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研究成果の概要（和文）：　小胞体における異常タンパク質の分解には、ミスフォールドタンパク質のジスルフ
ィド結合を還元するための還元力が必要である。出芽酵母において、その還元力として、サイトゾルに局在する
タンパク質であるチオレドキシンが利用できることがわかり、この還元力を小胞体内へと受け渡すのに関わる遺
伝子を同定した。一方、チオレドキシンによる小胞体への還元力供給は、ヒト培養細胞では観察されず、酵母特
異的であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Reducing power for reduction of disulfide bonds of misfolded proteins is 
required for their degradation. Thioredoxin localized in the cytosol is available as the reducing 
power in budding yeast. Genes were identified for involving in transfer of the reducing power of 
thioredoxin into the ER. This mechanism seems to be specific to budding yeast, which was not 
observed in human culture cells.

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 小胞体レドックスの恒常性維持はタンパク質品質管理に必須であり、その破綻は小胞体ストレスを引き起こ
し、様々な疾患の発症と関連する。本研究の成果は、小胞体レドックスの恒常性維持における新たな因子を加え
るものであり、小胞体タンパク質品質管理におけるレドックス制御・維持機構を明らかにするという細胞生物学
的な観点においても、小胞体ストレスに起因する神経変性疾患や糖尿病等の発症やその治療戦略を考える上でも
重要な成果といえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小胞体は分泌タンパク質及び膜タンパク質のフォールディング及び成熟の場である。小胞体
は細胞内で合成されるタンパク質の約 3 割を占める大量のタンパク質を扱うため、厳格な品質
管理機構を有している。正しくフォールドしたものだけが分泌経路へと送られ、そうでないもの
は小胞体内に留められ、分子シャペロンの助けで再びフォールディングされる。それでもどうし
ても正しくフォールドできなかったものは識別され、サイトゾルへ逆行輸送後、ユビキチン・プ
ロテアソーム系で分解される。この一連の分解系は小胞体関連分解(ERAD: ER-associated 
degradation)と呼ばれる。このようなタンパク質品質管理機構がストレス等により破綻した状態
は小胞体ストレスと呼ばれ、神経変性疾患をはじめとする様々な疾患発症の原因と考えられて
いる。 
小胞体でフォールディング及び成熟されるタンパク質の多くは、構造形成や機能発現のため
にジスルフィド結合形成を必要とする。そのため、小胞体はジスルフィド結合形成に適した酸化
的な環境にある。その一方で、ERADにおいては、サイトゾルへの逆行輸送に先立ってミスフォ
ールドタンパク質のジスルフィド結合を還元する必要がある。サイトゾルで合成される細胞内
の主要なレドックス因子であるグルタチオンは、小胞体のミスフォールドタンパク質における
ジスルフィド結合を還元するための主要な還元力と考えられてきた。その一方で、酵母や哺乳類
培養細胞において、小胞体におけるグルタチオンの減少や分解が小胞体タンパク質品質管理に
影響を与えないという報告がなされてきた。そのため、グルタチオンに代わる小胞体への還元力
供給経路の存在が示唆されたが、その実体は不明であった。 
 
２．研究の目的 
最近、出芽酵母において、グルタチオン合成系の律速酵素遺伝子である GSH1 に加え、グル
タチオンと並ぶサイトゾルの主要な還元力である thioredoxin (Trx)の遺伝子 TRX2を欠損した 
gsh1trx2株では、生育に必要な最低限のグルタチオンのみを含む培養条件下において、gsh1
株と比べ、システインを有するミスフォールドタンパク質の ERADによる分解が遅延し、その
生育も遅延した。しかも、この表現型は小胞体内のグルタチオンを分解しても維持された。した
がって、サイトゾルに局在する Trx2の還元力がグルタチオンに依存せず、小胞体内腔へと伝達
され、小胞体タンパク質品質管理に寄与していることが示唆された。 
本研究では、出芽酵母においてサイトゾルに局在する Trx から小胞体内腔へと還元力を伝達
する経路において必要なタンパク質を同定し、Trx由来の還元力伝達機構を明らかにすることを
目的とした。さらに、これら還元経路に関わる因子の過剰発現や欠損による小胞体ストレス惹起
及び小胞体タンパク質品質管理に対する影響を解析し、この新規還元力経路による小胞体タン
パク質品質管理の制御機構を明らかにする。 
ヒト培養細胞で Trx 還元酵素の阻害が小胞体内でのタンパク質の正しいジスルフィド結合形
成を抑制することを Neil Bulleid らのグループが明らかにした。したがって、Trx の新生鎖のフ
ォールディングへの関与が示唆され、本研究にて同定する、出芽酵母におけるサイトゾル Trx2
由来の還元力を小胞体内腔へ伝達する機構がヒト細胞にも保存されていると示唆された。そこ
で、本経路がヒトにおいても保存されているかについても解析を行った。 
 
３．研究の方法 
出芽酵母において、MS 解析によりサイトゾル Trx2 とジスルフィド依存的に結合する小胞体
膜タンパク質候補遺伝子のスクリーニングを行った。そのために Trx2 活性部位である CXXC 
モチーフ後半の Cys を Ala に置換した CA変異体を発現する株を作製した。CA変異体は基質
タンパク質とのジスルフィド結合切断を促進する Cys を欠くことで、ジスルフィド結合中間体
を安定化させる。可溶化したマイクロソーム画分において免疫沈降し、小胞体膜上でジスルフィ
ド依存的に結合する Trx2結合タンパク質をMS解析により同定した。なお、CXXC モチーフの
Cysを共にAlaに置換し、ジスルフィド結合できない AA(AXXA)変異体をコントロールとした。
これらの遺伝子をそれぞれ破壊し、trx2と同様な ERAD及び生育における遅延を示すかにより、
Trx2 由来の還元経路に必要なタンパク質の同定を行った。その中からサイトゾル側でチオレド
キシンと結合するのに必要なシステインを持ちかつ生物種間で保存されている遺伝子を同定し、
その破壊株を作製し、これら破壊株において小胞体内にミスフォールドタンパク質を発現させ
ることで小胞体ストレスを誘導した際に、チオレドキシン破壊株と同様な生育阻害が観察され
る遺伝子の同定を行った。また、ヒト培養細胞において Trx過剰発現が小胞体ストレスの緩和に
寄与するかについても解析を行った。 
 
４．研究成果 
サイトゾルに局在する Trx2とジスルフィド結合を介して結合するタンパク質を MS解析によ
る同定を行い、Trx2 の CA 変異体と結合するが、AA 変異体とは結合しないタンパク質が 364 
個同定された。そのうち、サイトゾルあるいは膜貫通ドメインのサイトゾル側表面付近に生物種
間で保存されたシステインを持つ小胞体膜タンパク質が 9 個見いだされた。これらの候補から
Trx2 の還元力を小胞体内腔へと受け渡すのに必要な小胞体膜タンパク質を同定するため、これ
ら候補遺伝子をgsh1株において破壊し、ERADや生育に与える影響を解析し、チオレドキシン



破壊株と同様な生育阻害が観察される遺伝子を同定した。しかしながら、これらの遺伝子破壊株
において小胞体内にミスフォールドタンパク質を発現させた際の表現型が安定しなかったため、
親株が元々持つ遺伝子修復系遺伝子の変異を修正した株を作製した。この親株にて再度上記の
遺伝子破壊株を作製することで、Trx2 破壊株と同様な生育阻害が観察された遺伝子を同定する
ことができた。 
 ヒト培養細胞においても Trxの過剰発現による小胞体ストレス緩和効果を、代替の還元力にな
り得るグルタチオン合成阻害条件下においても観察した。しかしながら、ヒト培養細胞において
Trx は小胞体ストレスの緩和には寄与せず、Trx による小胞体への還元力供給は酵母特異的であ
ることが示唆された。 
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