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研究成果の概要（和文）：小胞体内のタンパク質品質管理を担うジスルフィド異性化酵素ファミリーに属するP5
が、溶液中で二量体構造をとり、またその二量体構造が非常に動きに富むことを発見した。構造情報から二量体
を形成できない変異型P5を作製したところ、立体構造が不安定化し小胞体ストレスセンサーの制御能が低下し
た。さらに、P5はPDIと複合体を組むことで、酸化的フォールディングを促し、P5はERp72と複合体を組むことで
シャペロン機能を亢進することを見出した。以上の研究により、P5による基質認識機構とパートナータンパク質
との協奏的機能の役割を明らかとし、P5を介したタンパク質品質管理の全容を解明した。

研究成果の概要（英文）：P5 is a PDI family member involved in the ER quality control. We discovered 
that P5 dimerizes via a unique adhesive motif contained in the N-terminal thioredoxin-like domain by
 SAXS and crystallographic anaylyses. A monomeric P5 mutant with the impaired adhesive motif showed 
structural instability and local unfolding. Disassembly of P5 to monomers compromised its ability to
 inactivate IRE1, one of ER stress sensor, via intermolecular disulfide bond reduction. Thus, the 
leucine-valine adhesive motif supports structure and function of P5. Furthermore, the enzymatic 
activity of P5-mediated oxidative folding is up-regulated by PDI, while the chaperone activity of P5
 is stimulated by ERp72. Thus, we established molecular  and mechanistic basis of P5-dependent 
protein quality control system in the endoplasmic reticulum.

研究分野：構造生物化学

キーワード： タンパク質品質管理　ジスルフィド結合　X線小角散乱法　小胞体　NMR　二量体化モチーフ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の小胞体には新生タンパク質に、構造を安定化するためにジスルフィド結合を導入する仕組みが存在す
る。このジスルフィド結合の触媒を担っているのがPDIファミリー酵素である。特にPDIファミリー酵素のひとつ
P5は、癌などの疾患や小胞体ストレス応答、血液凝固といった様々な生理機能と関わることが報告されていた
が、全体構造が不明なため詳しいメカニズムは不明であった。本課題では全長P5がユニークな構造モチーフを介
して二量体構造をとることを明らかにし本モチーフが本酵素の機能発現にとって重要であることを提示した。従
って本酵素の構造機能相関研究に基づき、本成果は医学的にも重要な知見をもたらす。

※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 

細胞内小器官の一つ小胞体には、厳正な蛋白質品質管理システムが存在する。近年、不良蛋白質
の蓄積により誘導される小胞体ストレス応答因子の 1 つある Inositol Requiring Enzyme 1 (IRE1)

の機能制御に、Protein Disulfide Isomerase (PDI)ファミリー酵素の 1 つである P5 が関わっている
ことが報告された。また酸化的フォールディングを触媒する際、PDI と比べて、P5 は素早く基
質にジスルフィド結合を導入する酵素としても報告した(Sato et al., Sci Rep 2013)。以上、P5 の生
理学的な機能が明らかとなる中、P5 は構造未知であり、同酵素による「フォールディング補助」
および「小胞体ストレス応答因子の制御」の分子機構は未解明であった。そこで本申請者は、P5

の全長構造の決定し、そのパートナータンパク質を同定することで、P5 による基質認識に基づ
く触媒機序の詳細を解明することを目指した。 

 

 

２．研究の目的 

P5 による小胞体内タンパク質品理管理機構に関し、下記の未解決な問題が残されている。 

 

(1)P5の全長構造がどのような構造特徴を有し、基質を認識しているのか 
 

(2)P5の機能調節を担うパートナータンパク質は何か 
 

これら問題を解決するため、構造生物学、生化学など様々な手法を組み合わせ、研究を進めた。 

 

 

３．研究の方法 

(1)全長 P5の構造機能相関 
P5 の全長構造情報を取得するため、SAXS と X 線結晶構造解析を組み合わせた手法により、解
析した。研究を遂行する中で、特徴的な二量体化モチーフを発見したため、そのモチーフがドメ
イン構造に与える構造影響について、NMRを用いた。二量体化モチーフの有無に伴う構造安定
の変化の評価に関しては、昇温に伴う円二色性スペクトル(CD)解析により評価した。また二量体
化モチーフによる接着エネルギーを in silico で見積もるため、Protein Interfaces, Surfaces and 

Assemblies (PISA) program を用いた。さらに、HeLa 細胞を用い、この二量体化モチーフを欠損さ
せた変異体を小胞体内に過剰発現させることで、細胞内への影響を見積もった。 

IRE1 の機能制御に関して、新たに IRE1 の小胞体内腔ドメインの大腸菌発現系と発現
系を構築し、IRE1 のジスルフィド結合を介したオリゴマーを調製した。その後、IRE1 のジスル
フィド結合の切断評価により、IRE1の不活性化における in vitro評価系の構築を目指した。特に、
P5 は IRE1 の不活性化を促す因子としても報告されているため(Eletto, et al., Mol Cell 2014)、本評
価系の構築は P5 の構造特徴に伴う機能評価として重要なアッセイ系である。 

他の構造特徴としては、P5 が Ca2+結合タンパク質として知られているが、その結合領
域が不明であったため、等温滴定熱測定を用い、各変異体と Ca2+間相互作用解析を行った。Ca2+

結合に伴う P5 の機能制御に関して、酸化的フォールディングのモデル基質として BPTI、シャペ
ロンのモデルとして CS を用いた。 

本二量体化モチーフは Leu や Val が種族間で高く保存されており、二量体を促す重要
なモチーフであると想定されるが、他の二量体化モチーフとして Leu-Zipper モチーフとの違い
を提示するため、PISA を用い接着モチーフの評価を行った。 

 

(2)P5の機能調節を担うパートナータンパク質は何か 
P5 と相互作用する PDI family を見積もるため、far-western blot 法を用い、P5 のパートナータン
パク質との相互作用解析を行った。その際、PDI family として、PDI, ERp72, ERp57, ERp46 の 4

種で検討した。far-western blot 法による相互作用を検出したタンパク質間相互作用において、定
量的解釈を得るため、等温滴定熱測定を行った。相互作用が見られた P5-PDI, P5-ERp72 に関し
ては、酸化的フォールディングのモデル基質として RNaseA を採用し、ジスルフィド結合導入能
および RNaseA 活性を評価した。さらに、シャペロン能の評価として、還元変性 GAPDH の凝集
アッセイを採用した。 
 

  



 

 

４．研究成果 
(1) 全長 P5の構造機能相関 
P5 は 3 つのチオレドキシン様ドメインが可動性
に富んだリンカーでつながった構造を持つと予
測されていた。今回我々はチオレドキシン様ドメ
インについては X 線結晶構造解析法で、また全
体構造については X 線小角散乱(SAXS)法を用い
て解析した。その結果、P5 が 3 つのチオレドキ
シン様ドメインが様々な配置をとり、非常に動き
に富んだ全体構造を有していることが明らかに
なった。さらに、SAXS と SEC による構造解析よ
り、N 末端側のチオレドキシン様ドメイン(a0 ド
メイン)に新規の二量体形成モチーフ(接着モチ
ーフ)が存在し、P5 が二量体構造をとることが明
らかとなった(図)。 

二量体形成 motif として遺伝子調節に
関わるLeu-zipper motifが非常によく知られるが、
このmotifはアルファヘリックス 2巻きごとに外
側に露出した Leu 残基同士が平行に接着するこ
とで機能を発現する。一方、この Leu-Val adhesive 

motif はアルファヘリックス 1 巻きごとに外側に
露出した Leu/Val残基同士が逆並行に接着するこ
とを見出した。これら接着力を in silico 比較する
と、20 種類の Leu-zipper motif では-15 から -20 

×10-3 (kcal/mol/A2)程度の範囲の接着力が見積も
られたことに対し、Leu-Val adhesive motif は-10 

×10-3 (kcal/mol/A2)であった。したがって、この
motif は Leu-zipper motif よりも接着力が弱く、
Leu-zipper motif の母集団から外れ、新規な motif

であることが示唆された。 

構造情報から二量体を形成できない変異型 P5 を作製したところ、NMR と CD 解析か
ら天然型と異なる不安定な構造を形成することで、小胞体ストレスを引き起こすことがわかっ
た。さらにこの二量体化モチーフ欠損体は、小胞体ストレスセンサーである IRE1 の構造機能制
御能が低下することも明らかにした。また、小胞体中に～1 mM と豊富に存在するカルシウムイ
オンは神経伝達などセカンドメッセンジャーとして様々な生理機能を発揮するが、今回新たに
P5 のカルシウム結合部位を同定するとともに、P5 のタンパク質凝集を防ぐシャペロン活性がカ
ルシウムイオンの結合によって制御されることを発見した。これらの結果から、P5 が機能を発
揮する分子メカニズムが明らかとなり、二量体化やカルシウム結合による同酵素の機能制御と
いう新たな概念を提唱した。 

本成果は 2021 年に Structure 誌に報告した。 

 

(2)P5の機能調節を担うパートナータンパク質は何か 
P5 と相互作用する PDI family を見積もるため、far-western blot 法を用い、P5 のパートナータン
パク質との相互作用解析を行った。その際、PDI family として、PDI, ERp72, ERp57, ERp46 の 4

種で検討した。その結果、P5 は PDI/ERp72 と複合体を組むことがわかり、等温滴定熱測定によ
り、数M 程度の結合であることがわかった。この相互作用は P5 のチオール・ジスルフィド触
媒活性部位 CxxC を AxxA に置換することで、分子間ジスルフィド結合の可能性を排除したた
め、非共有結合における複合体形成時の相互作用である。 

 次に、酸化的フォールディングのモデル基質として RNaseA を採用し、P5 の酸化的フ
ォールディングの触媒時の PDI と ERp72 添加の効果を見積もった。その結果、理論値に比べ、
P5+PDI の組み合わせが最も効率的にジスルフィド結合の導入効率及び RNaseA の活性回復が高
かった。一方で、P5+ERp72 の組み合わせは、酸化的フォールディングの触媒において正の効果
は見られなかった。 

 さらに、シャペロン能の評価として、還元変性 GAPDH の凝集アッセイを採用した。そ
の結果、理論値に比べ、P5+ERp72 の組み合わせが最も還元変性 GAPDH の凝集を抑制する一方
で、P5+PDI の組み合わせは還元変性 GAPDH の凝集を抑制において正の効果は見られなかった。 

以上の結果は、P5 が PDI と複合体を組むことで、酸化的フォールディングを促し、P5 は ERp72

と複合体を組むことでシャペロン機能を亢進することを提示した。P5 が PDI や ERp72 と複合体

形成を変えることで、基質フォールディングに応じた機能を調節していることを提唱し、当初の

課題計画以上の進展と論文発表に繋がった。 

 以上の成果は 2021 年 Biology 誌に報告した。 

図: （上図）三つのチオレドキシン様ドメイン(a0、a、b)から構
成される P5 は、a0 ドメイン中に存在する接着モチーフを介し
て二量体構造をとることがわかった。また、これら三つのドメ
インが可動性に富んだリンカーにより連結され、様々な配置を
とることがわかった。 
（下図）a0ドメイン中の接着モチーフは、五つの Leu および Val
残基から構成され、これらの残基は非常に高く保存される。ま
た、その近傍でもイオン結合などの相互作用により、二量体構
造が安定化していることが示された。この接着モチーフの相互
作用様式は、これまで見つかっているロイシンジッパーなどの
二量体化モチーフとは大きく異なる。 
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