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研究成果の概要（和文）：小胞体のN型糖鎖からのマンノースの２ステップトリミングが糖鎖依存的分解経路に必須で
ある。我々は最初のマンノーストリミングがEDEM2によって遂行され、次のマンノーストリミングがEDEM3/1によって遂
行されるということを示した(Ninagawa et al., JCB 2014)。
　またEDEM1/2/3をすべてKOしたEDEM triple KO細胞を用いて、シビアな構造異常糖タンパク質は糖鎖依存分解経路に
加えて糖鎖非依存分解経路でも処分される」ことを立証した(Ninagawa et al., JCB 2015)。

研究成果の概要（英文）：Glycoproteins misfolded in the endoplasmic reticulum (ER) are subjected to 
ER-associated glycoprotein degradation. In this process, N-glycan mannose trimming is required. We 
clearly showed that this process is initiated by EDEM2 and completed by EDEM3/EDEM1.
We also demonstrated that higher eukaryotes are able to extract severely misfolded glycoproteins from 
glycoprotein ERAD and target them to the non-glycoprotein ERAD pathway to maintain the homeostasis of the 
ER.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
〜小胞体関連分解概要〜 
 小胞体は、全タンパク質の約１／３を占め

る分泌タンパク質及び、膜タンパク質が生合

成される場である。これらのタンパク質は小

胞体内で high mannose糖鎖付加などの翻訳
後修飾をうけた後、小胞体シャペロンなどの

助けを借りて正しい立体構造を獲得し、ゴル

ジ体以降の分泌経路へと進む。タンパク質が

高次構造を獲得できない時は、小胞体関連分

解によって処分される。小胞体関連分解の過

程では、小胞体の構造異常タンパク質が、小

胞体膜へリクルートされた後、細胞質に逆行

輸送され、ユビキチン-プロテアソーム系で分
解される。このように小胞体の恒常性は、タ

ンパク質の立体構造形成と分解によって主

に担われている。 
 
■ 小胞体関連分解の分解経路の分類■ 
 酵母の小胞体関連分解の解析結果を受け

て、高等動物でも分解基質の特徴ごとに分解

経路が違うことがわかってきた。高等動物に

おいて現在までに示唆されている分解経路

は、以下の 4つである。 
a).膜タンパク質   糖鎖   依存分解
経路 
b).膜タンパク質   糖鎖 非 依存分解
経路 
c).可溶性タンパク質 糖鎖   依存分解
経路 
d).可溶性タンパク質 糖鎖 非 依存分解
経路 
 
 糖鎖依存分解経路では、タンパク質に修飾
された high mannose型糖鎖の mannoseが
切除されることで、下流の小胞体関連分解因
子 OS-9 が分解基質の糖鎖を認識できるよう
になり、分解へと導かれる。また XTP3B と
いう OS-9 のホモログタンパク質もこの過程
にかかわっているかどうか議論されている。 
一方で糖鎖 非 依存分解経路は、糖鎖依存分
解経路よりもより強力な分解活性をもつと
考えられている。というのも、NHK-QQQと
いう糖鎖をなくした NHKの分解が非常に速
く進むことから分かっている。さらにこの経
路では、Herp1 が必須という報告があるが、
他に必要な因子はわかっていない。また一般
的な膜タンパク質の分解には SEL1L が必要
なく、可溶性タンパク質の分解には SEL1L
が必須であることから、膜と可溶性タンパク
質の分解経路が違うことが示唆されている
(Horimoto S*, Ninagawa S*, et al., 2013 J 

Biol Chem, Bernasconi et al., 2010 J Cell 
Biol) *Equal Contribution。このように基質
の分解に必要な因子が違うことで、
(a)(b)(c)(d)の 4つの経路の存在が示唆されて
きた。しかし、実際にそれぞれの分解経路で
どの因子が必要なのか？という事は、未だ詳
細な解析がなされていない。申請者らは小胞
体関連分解因子破壊株の樹立、解析により、
この問題を研究してきた。 
 
２．研究の目的 
申請者らのこれまでの研究により糖鎖依存

分解経路に EDEM が必要だということがわ
かってきている。次に可溶性タンパク質と膜

タンパク質の分解経路において、それぞれど

の因子が必要か調べたい。 
 
■研究期間内に何をどこまで明らかにする

か■ 
 6種の familyタンパク質からなる 13種の
遺伝子について、ヒト培養細胞系で、それぞ
れの Single KO株および、familyを構成する
遺伝子を Double, Triple 遺伝子破壊した
Multiple KO株、計 22種を作製する。KO株
の作製は、最新技術である TALEN法を用い
る。作製した 22 種の KO 株において、上記
に示した(a)(b)(c)(d)の分解経路を代表する分
解基質 4種について分解に影響があるか体系
的に調べる。 
 
３．研究の方法 
 6種の familyからなる 13種の遺伝子につ
いて、TALEN(Transcriptional activator-like 
effector nuclease)法によりそれぞれの
Single KO株、family分子を Double、Triple
遺伝子破壊したMultiple KO株、合計 22種
を作製するまた作製した KO 株において、4
つの分解経路を代表する 4つの分解基質の分
解に影響があるかPulse Chase法で体系的に
調べる。 
 
４．研究成果 
 (1). TALEN 法を活用し、ヒト培養細胞を
用いた EDEM1、EDEM2、EDEM3 の遺伝
子破壊解析を行った。その後に、細胞全体の
糖鎖の成分を解析した。EDEM1の遺伝子破
壊細胞では、M8B の増加が見られた。
EDEM3の遺伝子破壊株では、M8Bの増加が
見られたが、EDEM1の遺伝子破壊株よりも
増加が顕著であった。また EDEM2の遺伝子
破壊株では、M9 の顕著な増加が見られた。
今まで EDEM2 には活性がないという報告
しかなかったので、非常に意外な結果であっ
た。 
 つまり、各 EDEM タンパク質の酵素活性
には基質特異性があることを発見し、糖鎖刈
り込みの第１段階（９個のマンノースを持つ
糖鎖からマンノース１個を刈り込む反応）は



EDEM2により行われること、第 2段階（８
個のマンノースを持つ糖鎖からマンノース
を１個以上刈り込む反応）は EDEM1あるい
は EDEM3 により行われること、従来は
EDEM1が最も重要な分子として捉えられて
いましたが、EDEM1より EDEM3の寄与が
大きいことを明らかにした。さらに、EDEM2
による糖鎖刈り込みの開始が、構造異常糖タ
ンパク質分解経路に必須であることも明ら
かにした(Ninagawa et al., 2014 JCB)。さら
に分解への影響も検出すると、糖鎖を３つ持
つ、小胞体膜結合型転写因子ATF6の分解は、
WT と比べて、EDEM2, EDEM3, EDEM1
の順に遅延していた。これは分解への貢献度
を表しており、EDEMそれぞれのタンパク質
の酵素活性の強さと相関していた。これらの
結果により、EDEM1, EDEM2, EDEM3が
糖鎖トリミング酵素活性があるかどうか長
年議論になっていたが、それに終止符をうち、
それぞれ特異的な活性があるとわかった。 
 
(2). さらに糖鎖依存分解経路の糖タンパク
質分解への影響を精査しました。最新ゲノム
編集技術である TALEN 法を駆使して
EDEM1/2/3 の遺伝子破壊を行い、糖鎖依存
分解経路が全く機能しない EDEM トリプル
ノックアウト細胞(EDEM TKO 細胞)を作製
した。糖鎖非依存分解経路はこの細胞におい
て通常通り機能していることは確認してい
る。 
 EDEM TKO細胞では、ネイティブな一次
構造を持つが不安定な糖タンパク質 ATF6α、
ATF6α(C)、CD3-δ-ΔTM あるいは EMC1
の分解が、予想通り顕著に抑制された。一方、
驚いたことに、α1-アンチトリプシンの変異
体であるモデル構造異常糖タンパク質 NHK
については、初期の分解遅延が観察されたが、
最終的には野生型細胞の場合と同様に分解
された。この予想外の結果を受けて、我々は、
NHK と NHK 以外の分解基質の挙動の違い
は何に由来するのかという謎に迫ることに
した。NHKは C末端に大きな欠損領域が存
在し、大きく構造が崩れていると考えられる
ことから、「シビアな構造異常部位を有する
糖タンパク質は糖鎖依存分解経路に加えて
糖鎖非依存分解経路でも分解される」という
仮説を立てた。 
 
 この仮説を検証するために、ATF6α(C)、
CD3-δ-ΔTMあるいは EMC1に対してアミ
ノ酸の挿入、欠失による構造異常部位を導入
し、EDEM TKO細胞においてそれらの分解
速度を調べた。すると NHKと同様に、初期
には分解遅延が見られたが、最終的には分解
されるようになった。これらのことからシビ
アな構造異常部位を有する糖タンパク質は、
糖鎖依存分解経路だけでなく糖鎖非依存分
解経路でも分解されることが明らかになっ
た(Ninagawa et al., 2015 JCB)。 
 

 本研究により、小胞体の不安定な糖タンパ
ク質は糖鎖依存分解経路のみで処分され、シ
ビアな構造異常を有する糖タンパク質は糖
鎖依存分解経路と糖鎖非依存分解経路で確
実に処理されることが示された。小胞体にお
けるタンパク質分解の基本機構は酵母から
ヒトまで保存されていますが、酵母では糖鎖
非依存分解経路が機能しておらず、この分解
システムは高等動物のみに存在していると
考えられる。新たに発見されたこの精巧な対
応策は、進化に伴って多様化した小胞体の負
荷に対処するために獲得されたと考えられ
る。 
 また小胞体において構造異常タンパク質
を分解処理する機構は、ヒトにとって極めて
重要な役割を果たしていることが分かって
いる。実際に、この分解機構がアルツハイマ
ー病を初めとした６０以上の様々な疾患に
関与することが報告されている。本研究の成
果は、これら疾患の発症機構の解明やその予
防にもつながると期待される。 
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