説明しにくかった、ERAD の欠損による低温
感受性（脂質組成の変化に起因するらしい）、
ERAD の因子と脂質・代謝酵素の遺伝学的相
互作用などの現象にも、説得力ある説明がな
されつつある。 

 
２．研究の目的 
本研究では、品質管理（Quality Control）に

とどまらない ERAD の生理機能の解明を目
指した。具体的には、申請者が既に取得して
いる ERAD の生理的な基質候補について、E3
リガーゼ複合体による認識機構と、分解の生
理的意義の解明を行うことを目指した。基質
候補の大部分は高等動物にも配列上のホモ
ログが存在するので、高等動物における
ERAD の生理機能の解明も目指した。 

 
３．研究の方法 
出芽酵母データベースから、「ユビキチン

修飾」、「短寿命」、「高等動物との保存性」、「細
胞内局在（小胞体・核・核膜孔・核内膜・脂
質滴）」などを指標に、ERAD によって制御
を受ける可能性があるタンパク質を約５０
個抽出した。これら基質候補に GFP を連結し
た融合タンパク質の安定性を、シクロヘキシ
ミドチェイスによって調べた。さらに、プロ
テアソーム阻害剤（MG132）によって分解が
抑制されるタンパク質を選び出した。 
 酵母株の作製、シクロヘキシミドチェイス
などは定法に従った。 
  
４．研究成果 
研究期間中、細胞周期関連因子の解析が進

んだ（ここでは Cdc99 とする）。Cdc99 は必
須遺伝子であり、欠損させると酵母は致死と
なる。内在性の Cdc99 に 3xHA タグを融合さ
せた酵母株を作製したところ、野生株と同様
の増殖を示したことから、Cdc99-3HA は機能
的であることが分かった。Cdc99-3HA はプロ
テアソームに依存して分解される短寿命タ
ンパク質であり、その分解は ERAD に関わる
E3 酵素 Hrd1、Doa10、E2 酵素 Ubc6/Ubc7 な
どに依存することが分かった。しかし内在性



のCdc99を認識するポリクローナル抗体を作
製して、タグなしの Cdc99 について同様の実
験を行うと、分解されるものの、ERAD の変
異株においても分解の強い抑制がみられな
かった。Cdc99-3HA は小胞体に mis-localize
して分解されているものと予想された。しか
し、ERAD の変異株において内在性の Cdc99
の発現量は上昇していることが分かった。こ
れが分解の抑制によるものか転写の上昇に
よるものかは今後の検討課題である。 
本研究ではまた、ERAD と金属イオン輸送

体の新しい遺伝学的相互作用を発見した。こ
の相互作用はCdc99を介したものと考えられ
るが、Cdc99 のノックダウン株などを作製し
て、今後検討する予定である。 
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