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研究成果の概要（和文）：ERp44は小胞体局在性の酵素や構造未成熟の分泌タンパク質をゴルジ体で捕獲し小胞
体に逆輸送することでタンパク質品質管理を行うPDI familyのタンパク質である。本研究期間中に、ERp44の結
晶構造をpH7.5とpH6.5の二つの条件で解くことに成功した。さらに構造情報に基づく生化学的・生物物理学的お
よび細胞生物学的解析を行うことにより、ERp44が小胞体とゴルジ体のpH依存的に構造を変化させ、基質との結
合解離を制御する分子機構を解明した(Watanabe et al., PNAS 2017)。

研究成果の概要（英文）：ERp44 is a PDI-family member protein that transports back ER-resident 
enzymes and immature secretory proteins from the Golgi to the ER and thereby conducts protein 
quality control in the early secretory pathway. In this reserach project, we succeeded in crystal 
structure analysis of ERp44 at pH7.5 and pH6.5. Based on the structural information, we performed a 
series of biochemical, biophysical and cell biological studies. Consequently, we revealed  the 
molecular mechanism by which ERp44 regulates the substrate binding and release in a pH-dependent 
manner (Watanabe et al., PNAS 2017).
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１．研究開始当初の背景 

小胞体は分泌タンパク質や膜タンパク質が
高次構造を形成するオルガネラである。正
しい立体構造を獲得したタンパク質は分泌
経路に沿ってゴルジ体を経由したのち，そ
れぞれ指定の区画へと輸送される。一方、
小胞体に局在すべきタンパク質や高次構造
上未成熟な分泌タンパク質はゴルジ体から
COPI 被覆小胞を介して小胞体へ逆輸送さ
れる。この経路において、PDI ファミリー
タンパク質の一つである ERp44 がそれら
構造未成熟のタンパク質を選択的に認識・
捕獲し，KDEL 受容体との結合を介して小
胞体へ逆輸送することが発見されている。
この機構において小胞体とゴルジ体間に存
在するpH勾配が極めて重要な役割を担い、
ERp44 はこの pH 勾配を何らかの機構によ
りセンスし、C 末端テール領域の開閉を介
して、逆輸送すべき基質との結合解離を制
御することを我々は 2013 年に報告した
（Vavassori, S., Masui, S. et al., Mol. Cell, 

2013）。しかしながら、ERp44 による pH セ
ンシング機構および pH 依存的な ERp44 の
構造制御機構は不明であった。また ERp44

による基質認識機構、さらには ERp44 と
KDEL 受容体の相互作用機構についても全
く知見が得られていなかった。 

 

２．研究の目的 

構造生物学、生化学、細胞生物学的手法を駆
使することにより、以下の３点を解明する
ことを主目的とした。 

 

(1) ERp44 がどのような機構により小胞体

とゴルジ体間の pH 勾配をセンスし、C 末端

テール領域の開閉が制御されるのか。 

 

(2) C 末端テール領域が開くことにより、

ERp44がどのようにEro1や他の逆輸送され

るべき基質を選択的に認識し、結合するの

か。 

 

(3) KDEL 受容体はどのように ERp44 の

RDEL 配列を認識し、そこに pH はどう関与

するのか。 

 

３．研究の方法 

(1) 主としてX線結晶構造解析により、小胞体

の pH 条件 (pH7.2) とゴルジ体の pH 条件 

(pH6.5) で ERp44 の結晶構造を解くことにより、

ERp44の pHセンシング機構と pH依存的な C

末端テール領域の開閉制御機構の解明に取

り組んだ。 

 

(2) ERp44 の構造情報に基づき、コンピュー

タモデリング並びに等温滴定熱カロリメト

リーにより ERp44 による基質タンパク質

（Ero1など）の相互作用機構の解明に取り組

んだ。 

 

(3) 生化学的手法ならびに細胞生物学的手

法、さらには系統的変異体解析を組み合わ

せることにより、ERp44-KDEL 受容体間の

相互作用機構の解明に取り組んだ。 

 
４．研究成果 
小胞体の生理的条件に近い pH7.2 とゴルジ
体の生理的条件に近い pH6.5 の二つの条件
で ERp44 の X 線結晶構造解析に取り組み、
共に 2.1 オングストローム分解能で構造決
定することに成功した。これら二つの状態
の詳細な構造比較、さらには構造情報をも
とに分子動力学計算を行うことにより、
ERp44 の pH センシングに関わる領域、さ
らには pH 依存的に構造揺らぎが大きくな
る領域、さらには pH 変化に伴う ERp44 の
ドメイン再配置の解明に至った。 

ERp44 による基質認識機構についても、
ERp44 の高分解能構造情報をもとに静電ポ
テンシャルを計算し、さらに基質である
Ero1 とのドッキングモデルを構築するこ
とにより、両タンパク質間の相互作用部位
を同定し、また系統的変異体解析や等温滴
定熱測定実験により両タンパク質間の相互
作用機構を解明するに至った。以上の構造
生物化学的仕事については、2017 年に
PNAS 誌に報告した。 

ERp44-KDEL 受容体間の相互作用機構に
ついても分子構造レベルで解明するため、
KDEL 受容体の大量発現精製系を構築し、
現時点で１リットル培養あたり~0.5 mg の精製
KDEL 受容体を得るに至っている。現在精製
タンパク質を用いて、両タンパク質間の相互
作用機構を解析中である。一方、ERp44, 

KDEL 受容体そして基質タンパク質である
Ero1の三者を培養細胞中で共発現し、種々
の条件下で免疫沈降を行うことにより、三者複
合体が安定に形成される最適条件を検討した。
これにより、複合体形成を制御する化学パラメ
ータを同定すると同時に、今後クライオ電子顕
微鏡などによる構造解析を視野に入れた複合
体調製条件がおよそ確立できた。 
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