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研究成果の概要（和文）：小胞体における不要糖タンパク質の分解は、タンパク質に付加されたN型糖鎖からの
マンノース刈り込みにより制御される。本研究では、マンノース刈り込みの第1ステップの実行酵素候補である
EDEM2がTXNDC11と分子間ジスルフィド結合を形成することを見出し、TXNDC11がEDEM2の機能に必須なパートナー
分子であることを明らかにした。また、これまで困難であったEDEM2-TXNDC11複合体の酵素活性の生化学的な検
出に初めて成功した。

研究成果の概要（英文）：Mannose trimming of N-glycan regulates endoplasmic reticulum (ER)-associated
 degradation of misfolded glycoproteins. In this study, we found that EDEM2, a putative ER-localized
 mannosidase, was stably disulfide-bounded to TXNDC11, an ER-localized protein with five 
thioredoxin-like domains. This covalent association was essential for mannose trimming and 
glycoprotein degradation. We also clearly demonstrated for the first time that EDEM2-TXNDC11 complex
 purified from culture cells had mannosidase activity against N-glycan in vitro.

研究分野： 細胞分子生物学

キーワード： 小胞体　マンノシダーゼ　タンパク分解
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によるEDEM2-TXNDC11複合体のマンノシダーゼ活性検出により、遺伝子破壊解析の知見から我々が提唱し
ていた小胞体のマンノース刈り込みの分子機構が生化学的にも立証された。小胞体における不要タンパク質の分
解は、細胞の生命活動において不可欠な機構である。TXNDC11によるEDEM2の活性制御の発見とEDEMタンパク質の
酵素活性の測定法の確立により、その分子機構の理解がより深まると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

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

小胞体に局在する糖タンパク質が分解される場合、アスパラギン残基に付加された N 型糖鎖の

構造が分解シグナルとして機能する(図 1)。すなわち、マンノースを 9個有する糖鎖(M9 型糖鎖)

の B鎖から 1個のマンノースが刈り込まれ(第 1ステップ)、続いて、M8B 型糖鎖から１〜3個の

マンノースが刈り込まれる(第２ステップ)と、その構造を認識するレクチン OS-9 が結合し、糖

タンパク質は分解へと導かれる。EDEM タンパク質は、マンノシダーゼホモロジードメインを有

する小胞体局在性のタンパク質であり、哺乳動物では EDEM1、EDEM2、EDEM3 の３つが存在する。

我々は、ヒト HCT116 細胞を用いた逆遺伝学的解析により、マンノース刈り込みの第 1ステップ

には EDEM2 が必須であり、第２ステップには EDEM3 あるいは EDEM1 が必須であることを明らか

にしてきた(J. Cell Biol. 2014; 206,347-356)。この知見は３つの EDEM タンパク質がマンノ

シダーゼであることを強く示唆している。一方で、精製した EDEM タンパク質を用いて酵素活性

を検出した例はなく、とりわけ EDEM2 についてはマンノシダーゼ活性を持たないという報告も

存在する(Glycobiology 2005; 15,421-436)。そのため、EDEM タンパク質がマンノシダーゼであ

ることを実証するためには、酵素活性を生化学的に検出することが不可欠であった。 

 

２．研究の目的 

EDEM タンパク質の出芽酵母ホモログである Htm1p がマンノシダーゼ活性を発揮するには、プ

ロテインジスルフィドイソメラーゼ PDI を必要とする。そこで、EDEM2 の酵素活性の実証を目的

として、EDEM2 と相互作用することが知られていたチオレドキシン様タンパク質 TXNDC11 に着目

し、TXNDC11 の機能解明、および EDEM2-TXNDC11 複合体の酵素活性の検出を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1) プラスミド DNAの作成 

タンパク質発現用のプラスミド DNAの作成およびアミノ酸点変異導入は、一般的な分子生物学

的手法を用いて行った。 

 

(2) TXNDC11 欠損細胞の作成 

CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集法により、HCT116 細胞の TXNDC11 遺伝子に薬剤耐性マーカー

を挿入する遺伝子破壊を行った。 

 

(3) EDEM2-TXNDC11 複合体の精製 

EDEM2 を欠損する HCT116 細胞にプロテイン A および TEV プロテアーゼ認識配列を付加した

EDEM2(EDEM2-TAP),および Flag タグを付加した TXNDC11 を発現させた。EDEM2 は小胞体内の可溶



 

 

性タンパク質であることから、精製効率を高めるために、本研究で同定した可溶型 TXNDC11 を発

現させた。細胞を溶解したのち、プロテイン A に結合する IgG ビーズを用いて EDEM2-TAP と可

溶型 TXNDC11 の複合体を精製し、TEVプロテアーゼを作用させて EDEM2-TAP からプロテイン Aを

切断することで、高純度の EDEM2-TXNDC11 複合体を溶出した。M9 型の合成糖鎖を基質として、

EDEM2-TXNDC11 複合体のマンノシダーゼ活性の測定を行った。 

 

４．研究成果 

(1) EDEM2 の機能に必須なシステイン残基の同定 

Htm1p が酵素活性を発揮するためにはシステイン残基が重要であることが知られている。そこ

で、EDEM2 のシステイン残基に点変異を導入し、その影響を調べた。EDEM2 を欠損した細胞では

モデル構造異常糖タンパク質である mCD3-d-DTM-HA のマンノース刈り込みが停止するため、

mCD3-d-DTM-HAの分子量がわずかに大きくなる。野生型 EDEM2 を EDEM2 欠損細胞に発現させると

分子量シフトは解消されるが、65番目、408番目、558番目のシステイン残基をそれぞれアラニ

ンに置換した変異体 EDEM2 では解消されなかった。したがって、これら３つのシステイン残基が

EDEM2 の機能に必須であることが明らかになった。Htm1p との構造比較から、マンノシダーゼホ

モロジードメイン内にある 65番目と 408番目のシステイン残基は、分子内ジスルフィド結合を

形成すると考えられた。 

 

(2) EDEM2 と TXNDC11 は安定な分子間ジスルフィド結合を形成する 

TXNDC11 は CXXC モチーフからなるチオレドキシンドメインを有することから、EDEM2 と分子間

ジスルフィド結合を形成する可能性が考えられた。その可能性を検討したところ、実際に両者が

安定な分子間ジスルフィド結合を形成することを見出した。また、EDEM2 欠損細胞および TXNDC11

欠損細胞のいずれにおいても当該複合体が消失した。すなわち、EDEM2 と TXNDC11 は互いに主要

な結合分子であることが明らかとなった。 

 次に、TXNDC11 および EDEM2 のシステイン残基に点変異を導入し、両者の分子間ジスルフィド

結合形成への影響を調べた。その結果、EDEM2 の 558番目のシステインと TXNDC11 の 692番目の

システインがジスルフィド結合を形成することを見出した。上述のように、EDEM2 の 558番目の

システイン残基は EDEM2 の活性に必要であったことから、TXNDC11 との結合が EDEM2 の機能に必

須であることが示唆された。 

 

(3) TXNDC11 は EDEM2 の機能に必須なパートナー分子である 

EDEM2 が欠損した HCT116 細胞では、モデル分解基質である ATF6や mCD3-d-DTM-HAのマンノー

ス刈り込みが起こらず、両者の分解が遅延する。そこで、TXNDC11 欠損細胞を作成し、TXNDC11

欠損細胞における ATF6 および mCD3-d-DTM-HAのマンノース刈り込みと分解効率を調べた。その

結果、EDEM2 欠損細胞と同じく、TXNDC11 欠損細胞においてマンノース刈り込みが停止し、ATF6

や mCD3-d-DTM-HA の分解も遅延した。野生型 TXNDC11 を TXNDC11 欠損細胞に発現させると、マ

ンノース刈り込みと分解が回復したが、EDEM2 と分子間ジスルフィド結合を形成できない

TXNDC11(C692S)変異体では回復しなかった。これらのことから、TXNDC11 は EDEM2 の機能に必須

なパートナー分子であると結論した。 

また、TXNDC11 欠損細胞では、野生型細胞に比べて EDEM2 の発現量が低下した。TXNDC11 欠損細

胞の EDEM2 はトリプシンに対する高い感受性を示したことから、TXNDC11 が欠損することにより

EDEM2 のコンフォメーションが変化したと考えられた。すなわち、TXNDC11 の役割の１つは、EDEM2

の構造を正常に維持することであると考えられた。 

 

(4) 選択的翻訳開始機構により、TXNDC11 は膜型と可溶型の２種類の分子として発現する 

TXNDC11 を還元条件でウエスタンブロット解析すると、分子量の異なる２つのバンドが検出さ

れた。この要因を詳細に解析した結果、TXNDC11 の mRNA は機能的な２つの開始コドンを有して

いることが明らかとなった。TXNDC11 は N末端側に疎水性領域を有するが、２つの開始コドンの

うち上流側から翻訳された場合はこの疎水性領域が膜貫通ドメインとして機能し、下流の開始



 

 

コドンから翻訳された場合は当該疎水性領域がシグナル配列として機能することも判明した。

すなわち、２つの開始コドンの存在により、TXNDC11 は膜型と可溶型の２種類のタンパク質とし

て発現することが明らかとなった。 

 

(5) EDEM2-TXNDC11 複合体はマンノシダーゼ活性を有する 

TXNDC11 は EDEM2 の機能に必須なタンパク質であることが明らかとなったことから、EDEM2 と

TXNDC11 の複合体を培養細胞から精製し、合成糖鎖に対する酵素活性を測定した。野生型 EDEM2

と TXNDC11 からなる複合体については、M9 型糖鎖を M8B 型に効率よく変換する活性が検出され

た(図 2)。したがって、EDEM2 が酵素活性を有することが生化学的に初めて実証された。また、

M8B 型糖鎖から M7 型糖鎖への変換はわずかに認められたのみであったことから、遺伝子破壊解

析の結果から提唱したモデルと合致して、EDEM2 はマンノース刈り込みの第 1ステップを特異的

に実行する活性を有することが明らかとなった。一方、TXNDC11 と結合できない EDEM2(C558A)変

異体については、わずかな酵素活性が認められたのみであった(図 2)。この結果は、細胞系で得

られた解析結果と良く一致した。以上のことから、生化学的解析においても、TXNDC11 が EDEM2

の機能に必須なパートナー分子であることが実証された。 

 

 

 また、本研究で採用したプロテイン A と TEV プロテアーゼによる２段階精製法が EDEM2 の酵

素活性測定に有効であったことから、本手法を EDEM3 および EDEM1 にも適用し、EDEM3 および

EDEM1 の精製タンパク質を得て、その酵素活性の測定も行なった。EDEM3 および EDEM1 について

は TXNDC11 とのジスルフィド結合形成が認められなかったことから、それぞれ単独で細胞に一

過性発現させて精製を行い、酵素活性を測定した。その結果、EDEM3 と EDEM1 には M8B 糖鎖を M5

糖鎖まで変換する活性が認められた。すなわち、本研究により、EDEM タンパク質の酵素活性を

生化学的に検出する手法が確立された。 
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