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研究成果の概要（和文）：グルタチオンは小胞体レドックス制御に必要な還元力であることがわ

かってきた。グルタチオンはサイトゾルで合成されるが、その小胞体への取り込みの機序は未

だ不明なままである。小胞体に roGFP を発現する安定発現株から調製したマイクロソームを用

い、内腔へのグルタチオンの取り込みを鋭敏に検出することで、小胞体内へのグルタチオン輸

送に小胞体膜タンパク質が必要であることを明らかにし、さらにグルタチオン輸送を阻害する

薬剤を同定した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Glutathione is required for ER redox regulation. GSH is synthesized 
in cytosol while the mechanism by which GSH is transported into the ER is still unknown. 
We showed that ER membrane proteins are necessary for GSH transport into the ER and 
identified inhibitors for GSH transport into the ER by a sensitive detection system using 
roGFP for GSH transport into the ER. 
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１．研究開始当初の背景 

小胞体は細胞内で合成されるタンパク質
の約 30% を占める分泌タンパク質及び膜タ
ンパク質がフォールディング及び成熟され
るオルガネラである。このような多量なタン
パク質を扱うため、小胞体は厳格なタンパク
質品質管理機構を持つ。小胞体においては正
しくフォールディングしたもののみが小胞
体を出て、ゴルジ体を通り最終目的地へと送
られる。正しくフォールディングできなかっ
たタンパク質は小胞体内に留められ、リフォ
ールディングされる。どうしてもフォールデ

ィングできなかったタンパク質は識別され、
小胞体からサイトゾルへ逆行輸送され、ユビ
キチン・プロテアソーム経路により分解され
る。この一連の分解機構は小胞体関連分解と
呼ばれる。 

小胞体は成熟されるタンパク質の機能発
現に必要なジスルフィド結合の形成に適し
た酸化的環境にあり、そのレドックス環境の
制御維持はタンパク質の品質管理において
極めて重要である。その異常はミスフォール
ドタンパク質の蓄積、つまり小胞体ストレス
の惹起を引き起こす。ひいては細胞死を引き
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起こすことで神経変性疾患を始めとするフ
ォールディング病の原因となる。 

小胞体は、タンパク質のフォールディング
に必要なジスルフィド結合形成に適した酸
化的環境にある一方で、ミスフォールドタン
パク質の小胞体関連分解においては小胞体
からサイトゾルへの逆行輸送に先立ってジ
スルフィド結合が開裂される必要がある。
我々はこれまでに小胞体ジスルフィド還元
酵素 ERdj5 がミスフォールドタンパク質のジ
スルフィド結合を還元することで小胞体関
連分解を促進することを明らかにした。しか
しながら、酸化的な環境にある小胞体におい
て ERdj5 がジスルフィド還元酵素として機能
するためには何らかの還元力を受け取る必
要がある。また、小胞体におけるフォールデ
ィングにおいても間違ったジスルフィド結
合をPDIやERp57といった小胞体酸化還元酵
素によって掛け替える際に還元力が必要で
あり、これについてはグルタチオンが担って
いることが知られている。 
 
２．研究の目的 
 グルタチオンは小胞体において mM order
で存在するため、小胞体レドックスを規定す
る主要な分子であり、また小胞体における還
元力のソースであることも明らかになって
きた。グルタチオンはサイトゾルにおいて合
成されるため、サイトゾルから小胞体膜を介
して小胞体内腔へと運ばれるが、その小胞体
内への取り込みの機序は未だ不明なままで
ある。本研究ではグルタチオンの小胞体内腔
への取り込みに関わるグルタチオントラン
スポーターを同定し、グルタチオントランス
ポーターによる小胞体レドックス制御機構
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 小胞体膜上におけるグルタチオントラン
スポーターを同定するために、HEK293 細胞
から分画したマイクロソーム画分を主に実
験材料として用いた。グルタチオンの取り込
みは、取り込みに伴う内腔の酸化還元酵素の
還元を検出することにより同定した。この還
元は酸化還元酵素におけるフリーなシステ
イン残基をポリエチレングリコールが結合
したマレイミド試薬で修飾したことに伴う
SDS-PAGE における泳動度の遅れにより検出
した。また、レドックス依存的な蛍光特性を
持つ roGFPを小胞体に発現させた細胞から調
製したマイクロソームについては roGFPにグ
ルタチオン添加に伴うレドックス依存的な
蛍光変化を測定することで検出した。 
 
４．研究成果 

HEK293 細胞由来のマイクロソームにグル
タチオンを添加すると内腔のタンパク質で

ある ERp72 や ERdj5 の還元が観察された。一
方で、マイクロソームから抽出したリン脂質
から再構成したリポソーム内に封入した
ERdj5 の還元はグルタチオンを添加しても観
察されなかった。また、マイクロソームに低
分子イオノフォアであるアラメチシンを加
えてやるとグルタチオンの取り込みが促進
された。これらの結果は、マイクロソームに
含まれるタンパク質がグルタチオンの小胞
体内腔への取り込みに必要であることを強
く示唆する。さらに、小胞体内腔へのグルタ
チオンの取り込みを鋭敏に検出する系を構
築するために、HEK293 細胞の小胞体に
roGFP を発現する安定発現株を作製した。こ
の安定発現株から調製したマイクロソーム
を用い、内腔へのグルタチオン取り込みに影
響を与える様々な因子の検討を行った。その
結果、プロテイナーゼ K 処理により、グルタ
チオンの取り込みが阻害を受けること、また
ATP や ADP の添加はグルタチオンの取り込
みに影響を与えないことがわかった。そこで、
どのようなトランスポーターがグルタチオ
ントランスポーターとして機能しているか
明らかにするため、内腔へのグルタチオン取
り込みを阻害するトランスポーターインヒ
ビターの探索を行った。その結果、有機アニ
オ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー (organic anion 
transporter, OATP)阻害剤であるフルフェナミ
ン酸がグルタチオン取り込みを阻害するこ
とがわかった。また、ATP や ADP の添加が
影響を与えなかったことと一致して、ABC 
transporter の阻害剤はグルタチオンの取り込
みに阻害効果を与えなかった。さらに
HEK293 細胞で OATP family タンパク質であ
る 2A1, 3A1, 4A1, 5A1 の knockdown をそれぞ
れ行った。しかしながら、これらの knockdown
は HEK293 細胞から分画したマイクロソーム
におけるグルタチオン取り込みに対する影
響を与えず、また、細胞レベルでも酸化剤添
加後の小胞体内レドックス状態の回復にお
いてもそのknockdownの影響が見られなかっ
た。この結果は特定の OATP ではなく、複数
のOATPが小胞体におけるグルタチオンの取
り込みに関わっていることを示唆している
のかもしれない。いずれにせよ、本研究の成
果は、今後小胞体グルタチオントランスポー
ターを同定するうえで重要な知見を与える
ものである。 
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