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研究成果の概要（和文）：小胞体は細胞質中にある膜で囲まれた区画で、シート構造とチューブ構造からなり、
チューブ同士がthree-way junction構造によって連結されることにより、迷路状のネットワークを形成する。
Three-way junctionの安定化は小胞体ネットワークの流動性と密接に関わるが、その分子機構は不明な点が多
い。本研究では、lunapark結合分子p120によるlunaparkの自己ユビキチン化を介した分解制御がthree-way 
junctionの安定化に重要であることを明らかにした。また、three-way junctionに局在し、安定化に関わる新し
い小胞体膜タンパク質p57を発見した。

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) is a membrane-bound compartment composed of 
tubules and sheets in the cytoplasm. The ER tubules connect each other by three-way junctions, 
resulting in formation of the reticular ER network. While stability of the three-way junctions 
underlies dynamics of the reticular ER network, the molecular mechanism of how stability of the 
three-way junctions is regulated remains unclear. 
In this study, we revealed that p120, a protein that bound to lunapark, negatively regulated the 
auto-ubiquitination and proteasomal degradation of lunapark, leading to stabilization of the 
three-way junctions. Moreover, we identified p57 as a novel ER membrane protein that localized to 
and regulated the three-way junctions.

研究分野： 医化学一般

キーワード： 細胞小器官　小胞体　膜変形タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究のp120によるlunaparkの自己ユビキチン化を介した分解制御は、小胞体ネットワークの流動性に膜変形タ
ンパク質の分解が大きな寄与をしていることを提示したものであり、学術的な意義が大きいと考えている。ま
た、新規three-way junction局在分子p57の発見は、three-way junctionの動態制御の全容を理解する上で重要
な知見である。小胞体ネットワークの破綻は遺伝性痙性対麻痺などの神経変性疾患を引き起こすことから、本研
究の成果が神経変性疾患の発症機序の理解や治療薬の開発に繋がる可能性が考えられ、社会的にも意義が大きい
と考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小胞体は真核細胞の細胞質中にある膜で囲まれた迷路状の区画で、脂質合成、分泌タンパク質
と膜貫通タンパク質の合成と品質管理、カルシウムの貯蔵などが行われている。また、細胞内
小器官を形作るための膜の供給源であるという一面を持っており、核、ゴルジ体、ペルオキシ
ソーム、オートファゴソームが小胞体膜由来であると示唆されている。小胞体は速やかに移動
し、刻々と迷路状の区画を変形するため、その動きは流動的である。小胞体の動きが他の細胞
小器官の形成、移動にも影響すると考えられており、小胞体の迷路状ネットワーク形成の解明
は生命現象の根幹に迫るきわめて重要な課題であるが、その分子機構には不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、膜構造という視点から小胞体ネットワーク形成の素過程（ホール形成、チューブ
形成、チューブ融合、ネットワーク形成）を捉えなおすために、ネットワーク形成に至る全素
過程を in situ で可視化、live で検出可能なアッセイ系を世界に先駆けて開発する。長年不明
であったネットワーク形成に至る膜構造変化との機能関係を明らかにし、小胞体の新たな概念
と分子メカニズムを生み出す。 
 
３．研究の方法 
(1)組換えタンパク質の調製 
FLAG タグをつけた lunapark 全長(Lnp-FLAG)の組換えタンパク質は HEK293 細胞に発現させ、抗
FLAG 抗体を結合した agarose レジンでアフィニティー精製した。6xHis タグをつけた lunapark
全長(His-Lnp)の組換えタンパク質、ユビキチンリガーゼドメインのみからなる N末フラグメン
トの GST 融合タンパク質(GST-Lnp Ub)、lunapark 結合タンパク質 p120 の MBP 融合タンパク質
(MBP-p120)は大腸菌に発現させた。His-Lnp は Ni-agarose レジンで、GST-Lnp Ub が glutathione 
sepharose レジンで、MBP-p120 はアミロースレジンで、それぞれアフィニティー精製した。 
 
(2)ユビキチンリガーゼ活性の評価 
Lunaparkの組換えタンパク質(Lnp-FLAGまたはGST-Lnp Ub)を MBP-p120またはMBP存在下でE1
酵素、E2 酵素(UBE2D1)、ATP と試験管内で室温で 30 分間混合し、その後、HA タグをつけたユ
ビキチン(HA-ユビキチン)を加えて 37 C̊で150分間反応させた。サンプルをSDS-PAGEで分離後、
抗 HA 抗体で western blot してユビキチン化された lunapark を検出し、lunapark のユビキチ
ンリガーゼ活性を試験管内で評価した。 
 HEK293 細胞に Lnp-FLAG、HA-ユビキチン、HA タグをつけた p120 または HA タグの control 
vector をトランスフェクションし、プロテアソーム阻害剤 clasto-lactacystin-lactone で
処理した後、細胞を 1% NP-40 を含む buffer で溶解した。細胞抽出液に 1% SDS を加えて 90 C̊
で 5分間加熱し、タンパク質を変性させた。その後、10倍希釈して SDS 濃度を 0.1%に低下させ、
抗 FLAG 抗体を結合した agarose レジンで Lnp-FLAG をアフィニティー精製した。サンプルを
SDS-PAGE で分離後、抗 HA 抗体で western blot してユビキチン化された Lnp-FLAG を検出し、
lunapark のユビキチンリガーゼの活性を細胞内で評価した。 
 
(2)ショ糖密度勾配遠心法によるサイズ分画 
His-Lnp を MBP-p120 または MBP と 4 C̊ で１時間混合した後、サンプルを 10-40％ショ糖密度勾
配溶液に重層した。200,000 x g、4 C̊ で 20 時間遠心した後、ショ糖密度勾配溶液の底からサ
ンプルを回収し、17フラクションに分画した。分子量サイズマーカーをサンプルと並行して密
度勾配遠心分離することで、各フラクションとタンパク質の分子量を対応させ、His-Lnp の単
量体及び多量体のフラクションを同定した。 
 
(3)組換えタンパク質を用いた結合実験 
6xHis タグをつけたユビキチンリガーゼドメインを除いた lunapark の C 末フラグメント
(His-Lnp ∆Ub)の組換えタンパク質を大腸菌に発現させ、Ni-agarose レジンで精製、固相化し
た。600pmol の固相化した His-Lnp ∆Ub を、1200pmol の GST-Lnp Ub、6000pmol の MBP-p120 ま
たは MBP と 4 C̊で 2時間混合した後、レジンを洗浄し、結合したタンパク質を SDS サンプルバ
ッファで溶出した。サンプルを SDS-PAGE で分離後、CBB 染色して、結合タンパク質を検出した。 
 
(4)培養細胞における小胞体ネットワークの評価 
COS7 細胞に p120 に対する siRNA または control siRNA をトランスフェクションした後、ER-RFP
を発現するバキュロウイルスを培地に加えて 16 時間培養し、ER-RFP をトランスフェクション
した。細胞をパラホルムアルデヒドで固定した後、共焦点レーザー顕微鏡により RFP 蛍光を検
出することで小胞体ネットワークを観察した。U2OS 細胞に p57 に対する siRNA または control 
siRNA をトランスフェクションした後、GFP-Sec61をトランスフェクションした。細胞をパラ
ホルムアルデヒドで固定した後、共焦点レーザー顕微鏡により GFP 蛍光を検出することで小胞
体ネットワークを可視化し、three-way junction の数を測定した。 



 蛍光タンパク質をトランスフェクションせずに細胞をパラホルムアルデヒドで固定した後、
TritonX-100 で透過処理し、抗 CLIMP-63 抗体と抗α-チューブリン抗体で免疫染色した。α-チ
ューブリンの染色像から細胞全体の輪郭を決定し、細胞の全領域に対する CLIMP-63 の染色領域
から、小胞体シートの分布を定量、評価した。 
 
４．研究成果 
小胞体はシート構造とチューブ構造からなり、チューブ同士が three-way junction 構造によっ
て連結されることにより、細胞内に迷路状のネットワークを形成する。Three-way junction の
動態は小胞体ネットワークの流動性と密接に関わっている。そこで本研究では、three-way 
junctionに局在する分子に着目し、three-way junction構造を安定化する分子機構を解析した。 
 
(1) Lunapark による three-way junction 構造の安定化機構 
Three-way junction に局在し、構造を安定化する分子として lunapark がある。lunapark はユ
ビキチンリガーゼ活性を有するが、ユビキチンリガーゼ活性と three-way junction 構造の安定
化との間の機能関係は不明である。この機能関係について解析し、以下の成果を得た。 
 
① Lunapark 結合タンパク質 p120 による lunapark のユビキチンリガーゼ活性抑制 
FLAG タグをつけた lunapark 全長(Lnp-FLAG)の組換えタンパク質を MBP 存在下で E1 酵素、E2
酵素(UBE2D1)、ATP、ユビキチンと混合し、反応させると、Lnp-FLAG が試験管内で自己ユビキ
チン化された。lunapark 結合タンパク質 p120 の MBP 融合タンパク質(MBP-p120)存在下で同様
の反応を行うと、Lnp-FLAG の自己ユビキチン化が顕著に減弱した。Lunapark は N末からユビキ
チンリガーゼドメイン、2 つの膜貫通領域、coiled-coil ドメイン、Zn フィンガードメインか
らなる。Lunapark 全長の代わりに，p120 に結合できない lunapark のユビキチンリガーゼドメ
インのみからなる N末フラグメントの GST 融合タンパク(GST-Lnp Ub)を用いた場合、GST-Lnp Ub
の自己ユビキチン化は MBP-p120 存在下で減弱しなかった。また、HEK293 細胞に Lnp-FLAG と HA-
ユビキチンをトランスフェクションすると、Lnp-FLAG は細胞内で自己ユビキチン化されたが、
この自己ユビキチン化は p120 のトランスフェクションにより減弱した。以上の結果から、
lunapark結合タンパク質p120は lunaparkのユビキチンリガーゼ活性を抑制することが明らか
となった。 
 
② Lunapark 結合タンパク質 p120 による lunapark の多量体形成調節 
6xHis タグをつけた lunapark(His-Lnp)の組換えタンパク質をショ糖密度勾配遠心法で分離す
ると、単量体(約 50kDa)に相当するフラクションのみならず、多量体(600kDa 以上)に相当する
フラクションにも His-Lnp が分画された。MBP-p120 存在下で His-Lnp をショ糖密度勾配遠心法
で分離すると、単量体に相当するフラクションに分画される His-Lnp が減少し、多量体に相当
するフラクションに分画される His-Lnp が増加した。多量体に相当するフラクションから
Ni-agarose レジンで His-Lnp をプルダウンすると、MBP-p120 が共沈した。以上の結果から、
lunapark 結合タンパク質 p120 は lunapark の多量体形成を促進することが明らかとなった。 
 
③ Lunapark 結合タンパク質 p120 による lunapark の分子間結合の調節 
6xHisタグをつけたユビキチンリガーゼドメインを除いたlunaparkの C末フラグメントの組換
えタンパク質(His-Lnp ∆Ub)を Ni-agarose レジンに固相化し、ユビキチンリガーゼドメインの
みを含むlunaparkの N末フラグメントのGST融合タンパク(GST-Lnp Ub)と混合すると、GST-Lnp 
Ub が His-Lnp ∆Ub に結合した。これを MBP-p120 存在下で行うと、GST-Lnp Ub の His-Lnp ∆Ub
への結合が増強した。以上の結果から、lunapark の N末ユビキチンリガーゼドメインは C末と
結合する能力があること、lunapark 結合タンパク質 p120 はこの N 末と C 末の結合を促進する
ことが明らかとなった。 
 
④ Lunapark 結合タンパク質 p120 による lunapark のプロテアソーム分解調節 
p120 を siRNA ノックダウンした COS7 細胞は、control siRNA をトランスフェクションした細胞
に比べて、内在性の lunapark のタンパク量が有意に減少した。p120 ノックダウン細胞をプロ
テアソーム阻害剤 clasto-lactacystin-lactone で処理すると、lunapark のタンパク量の減
少が緩和した。以上の結果から、lunapark 結合タンパク質 p120 は lunapark のプロテアソーム
分解を抑制的に調節していることが明らかとなった。 
 
⑤ Lunapark 結合タンパク質 p120 による小胞体ネットワーク調節 
COS7 細胞に ER-RFP を発現するバキュロウイルスをトランスフェクションして小胞体ネットワ
ークを可視化したところ、p120 を siRNA ノックダウンした細胞は、control siRNA をトランス
フェクションした細胞に比べて、小胞体のチューブ状ネットワークが減少した。次に、p120 ノ
ックダウンが小胞体のシート構造に与える効果を検討するために、小胞体シートのマーカーで
ある CLIMP-63 を免疫染色した。Control siRNA をトランスフェクションした細胞では CLIMP-63
は核周辺の小胞体に局在したが、p120 ノックダウン細胞では CLIMP-63 は小胞体全体に分布し



た。p120 ノックダウン細胞に lunapark をトランスフェクションすると、CLIMP-63 は小胞体全
体への分布を消失し、核周辺の小胞体に局在した。これらのことから、p120 のノックダウンは
小胞体シートを増加させること、p120 ノックダウンによる小胞体シートの増加は lunapark の
過剰発現によりレスキューされることがわかった。以上の結果から、lunapark 結合タンパク質
p120 は lunapark のタンパク量調節を介して、小胞体ネットワーク形成に重要なチューブとシ
ートのバランスを調節していることが明らかとなった。 
 
以上の結果を総合し、lunapark が three-way junction 構造の安定化を調節する分子機構とし
て次のようなモデルが考えられた。 
 p120はlunaparkのN末とC末の結合を促進することで、lunaparkの多量体形成を促進する。
p120 による多量体形成により lunapark のユビキチンリガーゼ活性が抑制され、細胞内におけ
る lunapark の自己ユビキチン化とプロテアソーム分解が適切に調節される。結果として
lunapark のタンパク量が適度に保たれ、three-way junction が安定化される。 
 
(2) p57 による three-way junction 構造の安定化機構 
Three-way junction に局在する分子として、これまでに上述の lunapark 及び膜融合因子
atlastin が同定されている。Three-way junction 構造の安定化機構についてさらに理解するた
めに、これら既知の分子とは異なる、新しい three-way junction 局在分子の探索を行い、以下
の成果を得た。 
 
① 新しい three-way junction 局在分子 p57 の同定 
HAタグをつけた様々な小胞体膜タンパク質を、小胞体マーカーであるGFP-Sec61とともにU2OS
細胞にトランスフェクションし、免疫染色で局在を検討した。検討した小胞体膜タンパク質の
ほとんどは GFP-Sec61と同様な小胞体ネットワークへの一様な局在を示す一方、機能未知の小
胞体膜タンパク質 p57 が three-way junction と思われる部位への局在を示した。次に、p57 が
three-way junction に局在する lunapark 及び atlastin と共局在するかを調べた。HAタグをつ
けた p57(HA-p57)を、Lnp-FLAG または FLAG タグをつけた atlastin(FLAG-atlastin)とともに
U2OS 細胞にトランスフェクションし、免疫染色したところ、HA-p57 は Lnp-FLAG および
FLAG-atlastin と three-way junction で共局在した。以上の結果から、小胞体膜タンパク質 p57
は新しい three-way junction 局在分子であることが明らかになった。 
 
② p57 と lunapark、atlastin との結合 
HA-p57 を Lnp-FLAG または FLAG-atlastin とともに HEK293 細胞にトランスフェクションし、抗
HA 抗体で p57 を免疫沈降したところ、Lnp-FLAG および FLAG-atlastin が共沈した。p57 のフラ
グメントを作成したところ、Lnp-FLAG および FLAG-atlastin は HA タグをつけた p57 の C 末膜
貫通領域からなるフラグメントと共沈したが、HAタグをつけた p57 の N末細胞質領域からなる
フラグメントとは共沈しなかった。以上の結果から、p57 は C末膜貫通領域を介して lunapark
及び atlastin と結合することが明らかになった。 
 
③ p57 の three-way junction への局在化機構 
p57 の N 末細胞質領域は 2 つの coiled-coil ドメインが存在する。p57 の three-way junction
への局在における coiled-coil ドメインの寄与を調べるために、各 coiled-coil ドメインを欠
失した p57 の変異体を作成し、U2OS 細胞にトランスフェクションして免疫染色で局在を検討し
た。2番目の coiled-coil ドメインを欠失した p57 の変異体は three-way junction に局在した
が、1 番目の coiled-coil ドメインを欠失した p57 の変異体は小胞体に一様に分布した。以上
の結果から、p57 は 1番目の coiled-coil ドメインを介して three-way junction へ局在するこ
とが明らかになった。 
 
④ p57 による three-way junction の調節 
U2OS 細胞に GFP-Sec61をトランスフェクションして小胞体ネットワークを可視化し、
three-way junction の数を検討したところ、p57 を siRNA ノックダウンした細胞は、control 
siRNA をトランスフェクションした細胞に比べて、three-way junction の数を減少した。この
ことから、p57 は three-way junction の数を正に制御していることが明らかになった。 
 
以上の結果を総合し、p57 は lunapark や atlastin とは異なる新しい three-way junction 局在
分子であり、1番目の coiled-coil ドメインを介して three-way junction へ局在し、lunapark
や atlastin と協調して three-way junction を安定化することで、three-way junction の数を
調節する重要な分子であると考えられた。 
 
小胞体ネットワークの形成はこれまで膜変形タンパク質による小胞体膜変形という視点から重
点的に研究が行われ、理解が進みつつある。他方、小胞体ネットワークの流動性には膜変形の



みならず、膜変形タンパク質の合成と分解が大きな寄与をしていると予想されるが、その分子
メカニズムは全くの不明である。本研究の p120 による lunapark の自己ユビキチン化を介した
分解制御は、膜変形タンパク質の量調節による小胞体ネットワークの流動性制御の一端を明ら
かにしたものであり、学術的に意義が大きいと考えている。また、これまで three-way junction
に局在する分子として lunapark 及び atlastin が同定され、この 2 つの分子のみで three-way 
junction の動態を説明しようと試みられてきた。本研究の新規 three-way junction 局在分子
p57 の発見は、lunapark や atlastin とは異なる three-way junction の制御機構が存在するこ
とを示唆するものであり、three-way junction の動態制御の全容を理解する上で重要な知見で
ある。小胞体ネットワークの破綻は遺伝性痙性対麻痺などの神経変性疾患を引き起こすことが
知られている。本研究の p120 および p57 による小胞体ネットワーク調節機構の解析をさらに推
し進めることで、このような神経変性疾患の発症機序の理解や治療薬の開発に繋がる可能性が
考えられる。このように本研究の成果は学術的のみならず社会的にも意義が大きいと考えてい
る。 
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