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研究成果の概要（和文）：顎関節症は様々な原因で発症するが、共通してみられる病理所見が滑膜細胞の過増殖
と活性化である。この滑膜細胞過増殖の原因遺伝子として、小胞体品質管理に関わるE3ユビキチンリガーゼ
Synoviolin/HRD1が同定されている。これまでの小胞体品質管理機構に関する研究により、HRD1がユビキチン様
タンパク質NEDD8による翻訳後修飾を受け、その活性化が制御されることを示唆する知見を得た。本研究では、
HRD1の翻訳後修飾NEDD化による活性制御メカニズムを明らかにし、顎関節症の新規治療法の開発に繋がる知見を
得た。

研究成果の概要（英文）：Although temporomandibular joint disease develops with various causes, 
common pathological findings are the overgrowth and activation of synovial cell. The E3 ubiquitin 
ligase Synoviolin / HRD1 involved in endoplasmic reticulum quality control has been identified as 
the cause of this synovial cell overgrowth. We have studied the mechanism of the endoplasmic 
reticulum quality control mechanism. Our results suggest that HRD1 is post-translationally modified 
by the ubiquitin-like protein NEDD8 and its activation is controlled by its neddylation. In this 
study, we clarified the mechanism of HRD1 activation by the post-translational modification. Our 
knowledge may shed light on the to the development of novel treatment for temporomandibular 
disorder.

研究分野：細胞生物学

キーワード： ストレス応答

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 顎関節症は様々な原因で発症するが、共通
してみられる病理所見が滑膜細胞の過増殖
とそれに伴う軟骨変性、骨破壊、線維化であ
る。同様の所見がみられる関節リュウマチの
原因遺伝子として、小胞体膜局在型 E3 ユビ
キチンリガーゼ Synoviolin/HRD1 が同定さ
れた。そのメカニズムとして、HRD1の過剰
発現およびそれに伴う活性化が、滑膜細胞の
過増殖に繋がることが明らかにされている。
従って、HRD1の活性化メカニズムを明らか
にすることは、滑膜細胞の増殖制御を可能に
すると考えられ、顎関節症の克服に向けた全
く新たな治療法の確立に繋がると期待され
た。 
 研究開始までに申請者は、一貫して小胞体
品質管理メカニズムの解明に取り組んでき
た（Nishitoh et al. Genes Dev 2002, 2008, 
Homma et al. Mol Cell 2013）。小胞体内の不
良タンパク質蓄積による小胞体ストレスは、
多くの疾患の病態分子メカニズムに関与す
る。この小胞体品質管理がどの様に制御され
ているかについては不明な点が多く、研究対
象として興味深い。小胞体内不良タンパク質
の蓄積は、①タンパク質の翻訳抑制、②小胞
体特異的シャペロンの発現誘導による
refolding、③小胞体からの不良タンパク質分
解（ER-associated degradation：ERAD）に
より緩和される。しかしこれらの小胞体品質
管理メカニズムが破綻すると、過度な小胞体
ストレスとなり様々な疾患の発症原因とな
る。従って、小胞体品質管理メカニズムの理
解は、顎関節症や関節リュウマチなどの炎症
性疾患をはじめ、多くの小胞体ストレスが関
与する疾患克服のためにも重要であった。 
 
２．研究の目的 
 顎関節症は様々な原因で発症するが、共通
してみられる病理所見が滑膜細胞の過増殖
と活性化である。この滑膜細胞過増殖の原因
遺伝子として、小胞体品質管理に関わる E3
ユビキチンリガーゼ Synoviolin/HRD1 が同
定されている。一方、申請者はこれまで小胞
体品質管理機構に関する研究に取り組んで
おり、その過程でHRD1がユビキチン様タン
パク質 NEDD8による翻訳後修飾を受け、そ
の活性化が制御されることを示唆する知見
を得ている。そこで本研究では、HRD1の翻
訳後修飾 NEDD 化による活性制御メカニズ
ムを明らかにすることで、顎関節症の新規治
療法の開発に繋げることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、「小胞体ストレスにおける
HRD1 の NEDD 化と Ub 化のメカニズムと意義」
「個体レベルでのDerlin-1-CSN-HRD1経路の
生理的意義」を明らかにするとともに、滑膜
細胞での病態生理学的意義を解明すること
を目指し、下記項目に従い研究を推進した。 
（１）HRD1 の Ub 化・NEDD 化部位と Ub 鎖の

同定：生化学的に Ub 化・NEDD 化様式を検討
した。 
（２）HRD1-Ub 化の ER 品質管理における役割
解明：HRD1-/-MEF 細胞への各変異型 HRD1 発
現系、ミクロソームを用いた in vitro ERAD
アッセイ系により、Ub 化・NEDD 化の E3 活性
への役割を検証した。 
（３）HRD1 の Ub 化と NEDD 化 E3 スクリーニ
ング：HeLa 細胞に GFP-Ub または GFP-NEDD8
と HRD1 を発現させ、抗体を用いて plate に
HRD1 を固定化し GFP 蛍光を測定することで、
HRD1Ub と HRD1NEDD を定量化することを試み
た。その後、E3-siRNA ライブラリースクリー
ニングを進めた。 
（４）関節腔炎症惹起による顎関節症モデル
マウスによる解析：関節リュウマチと肝硬変
において、滑膜細胞と線維芽細胞における
HRD1 活性亢進の関与が報告されている。従っ
て、両細胞における HRD1 の Ub 化と NEDD 化
を標的とした活性制御を可能にすることは、
疾患克服の分子標的の発見に繋がる。そこで、
結合阻害ペプチドを滑膜細胞または線維芽
細胞特異的に発現するマウスを作製し、関節
腔への炎症惹起モデル実験により HRD1 の関
与を検討することとした。 
 
４．研究成果 
（１）HRD1のUb化とNEDD化部位の決定：HRD1
は 6 回幕貫通タンパク質で、N 末端と C 末端
が細胞質側を向き、E3 活性中心である Ring
領域は C 末端に位置する。この領域を含め、
Ub 化、NEDD 化されうるリジン(K)残基はわず
か 5ヶ所である。そこで、これらのアミノ酸
変異を全ての組み合わせで作製し、HEK293 細
胞を用いた過剰発現系で Ub化と NEDD 化を検
証した結果、2ヶ所は NEDD 化されていること
が明らかとなった。 
（２）Ub 鎖の同定：K6, K11, K29, K48, K63, 
直鎖型等のHRD1-Ub化様式を生化学的に明ら
かにした。 
（３）HRD1-Ub 化の ER 品質管理における役割
解明：HRD1-/-MEF 細胞に、上記各変異型 HRD1
をレトロウィルスで遺伝子導入し、ERAD 基質
の分解速度を[35S]-Met パルスラベルにより
測定し、ERAD における Ub 化と NEDD 化の役割
を明らかにした。また、小胞体ストレス負荷
時の細胞生存率を測定し、小胞体品質管理を
介した細胞機能恒常性の獲得能を検証した。
その結果、HRED1 の Ub 化は、ERAD に対して
抑制的に機能し、HRD1 の安定性に寄与するこ
とが明らかとなった。 
（４）HRD1 のタンパク質安定化と E3 活性へ
の Ub 化の関与の検討：Ub化が HRD1 のタンパ
ク質安定性（あるいは分解）に関与している
可能性を[35S]-Met パルスラベルにより検討
し、実際に Ub によって不安定化されること
が示唆された。また、E3 活性への影響につい
ては、イヌ膵臓由来ミクロゾームを用いた系
で、in vitro で HRD1 の E3 活性を測定する実
験系の構築を試みた。具体的には、in vitro 



translationによりHRD1をミクロソーム膜上
に、ERAD 基質をミクロゾーム内腔に合成した。
その後、リコンビナント E1・E2、さらに ATP
と p97 複合体を加えることで、ERAD 基質の逆
輸送→Ub 化を検証した。 
（５）HRD1 の Ub 化と NEDD 化 E3 スクリーニ
ング系の構築：我々は、以前ストレス MAP キ
ナーゼ ASK1 の分解に関与する分子の siRNA
スクリーニング系の立ち上げに成功してい
る。これを応用し、HeLa 細胞に GFP-Ub また
は GFP-NEDD8 と HRD1 を発現させ、抗体を用
いて plate に HRD1 を固定化し、その GFP 蛍
光を測定することで、HRD1Ub と HRD1NEDD を
定量化する系を構築した。 
（６）Derlin-1 と CSN3 結合領域のマッピン
グ：HEK293 細胞を用いた過剰発現系で、
Derlin-1-C 末端と CSN3 のそれぞれの結合最
小領域を同定した。さらに、マッピングされ
た領域ペプチドを発現させ、Derlin-1-CSN3
結合の競合的阻害による、脱 NEDD 化阻害に
よる HRD1Ub への影響を確認した。 
（７）Derlin-1-CSN3 結合ペプチドの cTg マ
ウス作製：CSN は多様な役割を担っており、
そのコンポーネントの欠失は、酵母からマウ
スに至るまで致死性である。そこで、CSN の
ERAD-E3 への機能だけを阻害するために、上
記マッピングペプチドを Cre-loxP により組
織特異的に発現させるcTgマウスの作製を開
始している。 
（８）HRD1 の Ub 化と NEDD 化 E3 スクリーニ
ング：HRD1Ub と HRD1NEDD を定量化する系を
用いて、HRD1 の Ub 化と NEDD 化に関与する
E3 を同定し、その機能解析を行っている。さ
らに、同定された分子について、上記の関節
腔炎症惹起モデルマウスに関節腔への shRNA
ウィルス直接投与方法を確立し、疾患モデル
おける評価を可能にした。 
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