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研究成果の概要（和文）：タンパク質の機能発現に必須の酸化的フォールディングは、PDIファミリー酵素によ
って触媒される。本研究によって、タンパク質の二次構造がフォールディングにおける天然型のジスルフィド結
合形成を促進させていることを明らかにした。さらに、PDIファミリー酵素ERp57, P5、PDI酸化酵素GPx7/8の構
造機能相関を明らかにした。このように、PDIファミリー酵素が関与する小胞体内タンパク質品質管理ネットワ
ークの一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Oxidative protein folding, which is essential for protein function, is 
catalyzed by PDI family enzymes. This study revealed that the secondary structure of proteins 
promotes the formation of native disulfide bonds in the folding. Furthermore, the structural and 
functional correlations of the PDI family enzymes ERp57, P5 and PDI oxidase GPx7/8 were clarified. 
Thus, we elucidated a part of the protein quality control network in the endoplasmic reticulum.

研究分野：生化学、構造生物学、生物物理学、タンパク質科学

キーワード： 小胞体　ジスルフィド結合　酸化的フォールディング　新生鎖　PDIファミリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化的フォールディングの制御破綻は、アルツハイマー症、筋萎縮性側索硬化症をはじめとした神経変性疾患、
糖尿病などの原因として知られている。本研究において、新生鎖の酸化的フォールディング機構及びPDIファミ
リー酵素による触媒機構を明らかにした。本研究成果は、タンパク質品質管理機構だけでなく神経変性疾患など
の発症機構の解明にも繋がり、医学分野への貢献も大いに期待できる。

※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 
 全タンパク質の約 3分の 1は、細胞小器官の一つである小胞体内において、2つのシステイン
のチオール基間の共有結合(ジスルフィド結合)形成を伴った酸化的フォールディングを受け、
天然型の立体構造を構築することで生理機能を獲得する。一方、時として非天然型のジスルフィ
ド結合の形成はミスフォールド体の蓄積や凝集を促し、これら異常タンパク質の蓄積がアルツ
ハイマー病などの神経変性疾患や糖尿病などの疾病の原因となる。このため、タンパク質のジス
ルフィド結合形成過程、つまり、酸化的フォールディングの制御はタンパク質の品質を管理する
上で特に重要である。近年、哺乳動物細胞の小胞体にはタンパク質のジスルフィド結合形成を触
媒する酵素として、約 20種類もの Protein Disulfide Isomerase (PDI)ファミリー及び幾種か
の PDI 酸化酵素が同定されており、複雑かつ巧妙なジスルフィド結合形成ネットワークを形成
していることが明らかになりつつある。我々はこのネットワークの分子構造基盤の解明に大き
く貢献してきた。しかしながら、これまで我々が得てきた知見は、大腸菌等から精製した全長の
還元変性基質タンパク質を使用した結果である。実際、タンパク質は、生体内においてリボソー
ム上での翻訳合成と同時に新生鎖として小胞体内腔へと挿入され、小胞体内腔で PDI ファミリ
ー等の酵素によって酸化的フォールディングを受ける。それゆえ、生体内での PDI ファミリー酵
素によるタンパク質の酸化的フォールディング触媒機構を真の意味で理解するためには、新生
鎖に対する PDI ファミリーの触媒過程の理解が必要不可欠である。しかしながら、現状では新生
鎖の酸化的フォールディングを触媒する PDI ファミリーを観察した例は殆どなく、どのように
して新生鎖のジスルフィド結合が形成され、天然型の立体構造を獲得するのか、その実態は未だ
不明である。特に、リボソーム上で新生鎖が翻訳合成され小胞体内腔へと挿入される過程におい
て、どのタイミングでどのように新生鎖の酸化的フォールディングが進行するか、またどの PDI
ファミリー酵素が触媒するか、本質的かつ核心的な「問い」が未だ残されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、革新的技術「新生鎖のジスルフィド結合形成過程モニタリングシステム」を開発
し、「PDI ファミリー酵素が触媒する新生鎖の酸化的フォールディング機構」に関する新たな概
念を提唱することを目的とした。 
(1)「新生鎖の酸化的フォールディング機構の解明」 
(2)「精製タンパク質を用いたジスルフィド結合形成機構の解明」 
(3)「PDI ファミリーの構造解析」 
 
３．研究の方法 
(1)「新生鎖の酸化的フォールディング機構の解明」 
無細胞タンパク質合成系とセミインタクト細胞を組み合わせた新規システムにより、新生鎖
を 1アミノ酸残基レベルで小胞体に露出させ、翻訳合成途上の新生鎖の解析を行った。 
 
(2)「精製タンパク質を用いたジスルフィド結合形成機構の解明」 
 精製した全長の還元変性基質のジスルフィド結合の形成機構及び PDI ファミリー、PDI 酸化酵
素の機能を電気泳動法、分光法により解析した。 
 
(3)「PDI ファミリーの構造解析」 
 X 線溶液散乱実験により溶液中の構造情報を取得し、各結晶構造に基づいた構造モデリングを
行った。 
 
４．研究成果 
(1)「新生鎖の酸化的フォールディング機構の解明」 
新生鎖として大きさやジスルフィド結合の数が異なる 3 つの基質(β2 ミクログロブリン、プ
ロラクチン、ADAM メタロペプチダーゼドメイン 10)を選定した。新規システムを使用した実験の
結果、二次構造を持たない ADAM メタロペプチダーゼドメイン 10は、まず最初に非天然型のジス
ルフィド結合が形成された。その後、異性化により天然型のジスルフィド結合が形成されコンフ
ォメーショナルフォールディングが行われることがわかった。一方で、二次構造を有するβ2ミ
クログロブリンやプロラクチンでは、部分的な二次構造形成の後に天然型のジスルフィド結合
が形成され、最終的に天然型の立体構造が形成されることがわかった。これらの結果から、タン
パク質の二次構造が、フォールディングにおける天然型のジスルフィド結合形成を促進してい
ることがわかった(Robinson, Kanemura, et al., J. Biol. Chem. 2020)。 
 
(2)「精製タンパク質を用いたジスルフィド結合形成機構の解明」 
PDI ファミリー酵素 ERp57 は、フォールディング補助因子(シャペロン)であるカルネキシン
(CNX)やカルレティキュリンとの協調的な酸化的フォールディング触媒機構が提唱されていたが、



どのようにこれら相互作用が制御されているのか不明であった。Clear-native PAGE 解析と等温
滴定型熱量計解析により、カルシウム存在下に比べて非存在下で、ERp57 と CNX の相互作用が増
大することを明らかにした。さらに、この複合体は、免疫システムに重要なヒト白血球抗原重鎖
の酸化的フォールディングを促進させ、凝集を抑制した。これらの結果から、カルシウム枯渇の
ような異常な環境においてタンパク質の品質を管理するため、ERp57-CNX 複合体が効率よく酸化
的フォールディング触媒やシャペロン能を発揮すると考えられる(Tanikawa#, Kanemura#, et 
al., Molecules 2021 #equal contribution)。 
 PDI ファミリー酵素 P5 の溶液中での二量体形成が基質認識において重要であることを示した
が(Okumura, Kanemura, et al., Structure 2021)、P5 による基質認識機序は不明であった。
Far-western blot 法により P5 と他の PDI ファミリー間との相互作用を調べた結果、P5は PDI と
ERp72 と相互作用することがわかった。P5 と PDI の複合体は酸化的フォールディング触媒を亢
進する一方で、P5と ERp72 の複合体はほとんど触媒効果が見られなかった。また、P5と PDI の
複合体は凝集抑制能(シャペロン能)の向上は見られなかった一方で、P5 と ERp72 の複合体はシ
ャペロン能が亢進した。以上の結果は、基質のフォールディングステージに応じた P5 と PDI お
よび ERp72 との複合体形成が効率的な分泌タンパク質の生産に重要であることを示している。
このように、PDI ファミリー酵素間の新たな小胞体内品質管理ネットワークの一端を明らかにし
た(Matsusaki, Okada, Tanikawa, Kanemura, et al., Biology 2021)。 
 PDI ファミリーの酸化的フォールディング触媒機能を恒常的に維持するため、上流に PDI 酸化
酵素が存在する。小胞体内で活性酸素種である過酸化水素を酸化力の源とする PDI 酸化酵素
Glutathione Peroxidase 7/8 (GPx7/8)の詳細な活性化メカニズムを生化学的手法により明らか
にした。さらに in vitro、in vivo での GPx7/8 の下流因子の同定に成功し、小胞体内レドック
スネットワークにおける新たな経路を提唱した(Kanemura, et al., J. Biol. Chem. 2020)。 
 
(3)「PDI ファミリーの構造解析」 
PDI ファミリー酵素 P5 は、ジスルフィド結合形成触媒以外に、小胞体ストレス応答などの生
理機能を発揮することが明らかになっているが、立体構造が未決定であったため、その作用機序
は不明であった。X線結晶構造解析と X線小角散乱法により、P5の全長構造を決定した。3つの
チオレドキシン様ドメインで構成された P5は N 末端側のドメインを介した二量体であり、さら
にその相互作用界面は新規なロイシン-バリン接着モチーフであることを発見した。この P5 の
二量体モチーフの欠損は、構造不安定化を誘起し、小胞体ストレスセンサーの制御能を低下させ
ることから、P5 の二量体構造が機能に重要であることを明らかにした。以上のように、新生鎖
を触媒する PDI ファミリー酵素の立体構造やその機能を明らかにした(Okumura, Kanemura, et 
al., Structure 2021)。 
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