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研究成果の概要（和文）：　我々は、ERdj5が酸化酵素Ero1からの電子を奪い、自身の還元力（電子）として利
用する新しい電子伝達経路を明らかにした。さらに、Ero1から電子を奪うことで、小胞体内腔の過酸化水素生産
量を減らすことを明らかにした。また、還元酵素ERp18は、通常、二量体として存在し、還元酵素として働く
が、亜鉛イオンの結合に依存してオリゴマーを形成するとカタラーゼ様の活性を持つことを明らかにした。そし
てERdj5およびERp18が協働する過酸化水素除去機構が、小胞体の新たなレドックス恒常性維持に重要な役割を果
たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Here, we have clarified a new electron transfer pathway in which ERdj5 
receives the electrons from the oxidase Ero1 and utilizes them for reductase activity. Furthermore, 
we found that the deprivation of electrons from Ero1 reduces the amount of hydrogen peroxide 
produced in the ER lumen. In addition, the reductase ERp18 usually exists as a dimer and functions 
as a reductase, but it has been shown that when it forms oligomers depending on the binding of zinc 
ions, it has catalase-like activity. Finally, we showed that the hydrogen peroxide scavenging 
mechanisms of ERdj5 and ERp18 play an essential role in maintaining redox homeostasis in the ER.

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
　小胞体における新生ポリペプチドの生成と共役して不可避的に起こると考えられてきたH2O2産生が、全く新し
い2つのステップで除去あるいは抑制されることが明らかになり、これまでまったく誰も考えなかった小胞体ス
トレス除去機構として、新規性、独創性、独自性のどの観点から学術的意義の高い成果を創出することができ
た。また、社会的意義に関しても、これまで注目されてこなかった小胞体から産生される過酸化水素除去機構
が、細胞老化、個体老化または小胞体ストレスに起因する様々な疾患に影響を与える可能性がわかり、関連する
疾患の治療法開発の足掛かりになるのではないかと期待される。

※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。



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、膜タンパク質の合成の場であり、細胞内で合成される全タ
ンパク質の、実に 1/3 は小胞体において作られている。小胞体に挿入された新生ポリペ
プチド鎖は、小胞体の中で、フォールディングされて高次構造を形成するが、この時、
システイン残基同士が酸化されジスルフィド結合を形成して、タンパク質の高次構造を
安定化する。これは酸化的フォールディングと呼ばれる。酸化的フォールディングは、
機能性のタンパク質を作るためには必須のプロセスであるが、ここで厄介な副産物が産
生される。一対のジスルフィド結合形成に伴って２個の電子が放出され、それが結果的
に過酸化水素 H2O2 を産生するのである。H2O2は強い毒性を持ち、小胞体内に生成され
ると、小胞体ストレスを引き起こす。この分子の消去は小胞体の、そして細胞の恒常性
を維持するために、そして細胞の生存のために必須である。新生ポリペプチドが翻訳と
共役しつつトランスロコンを通って小胞体内に挿入されると、直ちにN型糖鎖付加と、
ジスルフィド結合形成が起こる。どちらもタンパク質の高次構造形成に必要だが、特に
ジスルフィド結合は高次構造を形成したポリペプチドの間の共有結合として、その安定
化には必須である。システインの酸化は、PDI (proteindisulfide isomerase) によって
触媒されるが、システインの酸化に伴って放出される電子は、PDI を経由して、Ero1(ER 
oxidase 1) に受け渡される。電子は Ero1 分子内の２つのシステインペアを経由したの
ち、FAD（flavin adeninedinucleotide）に受け渡され、さらにそれから分子状酸素に受
け渡され、これによって過酸化水素 H2O2 が産生される。これは現在広く受け入れられ
ている電子伝達の経路であるが、これからわかるように、新生ポリペプチドの産生に伴
って、その副産物である H2O2 が小胞体内に生成することは不可避のイベントであると
みなされてきた。この H2O2 を消去するために、小胞体には PRX4 などの酵素が用意さ
れ、その消去の役割を担っている。 

我々は、小胞体における初めての還元酵素 ERdj5 を発見した（Science 2008）。ERdj5
は変性タンパク質のジスルフィド結合を還元・開裂して小胞体関連分解を誘導すること
（Mol.Cell 2011）、さらに還元活性によって小胞体膜に存在するカルシウムポンプ
SERCA2b を活性化し、小胞体内のカルシウムイオン濃度依存的にサイトゾルからのカ
ルシウムの取り込みを活性化すること（PNAS 2016）などを報告してきた。 
 
 
２．研究の目的 
 

小胞体におけるタンパク質合成の過程でジスルフィド結合が形成されるが、これに
伴って2個の電子が放出され、それが結果的に過酸化水素H2O2を産生することになる。  

我々は小胞体における初めての還元酵素ERdj5を発見したが、ERdj5にどのように還
元活性に必要な電子が供給されるかは不明であった。ERdj5がEro1を介して、新生ポリ
ペプチド鎖から電子を奪い、自身の還元力にする場合、H2O2産生に必要な電子はERdj5
によって利用され。H2O2産生は抑えられる。さらに、新規の還元酵素ERp18を見出し
た。ERdj5およびERp18という２つの還元酵素が共働することによって、H2O2の発生を
二重に抑えていると考えられる。これら小胞体における酸化ストレス除去システムの
分子機構を明らかにする。 
 
 
３． 研究の方法 
 
1. ERdj5 が Ero1 から電子を hijack することによる H2O2産生抑制機構の解析 
1-1．ERdj5 還元にリンクした小胞体内 H2O2 量減少の確認：  ERdj5 が Ero1 の
Cys85/Cys391 システインペアから電子を奪って、自身が還元される。この時、Ero1 か
ら FAD を介して、分子状酸素に渡される電子は少なくなっているはずであり、従って
産生される H2O2 の量も減少しているはずである。実際にそのような現象が細胞内で起
こっているのかを調べるため、小胞体内に H2O2 の量を特異的に測定できるセンサー 
タンパク質 ER hyper（H2O2 による酸化に伴って GFP の蛍光が変化する）を導入する。 
Ero1 に結合できない ERdj5 変異体、Ero1 から電子を受け取れない変異体などを、また
ERdj5 自体をノックダウンするなどの方法によって、Ero1 から ERdj5 が電子を受け取る
ことによって、H2O2 産生がどのように変化するかを調べ、申請者らの仮説を裏付ける実
験的証拠を得る。また ERp18（後述）をノックダウンし、ERdj5 だけで、どの程度 H2O2

の減少が引き起こされるのか、上流でのブロックの程度を算定する。 
1-2．Ero1-ERdj5 複合体の構造学的アプローチ： ERdj5 がどのような構造的基盤の上に
Ero1 から電子を受け取ることができるのか、NMR により解析する。特に ERdj5 の還元



活性を担う２つの活性部位が、実際に Ero1 の Cys85/Cys391 に近接して結合し、電子を
受け取れるのかどうかを検討する。本課題については、東京大学大学院薬学研究科の竹
内恒教授との共同研究を進めることにより、研究の進展をはかりたいと考える。 
1-3．ERdj5 による H2O2産生抑制の生理学的重要性の検討： ERdj5 が Ero1 からの電子
を奪い、H2O2 産生を減弱させることが確認でき次第、その生理的意味についての実験を
行う。H2O2 産生の減少に伴い、小胞体ストレスが減弱するはずであり、小胞体ストレス
のマーカー遺伝子 XBP1 のスプライシングや小胞体分子シャペロンの誘導などを調べ
ることによって、小胞体ストレス軽減の有無を確認する。ERdj5 の還元状態と H2O2 産
生の逆相関関係などについても知見を蓄積し、このまったく新しい経路が、H2O2 産生の
抑制を通じて、小胞体恒常性の維持にどのように寄与しているかを明らかにする。 
2．ERdj5 の下流因子 ERp18 による H2O2消去の分子機構の解析 
2-1．レダクターゼからカタラーゼへの分子スイッチの変換機構： 我々は、新たに ERp18
を同定した。ERp18 はサイトゾルにおけるもっとも代表的な還元酵素チオレドキシンの
小胞体ホモログと考えられるが、その機能に関する研究はほとんど進んでいない。
ERp18 は、オリゴマーを形成し、H2O2 除去活性を有するが、どのような分子機構によっ
て ERp18 がオリゴマー形成をするのか、どのような大きさのオリゴマーを作るのか、
などについて主として生化学的に分子機構を解析する。このオリゴマー形成に亜鉛イオ
ンが関与するという予備的なデータを得ているので、この点についても考察する。また
ERdj5 が本当に ERp18 に電子を渡し、還元しているのかについて、より直接的な証拠を
得るべく、精製タンパク質を用いた in vitro での還元活性とレドックスポテンシャルの
算定を行う。 
2-2． H2O2 消去における、ERp18 と他の小胞体ペルオキシダーゼとの寄与度の検討： 
ERp18 が小胞体内 H2O2 消去に関わっていることは、これまでのデータからほぼ確かだ
と考えているが、小胞体には他のカタラーゼ様活性をもったペルオキシダーゼが存在し
ている。PRX4 がその代表である。PRX4 はこれまで多くの研究がなされてきた小胞体
ペルオキシダーゼで、申請者らの研究室においても報告をしてきたが（J. Biol. Chem. 
2013）、PRX4 と ERp18 がどのように役割分担をし、どの程度の貢献をしているのかを、
それぞれの過剰発現、ノックダウン実験などによって明らかにし、小胞体における H2O2

消去作用の総合的理解につなげる。 
 
 
４．研究成果 
 
還元酵素 ERdj5 への電子伝達機構の解明と
生理学的意義の解明： 

これまで全く明らかになっていなかった
小胞体還元酵素 ERdj5 の電子ドナーの探索
を進めた。我々は、ERdj5 が酸化酵素 Ero1 か
らの電子を奪い、本来酸化的環境下にある小
胞体に還元力（電子）を供給する新しい経路
を明らかにした（図 1）。リボソームで合成さ
れた新生鎖が小胞体へ挿入され、酸化的フォ
ールディングを受ける際に、その酸化に関わ
る PDI に電子が渡され、それを酸化酵素 
Ero1a に受け渡す。電子は Ero1a 内で、Cys94-
99 ペアから cys85-391 に移動し、還元酵素
ERdj5 に受け渡されることを明らかにした
（図 2）。また、ERdj5 との結合に誘起される
Ero1 の構造変化も NMR 解析により、見出し
た。このとき、分子状酸素に電子が受け渡さ
れ、H2O2産生を行なうはずの電子が ERdj5 に
よってハイジャックされれば、H2O2産生は減
弱させるはずである。実際に、H2O2 センサー
を用いて H2O2 産生を調べたところ、確かに
減少が確認できた。一方、細胞内で ERdj5 を
ノックダウンすると、H2O2産生量は増加した
（図 3 赤線（siRNA/ERdj5））。小胞体ストレ
スのマーカー遺伝子XBP1のスプライシング
や小胞体分子 シャペロンの誘導などを調べ
ることによって、小胞体ストレス軽減の有無
を確認した。ERdj5 をノックダウンした細胞
では、酸化ストレス依存的な小胞体ストレス 図 2. Ero1a 分子内の電子伝達経路 

図 1. Ero1a を介した新生鎖から ERdj5 への電子
伝達経路 



が亢進することが明らかにした。ERdj5 への
新しい電子伝達経路が Ero1 の従来の電子伝
達経路からどれだけの電子を奪うのか調べる
ため、溶存酸素系を用いて ERdj5 が Ero1 の
酸素消費に与える影響を観察した。ERdj5 は
Ero1 から電子を奪うことにより、酸素消費を
有意に低下させていた。さらに、 Ero1 によ
る電子供給がERdj5の機能に必要かどうかを
検証するため、Ero1 の過剰発現または欠損し
た細胞を用い、ERdj5 依存的な小胞体関連分
解への影響をパルスチェイス実験により観察
した。結果、Ero1 欠損細胞では、ERdj5 への
電子伝達が滞り、ERdj5 依存的な小胞体関連
分解促進効果がキャンセルされた。これらの
結果は、我々が明らかにした Ero1 を介した新
生鎖からの電子伝達が、ERdj5 の活性に必要
であることを示すものである（Uegaki et al. 
Cell Rep. in press）。 
 
酸化還元活性からカタラーゼへの分子スイッ
チの変換機構： 新たに同定した ERp18 はサ
イトゾルにおけるもっとも代表的な還元酵素
チオレドキシンの小胞体ホモログと考えられ
るが、その機能に関する研究はほとんど進ん
でいなかった。我々は、ERp18 が通常は二量
体として存在しているが、二量体の時には還
元活性を持つこと、そしてそれが、亜鉛イオ
ンの結合に依存してオリゴマーを形成する
とカタラーゼ様の活性を持つことで明らか
にした（図 4、C. Tsutsumi et al., submitted）。
細胞内で ERp18 が亜鉛イオン依存的に、 
H2O2 除去活性を持つことが示唆されたので、
ERp18 のリコンビナントタンパク質を精製
し、亜鉛結合型 ERp18 の活性測定を行った。
結果、精製した ERp18 は亜鉛イオンとの結合
依存的に、4 量体を形成し、カタラーゼ様活
性を有することが分かった（図 5）。また小胞
体の過酸化水素濃度を測定することが出来
る ER Hyper によって検出される H2O2の量を
減少させることを明らかにした。 
H2O2 産生の減少に伴い、小胞体ストレスが減
弱するはずであり、そのことも小胞体ストレ
スのマーカー 遺伝子 XBP1 のスプライシン
グや小胞体分子シャペロンの誘導などを調
べることによって、確認することができた。
また、小胞体の亜鉛イオンの動態については
不明な点が多いのが現状である。小胞体膜上
に存在する ZIP7 亜鉛イオントランスポータ
ーに着目し、阻害剤を用いて、ERp18 の活性
を測定した。ZIP7 阻害によって、小胞体の亜
鉛イオン濃度が高くなると ERp18 のカタラ
ーゼ様活性は上昇することが示唆される予
備的な結果が得られている。また、ERp18 依
存的な H2O2 除去機構の個体レベルでの重要
性を調べるために、線虫で ERp18 をノックダ
ウンし、酸化ストレスレベルや寿命に影響が
あるかを調べた。ERp18 のノックダウンした
線虫では、小胞体からの H2O2 の漏洩によっ
て酸化ストレスが亢進し、線虫の個体寿命が
短くなることがわかった。新たに見つかった
ERp18 の亜鉛イオン依存的な過酸化水素除
去機構は、小胞体の新たなレドックス恒常性
維持に重要な役割を果たすことが明らかになった。 

図 4. ERp18 の亜鉛イオン依存的な 4 量体形
成はカタラーゼ様の活性を有する。 

図 5. ERp18 四量体は過酸化水素除去活性を
持つ ERp18 四量体（赤線）は、ERp18 二量
体（青線）と比べて、強い過酸化水素分解活性
を示した。 

図 3. ERdj5 は過酸化水素の産生を抑制する 
赤矢印で DTT（還元剤）処理を行い、過酸化
水素を除去した。その後、青矢印で DTT を除
去 し 、 小 胞 体 で の 過 酸 化 水 素 量
（488nm/405nm）を観察した。ERdj5 ノック
ダウン細胞（si/ERdj5、赤線）では、コントロ
ール細胞（si/NS、黒線）に比べて過酸化水素
の産生量が亢進した。 



 
サイトゾルからの新しい電子供給経路の探索：新生鎖から PDI, Ero1 を介して ERdj5 に
電子が受け渡され、小胞体に還元力がもたらされるという新しい経路を発見したが、こ
の過程で、それ以外にも電子を導入する機構が存在する可能性を示唆するデータを得る
ことができた。すなわちサイトゾルで合成された小分子還元化合物 GSH を、小胞体膜
を介して取り込む機構である。この GSH の取り込みには、我々が新しく輸送体候補因
子が関与することが明らかになった。このことは、小胞体のレドックス環境がどのよう
に構築されるのかを明らかにする重要な発見である（未発表）。 
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