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研究成果の概要（和文）：ジスルフィド結合形成は、分泌タンパク質（産業上有用なタンパク質の多くが含まれる）に
とって立体構造形成上、重要な反応ステップである。哺乳動物細胞の小胞体内には、ジスルフィド結合の形成に関わる
と予想されるチオレドキシン様の酵素が20種存在している。しかし、各酵素の生理的な基質が不明であるため、各酵素
の役割の違いはほとんど分かっていない。本研究では、これらの酵素のうちの一つであるJPDIの基質候補タンパク質を
マウス組織中から同定した。更に、インシュリンの前駆体と直接相互作用するチオレドキシン様酵素を４種類同定した
。これらの発見から分泌タンパク質の立体構造形成過程を理解する上で重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Formation of disulfide bonds is a crucial step in the folding of a number of 
proteins that go through the secretory pathway. They include proteins with industrial importance such as 
insulin. The ER of mammalian cells harbors twenty enzymes that belong to thioredoxin-superfamily members 
(they are also called thioredoxin-like proteins). These enzymes are implicated in the formation of 
protein disulfide bonds. However, the physiological function of each enzyme is unclear, due to the lack 
of information on its substrates. To gain insights into the role of JPDI, one of the enzymes, we 
successfully identified the potential substrates of this enzyme from a mouse tissue. Furthermore, we were 
able to identify four of thioredoxin-superfamily members that interacted with proinsulin (a precursor of 
insulin) via formation of an intermolecular disulfide bond. These findings provide insights into the 
mechanisms of folding of secretory proteins in mammalian cells.
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１．研究開始当初の背景      
 ジスルフィド結合は分泌タンパク質や膜
タンパク質の細胞質外ドメインの構造中に
見いだされ、これらタンパク質の立体構造形
成や、生物機能の発現に重要な役割をはたし
ている（図 1）。 

図 1．分泌タンパク質のジスルフィド結合 
 
 医療に重要なインシュリンに代表される、
有用なタンパク質の多くは分子内にジスル
フィド結合をもつ。ジスルフィド結合をもつ
有用タンパク質を微生物で大量生産する際
には、しばしば、ジスルフィド結合形成がう
まくおこなえず、このことが工業生産上のネ
ックになっていることが知られている。更に、
哺乳類ではジスルフィド結合がうまく形成
されないことが糖尿病などの疾病の発症の
原因になることが知られている。よって、生
体内で分泌タンパク質にジスルフィド結合
が形成される仕組みの理解は基礎的に重要
であるばかりでなく産業や医療の面からも
重要である。 
 分泌タンパク質へのジスルフィド結合の
導入は細菌のペリプラズムや真核生物の小
胞体で行われる。いずれの場合にも、分泌タ
ンパク質のジスルフィド結合の形成、異性化、
切断反応はチオレドキシン様の酵素が促進
する（図 2）（異性化や切断は間違ったジスル
フィド結合の修復等に必要）。 

 
図２ チオレドキシン様酵素によるジスル
フィド結合の形成、異性化、切断 
 
 哺乳動物細胞の小胞体にはチオレドキシ
ン様の酵素が 20 種知られている。これらの
酵素は分泌タンパク質のジスルフィド結合
の形成、異性化あるいは切断に関わると予想
される。しかし、個々の酵素の具体的な役割
はほとんど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 

 主として次のようなアプローチによって
哺乳動物細胞小胞体におけるジスルフィド
結合形成システムを理解することを目的と
した。 
（１）JPDI(ERdj5)の生理的な基質の同定 
 先述したように哺乳動物細胞の小胞体に
はチオレドキシン様の構造を分子内に持つ
酵素が 20 種知られている。これらの酵素は
分泌タンパク質のジスルフィド結合の形成、
異性化、切断等に関わると予想される。しか
し、個々の酵素の具体的な役割はほとんど分
かっていない。その原因の一つとしては、そ
れぞれの酵素の生理的な基質が不明である
ことがあげられる。そこで本研究では、哺乳
動物細胞の小胞体内に局在するチオレドキ
シン様の酵素（20 種類存在する）の各々の働
きを理解するための第一歩として、そのうち
の一つである JPDI の生理的な基質を同定す
ることにした。 
（２）インシュリンへのジスルフィド結合の
導入に関与する酵素の同定 
 一方、インシュリンは膵β細胞から分泌さ
れるペプチドホルモンであり、血液中のグル
コース濃度の制御に重要な役割を果たす。イ
ンシュリンは分子内に３つのジスルフィド
結合を持つ。これらのジスルフィド結合が正
しい組み合わせで形成されることがインシ
ュリンの生物活性の発現に重要であり、その
形成不全は糖尿病の原因となりうる。したが
って、インシュリンのジスルフィド結合形成
の仕組みを解明することは重要である。しか
し、インシュリンにジスルフィド結合が形成
される順番や、この形成反応を促進する酵素
はわかっていない。そこで、本研究ではイン
シュリンにジスルフィド結合を導入する酵
素の同定も目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）JPDI の生理的な基質の同定 
 JPDI の生理的な基質を同定するためには、
チオレドキシン様の酵素が働く際に、酵素と
基質が分子間のジスルフィド結合で連結し
た中間体を形成することを利用した（図２）。
また、このようにして同定した基質候補タン
パク質の生合成過程を、JPDI を欠損する細胞
中で調べることにより、本酵素の生理機能を
解明することにした。 
（２）インシュリンへのジスルフィド結合導
入に関与する酵素の同定 
 インシュリンにジスルフィド結合を導入
する酵素を同定するためにも、チオレドキシ
ン様の酵素が基質に作用する際には酵素と
基質が分子間のジスルフィド結合で連結し
た複合体を形成することを利用した（図２）。
更に、このようにして同定した酵素の発現の
抑制がインシュリンの生合成に及ぼす影響
を調べることによって当該酵素がインシュ
リンの生合成に果たす役割を解析すること
にした。 
 



４．研究成果 
（１）JPDI の基質候補タンパク質の同定 
 先述したように、チオレドキシン様の酵素
が、基質に作用し、ジスルフィド結合の形成、
還元、異性化を行う際には、酵素と基質が分
子間のジスルフィド結合で連結した反応中
間体が形成される。JPDI の基質を同定するた
めにはチオレドキシン様の酵素がもつこの
特質を利用した。しかし、このような酵素・
基質複合体は一過的に形成される。よって、
酵素・基質複合体を精製し基質を同定するた
めには、いかにこの複合体を安定化させるか
が鍵になる。本研究では、トリクロロ酢酸と
N-エチルマレイミドを利用してマウスの組
織中で生成するこのような複合体を安定化
することに世界で初めて成功した（図３）。 

図３ マウス組織中で生成する酵素・基質複
合体の安定化 
 
 更に、JPDI に対する抗体を利用して調べた
ところ、JPDI は精巣上体や前立腺などの生殖
組織で強く発現しており、これらの組織中で、
上述の複合体が多数検出された（図４）。 

図４ JPDI のマウス組織における分布 
 
 これらの複合体を、JPDI に対する抗体を利
用して精製後、質量分析法によって解析した。
その結果、JPDI の基質の候補となるタンパク
質を多数同定することに成功した（表１）。 

表１ JPDI の基質候補タンパク質 

 
 更に、これらのタンパク質の幾つかは、実
際に分子間のジスルフィド結合を介して
JPDI と実際に相互作用をしていることも判
明した。これらの成果を論文にまとめ、BBRC
誌に発表した。 
 
（２）インシュリンと相互作用するチオレド
キシン様酵素の同定 
 インシュリンは分子内に３本のジスルフ
ィド結合をもつ。インシュリンへのジスルフ
ィド結合の導入に働く因子を同定するため
にも、先述したように、チオレドキシン様の
酵素が基質に作用する際には、分子間のジス
ルフィド結合を介して酵素と基質が連結し
た反応中間体を一過的に形成することを利
用した。このような中間体を解析するために
は大量の膵β細胞が必要であるが、マウス個
体からは膵β細胞少量しか取れない。そこで、
本研究ではマウス膵β細胞由来の培養細胞
株 MIN6 を利用した。さらに、ジスルフィド
結合形成の際に細胞中で形成する酵素・基質
複合体を安定化させるため、MIN6 細胞をトリ
クロロ酢酸と N－エチルマレイミドで処理し
た。次に、インシュリンに対する抗体でウェ
スタンブロッティングをおこなったところ、
上記のように調製した MIN６の細胞ライセー
ト中ではプロインシュリン（小胞体に局在す
るインシュリンの前駆体タンパク質）を含む
複合体が多数検出された。そこでこれら複合
体を、抗インシュリン抗体を利用して精製後、
質量分析法によって解析したところ、その中
には４種類のチオレドキシン様酵素が検出
できた。さらに、そのうちの３種類は、実際
に分子間のジスルフィド結合を介してプロ
インシュリンと複合体を形成していた。よっ
て、これら酵素は小胞体中でインシュリンと
システインを介して直接相互作用すること
が判明した。今後は、当該因子がインシュリ
ンの生合成に果たす役割を解明するために、
当該因子の発現をsiRNA法等で抑制した場合
の影響をパルスチェイス実験により調べる
必要がある。 
  
（３）ジスルフィド結合形成の場である小胞
体の恒常性維持に必要なシステム 
 Ero1は PDI（小胞体内に存在するチオレド
キシン様酵素の一つ）を再酸化することによ
って、ジスルフィド結合に必要な酸化力を小
胞体に供給する。このように小胞体内におけ
るジスルフィド結合形成において極めて重
要な役割を果たす Ero1と PDI の相互作用を
特異的に阻害する低分子化合物を発見し 
J. Biol. Chem.誌 に発表した。本阻害剤は、
PDI の機能を特異的に抑制するため、インシ
ュリンの生合成機構の解明にも、役立つはず
である。  
 一方、DNAJB14 と Ire1βはともに哺乳動物
小胞体の膜タンパク質である。それぞれの機
能が、ジスルフィド結合形成の場である小胞



体の恒常性維持に重要な働きをすることを
見出した。その内容の一部を、Cell Struct. 
Funct.誌および PNAS 誌に報告した。 
 
 更に、哺乳動物細胞小胞体におけるジスル
フィド結合形成システムについてFree Radic. 
Biol. Med. 誌に総説を発表した。本研究課
題の成果の一部もその中で詳しく解説した。 
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