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研究成果の概要（和文）：初期分泌経路のタンパク質品質管理において重要な役割を担うERp44が、亜鉛イオン
依存的に構造、基質に対する親和性、細胞内局在の制御を受け、機能を発揮することを発見した。さらに、目的
のオルガネラにターゲッティングされる亜鉛蛍光プローブを水上進教授のグループと共同で開発し、ゴルジ体に
おける亜鉛濃度の定量に成功した。また、系統的ノックダウン実験により、初期分泌経路に存在する亜鉛トラン
スポーターのうち、主としてZnT7がERp44の細胞内局在と機能を制御することを明らかにした。以上の研究によ
り、初期分泌経路における亜鉛恒常性維持機構と、ERp44を介した新たなタンパク質品質管理機構の全容を解明
した。

研究成果の概要（英文）：ERp44 is a PDI family member that plays an important role in protein quality
 control in the early secretory pathway. We recently discovered that zinc ions (Zn2+) regulate 
structure, affinity for client proteins and intracellular localization of ERp44, leading to its 
maximal client retention activity. We also developed an organelle-targettable Zn2+ fluorescent probe
 in collaboration with Prof. Shin Mizukami's group, and succeeded in quantification of labile Zn2+ 
concentration in the Golgi with the probe. By Zn2+ imaging under the conditions of systematic Zn2+ 
transporter (ZnT) knockdowns, we revealed that ZnT7 serves as a　ZnT that primarily regulates 
intracellular localization and function of ERp44. Thus, we established molecular and mechanistic 
basis of the ZnT-mediated Zn2+ homeostasis and ERp44-dependent protein quality control in the early 
secretory pathway.  

研究分野： 構造生物科学

キーワード： タンパク質品質管理　亜鉛イオン　亜鉛輸送体　ERp44　小胞体　ゴルジ体　Ｘ線結晶構造解析　細胞イ
メージング

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞のタンパク質品質管理機構の異常は、アルツハイマー病などの神経変性疾患や糖尿病を引き起こすことが数
多く報告されている。また亜鉛イオンの恒常性維持の破綻が、発育障害、免疫低下、皮膚病等のいわゆる亜鉛欠
乏症を引き起こすことも広く知られる。本研究において我々は、小胞体とゴルジ体における、亜鉛イオンとpHに
よって制御される全く新しいタンパク質品質管理機構を解明した。さらに細胞内小器官の遊離亜鉛イオン濃度を
定量することにも成功し、細胞の亜鉛恒常性維持機構に関する重要な知見を得た。本研究成果は上記の疾患の原
因解明・創薬につながり、基礎細胞生物学のみならず、医学的にも非常に重要なものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

小胞体とゴルジ体から成る初期分泌経路には厳正なタンパク質品質管理機構が存在する。その中で

ERp44 は、構造未成熟な分泌タンパク質や小胞体局在酵素をゴルジ体から小胞体へ逆行輸送すること

で分泌経路におけるタンパク質品質管理に寄与することが過去に報告された（Anelli et al., EMBO J 

2003, 2007）。2013 年に我々は、イタリアの Roberto Sitia 教授のグループと共同で、小胞体―ゴルジ体

間の pH 勾配が ERp44 の機能発現制御において重要であることを突き止めた（Vavassori, Masui et al., 

Mol. Cell, 2013）。さらに我々は ERp44 の高分解能結晶構造解析に成功し（Watanabe et al., PNAS 

2017）、ERp44分子中に金属イオンと結合し得るヒスチジン残基の集中領域（His クラスターと命名）が存

在することを見つけた。そこで、ERp44 と金属イオンとの結合を等温滴定熱量計により網羅的に解析し

たところ、ERp44 が亜鉛イオンと特異的に結合することを発見した。さらに ERp44 は、ゴルジ体で亜鉛イ

オンと結合することで、立体構造、細胞内局在、クライアント逆行輸送活性を制御することも見出した。し

かしながら、本事象に関する分子機構の詳細はほとんど未解明であった。また ERp44 がどのような仕組

みで、ゴルジ体で亜鉛イオンを獲得するのか、重要な問題として残されていた。 

 

２．研究の目的 

亜鉛イオン依存的な ERp44の機能制御に関し、以下の重要な問題が未解明のまま残されている。 

 

(1) ERp44のどの領域に亜鉛イオンが結合し、それによりどのような構造変化を受けるのか。 

 

(2) 分泌経路における遊離亜鉛の濃度は、ERp44 の亜鉛イオンに対する親和性と比して、どれくらいな

のか。 

 

(3) 分泌経路に存在する複数の亜鉛トランスポーターの中で、どの亜鉛トランスポーターが小胞体およ

びゴルジ体の亜鉛恒常性維持に関与し、また ERp44に亜鉛イオンを与え、それによって ERp44の構造

機能制御に寄与するのか。 

 

上記 (1) ~ (3) の問題を解明するため、構造生物学的手法、細胞イメージング、遺伝子ノックダウン等の

手法を組み合わせ、研究を進めた。 

 

３．研究の方法 

(1) ERp44 の亜鉛イオン依存的な構造変化を解析するため、亜鉛イオン存在下で ERp44 を結晶化し、

さらに亜鉛原子の異常分散ピークを位相決定のために利用し、亜鉛イオン結合型 ERp44 の結晶構造

を決定した。さらに、亜鉛結合に伴う ERp44 の会合状態の変化をゲル濾過クロマトグラフィーにより解析

した。 

 

(2) 小胞体、ERGIC、cis-Golgi, medial-Golgi, trans-Golgiにおける遊離の亜鉛イオン濃度を決定するた

め、東北大学・水上進教授のグループで開発されたオルガネラターゲット型亜鉛蛍光プローブ ZnDA-

1H を用い、亜鉛イオンの細胞イメージングを行った。ZnDA-1H は分子内に halo-ligand を有しており、

各サブオルガネラに局在することが知られるタンパク質に Halo-tag を融合させ、その融合タンパク質を

細胞内で発現させることで、本プローブを目的のサブオルガネラにターゲットさせた。また内部標準とし

て Halo-TMR を用い、Halo-TMR と ZnDa-1H を一定の混合比で細胞に投与し、それぞれの蛍光強度

を観測することで、各サブオルガネラにおける亜鉛イオン濃度を算出した。 

 

(3) 各亜鉛トランスポーターのサブオルガネラにおける亜鉛恒常性維持に対する寄与を調べるため、そ

れら亜鉛トランスポーターを系統的にノックダウンした条件における亜鉛イオン濃度を上記の方法で解

析した。さらに、各亜鉛トランスポーターノックダウン条件下における ERp44 の局在、クライアント分泌抑

制活性についても詳細に解析した。さらに、ZnT7およびZnT6の細胞内局在に関する知見を得るため、

超解像顕微鏡によるそれら亜鉛輸送体の観察を行った。 

 



 

４．研究成果 

(1) 亜鉛イオン結合型 ERp44を調製し、幅広い結晶化スクリーニングを行った結果、1.0 M Na Malonate, 

90 mM HEPES-NaOH pH7.0, 0.45% Jeffamine ED-2001, 0.5-2.0 mM ZnCl2の条件で良質の結晶が得ら

れた。この結晶について、SPring-8, BL44-XU で回折実験を行ったところ、2.45Å 分解能の回折データ

収集に成功した。回折データを解析することにより、亜鉛結合型 ERp44 の二量体構造が決定された。

亜鉛イオン依存的な ERp44 の二量体形成は、ゲル濾過クロマトグラフィーによっても確認した。結晶構

造解析の結果、亜鉛イオンは ERp44 の C 末端テールの根元に存在する His cluster に結合し、それに

よって C 末端テールが大き

く開き、クライアント結合のた

めの分子表面が露出するこ

とが示された（右図参照）。

さらに等温滴定熱量計によ

り、ERp44 のクライアントに

対する親和性が、亜鉛イオ

ン依存的に亢進することを

突 き止めた 。本成果は

Nature Communications 

10:603 s41467 (2019) に報

告した。 

 

(2) 小胞体、ERGIC、cis-, medial-, trans-Golgi の各サブオルガネラに ZnDA-1H プローブをターゲッテ

ィングするため、Halo-tagを STIM1, ERGIC-53, Manosidase II, TPST2, GalT に融合させたタンパク質を

発現するためのプラスミドを構築し、細胞中でそれぞれを発現させた。亜鉛イオンの絶対濃度定量を行

うため、Halo-TMR を内部標準として、ZnDA-1H と一定の混合比で細胞に加え、それぞれの蛍光強度

を観測した。その結果を計算式にあてはめることにより、各サブオルガネラにおける遊離の亜鉛濃度を

測定した。その結果、小胞体では ZnDA-1H の検出限度濃度以下であったのに対し（nM オーダー）、

ERGICでは約 100 nM、cis-, medial-, trans-Golgiではいずれも約 75 nMの遊離亜鉛濃度であることが

判明した。この値は ERp44 の亜鉛イオンに対する解離定数に匹敵し、ERp44 の構造機能が細胞内で

亜鉛イオンによって可逆的に制御されることを説明するものであった。 

 

(3) ゴルジ体に存在する亜鉛輸送体 ZnT4, 5/6, 7 をそれぞれノックダウンした条件において、ERGIC, 

cis-, medial-, trans-Golgi における遊離亜鉛イオン濃度を上記と同様の手法で見積もった。その結果、

ZnT7 のノックダウンにより、ERGIC における亜鉛イオン濃度は大きく減少したのに対し、cis-, medial-, 

trans-Golgi における亜鉛イオン濃度に大きな変化はなかった。一方、ZnT4, ZnT5/6 をノックダウンした

条件では、medial-, trans-Golgiにおける亜鉛イオン濃度が有意に減少したのに対し、ERGIC, cis-Golgi

における亜鉛イオン濃度に変化はみられなかった。以上の結果から、ZnT7 が ERGIC への亜鉛イオン

輸送を行うのに対し、ZnT4, 5/6, 7 は ER から離れた distal 側のゴルジ体への亜鉛輸送に関わることが

強く示唆された。以上の結果は、超解像顕微鏡による ZnT7および ZnT6の局在観察の結果と合致して

いた。さらに、ZnT4, 5/6, 7 をそれぞれノックダウンした条件において ERp44 の局在を観察した結果、

ZnT7 ノックダウンにより ERp44 の局在がゴルジ体へと顕著に偏ったのに対し、ZnT4, ZnT5/6 のノックダ

ウンでは、ERp44 の局在に大きな変化はなかった。一方、ERp44 のクライアントである Ero1a や Prx4 の

細胞外分泌を各亜鉛輸送体ノックダウン条件下で観察したところ、ZnT5/6のノックダウン条件において、

これらクライアントタンパク質の分泌の増大が観測された。すなわち ERp44 の小胞体を含む広範囲の分

布には ZnT7 が取り込んだ亜鉛イオンが関与し、ERp44 のクライアント細胞内滞留活性には、ZnT5/6 に

より取り込まれた亜鉛イオンが重要であることを示唆する結果が得られた。現在、(2) と (3) の結果を統

合し、論文投稿準備中である。 

 

図 亜鉛非結合型（左）と亜鉛結合型の ERp44の結晶構造の比較 
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