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研究成果の概要（和文）： 
ジスルフィド結合の形成・開裂は、タンパク質の高次構造形成およびミスフォールドタン

パク質の分解除去において極めて重要な酸化還元反応である。本研究代表者は、大腸菌およ

びヒト細胞の小胞体におけるタンパク質ジスルフィド結合において中心的役割を担う膜酸化

酵素 DsbBとフラビン酵素 Ero1αの構造生化学的研究を主たる研究テーマとして進め、それら
の結晶構造解析に成功した。この成果に加え、ミスフォールドタンパク質の分解除去に関わ

るジスルフィド結合還元酵素 ERdj5 全長の結晶構造解析にも成功し、同酵素が促進する一連
の小胞体関連分解経路の分子機構を解明するに至った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The formation and cleavage of disulfide bonds play a critical role in the folding into native protein 
structure and the elimination of misfolded proteins. Receiving the support by a Grant-in-Aid for Young 
Scientists (A) from MEXT, I have accomplished structural and biochemical analyses of DsbB, an E. coli 
membrane protein, and Ero1α, a human flavoenzyme, both of which are responsible for protein disulfide 
bond generation in cells. I also succeeded in the crystal structure analysis of ERdj5, a protein disulfide 
reductase that accelerates degradation of misfolded proteins and thereby clarified its mechanism of 
operation to drive the ER-associated degradation. 
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１．研究開始当初の背景 
二つのシステイン残基間で形成されるジス
ルフィド結合は、蛋白質の高次構造形成の
みならず機能発現制御に大きく寄与し、細胞
品質管理において極めて重要な化学結合で
ある。本研究課題では、細胞における蛋白質

ジスルフィド結合形成システムの構造生物
学的研究を展開し、その機能発現メカニズム
を分子構造レベルで解明する。特に大腸菌に
おける DsbB-DsbAシステム、およびヒト細胞
の小胞体に存在する Ero1α-PDIシステムを対
象とし、両システムの機能発現メカニズムに
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関する知見を照合することにより、細胞内で
のジスルフィド結合形成に関する普遍的原
理を見いだし、独創的学問分野を確立する。 
 
２．研究の目的 
大腸菌における DsbB-DsbAシステム、および
ヒト細胞の小胞体に存在する Ero1α -PDI シ
ステムを主たる研究対象とし、両システムの
機能発現メカニズムの解明を目指した構造
生化学的研究を展開する。さらに小胞体中に
生じたミスフォールドタンパク質の分解除
去を促進するジスルフィド結合還元酵素
ERdj5 の構造解析にも着手し、ERdj5 が駆動
する蛋白分解経路の一連の作用機序を分子
構造レベルで詳細に解明する。 
 
３．研究の方法 
研究対象とするジスルフィド結合形成・開裂
因子ついて、X線結晶構造解析を主たる手段
として構造決定を行った。また構造情報に基
づく機能解析について、細胞を用いた in vivo
解析と精製系を用いた in vitro解析の両方を
遂行した。 
 
４．研究成果 
2006 年に発表した DsbB-DsbA-ユビキノン反
応中間複合体の結晶構造に加え(Inaba* et al., 
Cell, 2006)、DsbAが結合する前の反応始状態
の DsbB 膜酸化酵素の結晶構造をモノクロー
ナル抗体 Fabフラグメントとの共結晶化によ
り成功するに至った（Inaba* et al., EMBO J., 
2009）。これら二つの状態の結晶構造と 2009
年にアメリカのグループにより報告された
DsbA酸化後の DsbBの NMR構造(Zhou et al., 
Mol Cell, 2008)を詳細に比較することにより、
DsbB が DsbA にジスルフィド結合を受け渡
す過程における DsbB の巧妙な構造ダイナミ
クスが明らかとなった（Inaba* J. Biochem. 
2009; Inaba* Genes Cells, 2010）。以上得られた
構造生物学的知見は、本研究代表者がそれま
でに提唱した DsbB による DsbA 酸化反応機
構モデルおよび DsbB とユビキノンによるジ
スルフィド結合新規創生の化学スキームを
強くサポートし、まさに「大腸菌におけるタ
ンパク質ジスルフィド結合形成システムの
分子基盤」を確立するに至った。 
さらに、高等生物細胞のタンパク質品質管

理に関わるジスルフィド形成・開裂因子の構
造生物学および生化学的研究を新たに開始
し、幾つかの成果をあげるに至った。その成
果の一つとして、ヒト細胞内での蛋白質ジス
ルフィド結合形成において中心的役割を担
うフラビン酵素 Ero1α 全長の結晶構造解析
を成功するに至った（Inaba* et al., EMBO J., 
2010）。これにより、同酵素が FAD分子と共
役してジスルフィド結合を創りだすための
反応中心の構造と化学スキームを原子レベ

ルで明らかにした。興味深いことに、Ero1α
はジスルフィド結合を創りだすに伴い活性
酸素種の源である過酸化水素を産出し酸化
ストレスを誘発することが知られている。本
研究において Ero1αの高活性状態および不活
性状態両方の結晶構造を解き、さらに並行し
て進めた系統的な生化学実験により、Ero1が
小胞体内のレドックス環境を鋭敏にセンス
し、その活性を制御する巧妙な分子機構も解
明した。 
ヒ ト 細胞 の 小 胞 体 の 中 には Protein 

Disulfide Isomerase (PDI)ファミリーの蛋白質
が 20種類以上も同定されているが、Ero1αは
その中でも PDIのみを特異的に酸化する。そ
の結果、Ero1α-PDI 酸化システムは効率的に
蛋白質ジスルフィド結合を導入すると考え
られている。本研究代表者が解いた Ero1の結
晶構造と以前報告されている PDIの構造デー
タを基にドッキングシミュレーション及び
系統的な変異体解析を行い、Ero1αによるPDI
の特異的な認識機構において、Ero1α 中の突
出したβヘアピンと PDI b’-domain に存在す
る疎水性ポケット間の特異的な相互作用が
重要な役割を担うことを解明するに至った
（Masui et al., J. Biol. Chem. 2011）。 
さらにもう一つの成果として、本来酸化的

な環境である小胞体においてミスフォール
ドした蛋白質のジスルフィド結合を還元し、
その分解（小胞体関連分解：ERAD）を促進
する酵素 "ERdj5"全長の結晶構造解析にも成
功した（Hagiwara et al., Mol. Cell 2011）。ERdj5
は、PDI ファミリーの因子の中で最も大きい
（~90 kDa）マルチドメイン蛋白質であり、
その低い発現効率および高い凝集性のため
結晶化には多くの困難を伴ったが、徹底した
サンプル調整条件および結晶化条件の検討
の結果、2.4 Å 分解能でその構造を解くに至
った。また、得られた ERdj5全長の構造情報
を基に機能解析を進め、ERdj5 が促進する小
胞体関連分解経路の分子機構モデルを提唱
するに至った。以上の研究成果は、ヒト細胞
小胞体中のタンパク質品質管理に関わる二
つの重要な経路（高次構造形成の促進とミス
フォールドタンパク質の分解）の作用機序の
解明につながり、国内外で活発に研究が進め
られている小胞体品質管理の学問分野にお
いて大きく貢献した。 
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