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研究成果の概要（和文）：生命活動の担い手であるタンパク質がその機能を果たすためには、その高次構造が正
しくなければなりません。逆に、構造異常タンパク質は細胞にとって有害です。細胞内小器官である小胞体に蓄
積した構造異常タンパク質は小胞体関連分解によって処分されますが、その仕組みの一端を解明しました。構造
異常糖タンパク質の場合、糖鎖の形状が認識されて分解されます。この分解の第一段階を開始すると考えていた
酵素EDEM2が、TXNDC11という別のタンパク質と複合体を形成している時にのみ酵素活性を発揮することを証明し
ました (eLife, 2020)。

研究成果の概要（英文）：Protein must gain correct tertiary and quaternary structure to fulfill its 
function assigned by the genetic code. Misfolded proteins are harmful to the cell. Misfolded 
proteins accumulated in the endoplasmic reticulum (ER), an organelle, are dealt with ER-associated 
degradation (ERAD). We unraveled a mechanism of ERAD. In the case of misfolded glycoproteins, the 
structure of N-glycan is recognized for degradation. We proposed that an enzyme termed EDEN2 
initiates the first step of ERAD of misfolded glycoproteins. We demonstrated that EDEM2 indeed 
catalyzes the first step, only when complexed with TXNDC11 (eLife, 2020).

研究分野：分子生物学

キーワード： 構造異常タンパク質
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EDEM2というタンパク質は、期待される酵素活性を試験管内で発揮しないと2005年に報告されていました。遺伝
子破壊細胞の解析により、EDEM2が構造異常糖タンパク質の小胞体関連分解における第一段階に関与することを
我々が見出し、従来のモデルを一新する提唱を2014年に行いました。しかし、試験内の結果と細胞内の結果とが
矛盾していました。今回、その矛盾を複合体形成の観点を用いて解決しました。小胞体関連分解は６０種以上の
疾患の発症に関係しており、これらの治療への道につながる成果です。

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 

細胞間コミュニケーションにとって極めて重要な分泌タンパク質や膜タンパク質が高次構
造を形成する小胞体に、構造異常タンパク質が蓄積すると２つのメカニズムが駆動し、対
処する。申請者の長年に亘る研究から、構造異常タンパク質の量をモニターして対応する
のが小胞体ストレス応答であり、構造異常タンパク質の質をモニターして対応するのが小
胞体関連分解であると考えている。後者の場合、細胞にとって極めて有害な構造異常タン
パク質が出現すると、通常の手順を踏まずに強制分解する。一方、構造異常糖タンパク質
を分解する際には、アスパラギン残基に結合した N 結合型糖鎖（マンノース９個、M9）か
ら、マンノース８個（M8）、マンノース７個（M7）へとマンノースが刈り込まれることが必
要である。これらのマンノース刈り込み酵素には諸説あったが、代表者はヒトの培養細胞
を用いたゲノム編集を行い、第１段階（M9→M8）には EDEM2 が、第２段階（M8→M7）には
EDEM3/1 が必要であることを示し(1)、従来のモデルを一新した。しかしながら、単離精製
した EDEM2 にはマンノース刈り込み活性がないという報告(2,3)と矛盾していた。	

２．研究の目的 

EDEM2 の酵母ホモログである Htm1p も、単独ではマンノース刈り込み活性を示さないが、
PDI というチオレドキシンタンパク質と複合体を形成するとマンノース刈り込み活性を示
すことが報告されていた(4)。本研究の目的は、EDEM2 のパートナータンパク質を同定し、
EDEM2 がマンノース刈り込み活性を有することを証明することである。	

３．研究の方法 

EDEM2 を非還元 SDS 電気泳動にかけると、高分子量の位置にもバンドが検出されることを見出
していた。本研究を開始する前に、構造異常糖タンパク質の小胞体関連分解に関与する遺伝子
のゲノムワイドなスクリーニングが行われ、TXNDC11 というチオレドキシンタンパク質が同定
されていた(5)。そこで、TXNDC11 が EDEM2 のパートナータンパク質であることを細胞レベルで
証明し、EDEM2-TXNDC11 複合体を精製し、マンノース刈り込み活性の有無を調べた。	

４．研究成果	

(1)	EDEM2 を非還元 SDS 電気泳動にかけた時に得られる高分子量のバンドは抗 TXNDC11 抗体と
反応した。	

(2)	EDEM2 には 8 個のシステイン残基が存在する。それぞれをアラニンに置換し、EDEM2 破壊細
胞に導入すると、C65A、C408A、C558A の３つでは構造異常糖タンパク質の小胞体関連分解が行
われなかった。C65 と C408 はマンノース刈り込み酵素ホモロジードメインに存在すること
から、酵素活性に直接必要なジスルフィド結合を形成していると考えた。一方、C558 はそ
の外に存在し、C558A には TXNDC11 は結合しなかった。	

(3)	ゲノム編集により TXNDC11 破壊細胞を作製した。この破壊細胞では、EDEM2 を非還元 SDS
電気泳動にかけた時に得られる高分子量のバンドが消失した。同時にこの破壊細胞では、構造
異常糖タンパク質の小胞体関連分解が行われず、M9 型糖鎖が蓄積した。	

(4)	TXNDC11 には 24 個のシステイン残基が存在する。それぞれをセリンに置換し、TXNDC11 破
壊細胞に導入すると、C692S では、EDEM2 を非還元 SDS 電気泳動にかけた時に得られる高分子量
のバンドが消失した。同時にこの細胞では、構造異常糖タンパク質の小胞体関連分解が行われ
なかった。よって EDEM2 の C558 と TXNDC11 の C692 がジスルフィド結合を介して共有結合して
いると考えた。	

(5)	EDEM2 は TXNDC11 と複合体を形成しているときに、単独の時よりもトリプシン抵抗性を示
し、TXNDC11 の有無により、コンフォメーションが変化することがわかった。	

(6)	TXNDC11 はウェスタンブロットにおいて、常にダブレットのバンドとして検出された。翻
訳開始が M1 と M58 の２カ所で行われる可能性を考え、それぞれアラニンに置換して TXNDC11
破壊細胞に導入した。その結果、M1A では下側のバンドのみ、M58A では上側のバンドのみが検
出され、仮説の正しさが証明された。M1A 導入細胞、M58A 導入細胞共に、構造異常糖タンパク
質の小胞体関連分解が正常に行われていた。M58A は、その直ぐ C 末端側に存在する疎水性領域
が膜貫通ドメインとして機能し、膜タンパク質として存在した。一方 M1A の場合、M58 の直ぐ C
末端側に存在する疎水性領域がシグナルペプチドとして機能し、シグナルペプチドが切断され
ると可溶性タンパク質として存在したが、たまたま切断されないと膜タンパク質として存在し
た。このことは、シグナルペプチダーゼが作用すると考えられる A87 をフェニルアラニンに置
換し、シグナルペプチダーゼが作用しない変異体を作製して解析することにより証明した。	

(7)	TAP	(tandem	affinity	purification)	tag	を付けた野生型および C558A 変異型 EDEM2 を作



製し、半分程度可溶性タンパク質として発現する M1A 変異型 TXNDC11 とともに EDEM2 破壊細胞
に導入し、IgG	Sepharose	ビーズを用いて精製した。予想通り、C558A 変異型 EDEM2 の場合、
EDEM2 のみが精製された。一方、野生型 EDEM2 の場合、EDEM2-TXNDC11 複合体が精製された。こ
れら精製物を pyridylamine(PA)で標識した M9 と反応させ生成物を HPLC で解析した。その
結果、下図に示す様に様に、EDEM2-TXNDC11 複合体は経時的に PA-M9 を PA-M8 に変換し、24
時間後ではほとんどの PA-M9 が PA-M8 に変換された。一方、EDEM2 単独では、これまでの報告
通り、PA-M9 を PA-M8 に変換する活性をほとんど示さなかった。	

［考察］酵母 Htm1p の場合、基質の 10％程度を加水分解しており、本研究で得られたロバスト
なマンノース刈り込み活性は EDEM ファミリータンパク質の中で初めて得られた結果であ
る。以前の研究(1)と本研究(6)により、EDEM2 が構造異常糖タンパク質を小胞体関連分解
する際の開始マンノース刈り込み酵素であることが確定した。	
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