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研究成果の概要（和文）：飢餓状態の細胞は自らの脂質やタンパク質を分解して栄養供給を行っている。特に小
胞体の一部を選択的に分解する現象はERファジーと呼ばれている。栄養状態が回復しERファジーが終結するため
にはERファジーに関わるタンパク質を速やかに分解する必要があるがその分子機構はわかっていない。本研究課
題により小胞体に局在するユビキチンリガーゼLunaparkがERファジー受容体p63をユビキチン化してプロテアソ
ームによるp63の分解を促進することを示した。この結果から、ERファジーの終結にLunaparkによるp63のユビキ
チン化が重要である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Cells degrade intracellular components to regenerate proteins and lipids and
 to produce energy for survival under starved conditions. This self-digestion process is called 
autophagy. ER-phagy is a selective form of autophagy for the ER-resident proteins, and is mediated 
by ER-phagy receptors. When the extracellular circumstance changes from starved conditions to 
nutrient rich conditions, ER-phagy receptors have to be promptly degraded to terminate ER-phagy. 
However, the molecular mechanism of the degradation of the ER-phagy receptors remains unknown. We 
found that Lunapark, a ubiquitin ligase localizing at the three-way junctions of the ER tubular 
network, binds to p63, one of the ER-phagy receptors. Lunapark ubiquitinated p63 for proteasomal 
degradation. These results suggest that ubiquitination of p63 by Lunapark is important for ER-phagy 
termination.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小胞体でのユビキチン化反応は一般的にタンパク質の品質管理機構として用いられる。本研究課題により、小胞
体でのユビキチン化反応が飢餓状態から栄養状態の回復に伴うERファジーの終結で重要である可能性が示され、
小胞体でのユビキチン化反応の新たな役割を提唱できた。
　細胞に感染したウイルスは小胞体で膜を利用して増殖する。ERファジーはこのようなウイルスの排除機構とし
ても用いられている。本研究課題によりLunaparkによるERファジー受容体p63へのユビキチン化の異常がウイル
ス感染症を引き起こす可能性が考えられる。今後、Lunaparkをターゲットとしたこれらの感染症に対する創薬へ
の応用が十分考えられる。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞はタンパク質の合成と分解を繰り返して新陳代謝することにより、タンパク質の品質を一

定に保っている。細胞内小器官の一つである小胞体は、膜タンパク質の合成や品質管理を行って

おり、細胞内へのタンパク質供給の開始点として重要な役割を担っている。 

 栄養が不足して飢餓状態になると細胞は自身のタンパク質を分解して、タンパク質を再合成

するための材料を供給している。小胞体では、飢餓時に一部が出芽してオートファゴソームと呼

ばれる小胞を形成し、加水分解酵素を多く含むリソソームへと運ばれる。この現象は ER ファジ

ーと呼ばれている。飢餓状態から栄養状態が回復すると細胞は ER ファジーを終結させて、通常

の新陳代謝を行うようになる。この際、ER ファジーに関わるタンパク質の分解がチェックポイ

ントとなり ER ファジーが終結することが考えられるがその分子メカニズムは未だ十分解明され

ていない。 

 
２．研究の目的 

  小胞体でのタンパク質の分解経路の一つにユビキチン－プロテアソーム系が知られている。

近年小胞体に局在するユビキチンリガーゼの一つが ER ファジーに必要であることが報告され、

ER ファジーがユビキチン化反応によって調節される可能性が示唆されている。しかし、ER ファ

ジーに関わるタンパク質が栄養状態に応じてユビキチン化されているのか、800 種類以上あるユ

ビキチンリガーゼの中で何が ER ファジーに関わるタンパク質をユビキチン化しているのかなど、

その分子機構は全くわかっていない。そこで本研究課題では、飢餓状態から栄養状態の回復に伴

い、ER ファジーに関わるタンパク質がユビキチン化され分解されることで、ER ファジーを速や

かに終結させることを想定し、ユビキチン化反応による ER ファジーの終結機構を明らかにする

ことを本研究課題の目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)小胞体に局在するユビキチンリガーゼ Lunapark の ER ファジーへの関与 

小胞体の網目構造の連結部位である three-way junction には Lunapark が局在して、three-

way junction を安定化している。Lunapark の N 末端の細胞質領域はユビキチンリガーゼを有し

ていることから、Lunapark が ER ファジーに関わるかを調べた。Lunapark に対する siRNA（２種

類の異なるターゲット配列）およびコントロール siRNA を HeLa 細胞にトランスフェクトした。

これらの細胞をリソソームの V-ATPase 阻害剤である Bafilomycin A1 を含む DMEM またはアミノ

酸飢餓培地である EBSS で 6 時間培養後、whole cell lysate を抗 LC3 抗体によりイムノブロッ

トした。また、ER ファジーを特異的に検出する mCherry Cleavage from ER(CCER)アッセイを行

った。Lunapark に対する siRNA または control siRNA を mCherry-RAMP4 安定発現 HeLa 細胞にト

ランスフェクションし、48 時間培養した．EBSS に培地交換し、さらに 16 時間培養した。whole 

cell lysate を抗 mCherry 抗体によりイムノブロットし、ER ファジーにより mCherry-RAMP4 か

ら mCherry が切断されるかを調べた。 

 

(2)Lunapark がユビキチン化する ER ファジー受容体の探索 

 ER ファジーは小胞体に局在する ER ファジー受容体と隔離膜に局在する LC3 との結合を介して

行われる。ユビキチンリガーゼである Lunapark が ER ファジー受容体のユビキチン化に関わる

かを調べた。Lunapark の C 末端に FLAG タグを付与した Lunapark-FLAG と ER ファジー受容体の

N 末端に myc タグを付与した myc-ER ファジー受容体、HA タグを付与したユビキチン (HA-Ub）

をヒト胎児腎細胞 HEK293 細胞に発現させた。可溶性画分を 90 C̊で 5 分処理し、ER ファジー受

容体に結合するタンパク質を解離させた後に、抗 myc 抗体で免疫沈降した。免疫沈降画分を抗

HA 抗体によりイムノブロットした。 

 

(3) Lunapark ノックダウン時の ER ファジー受容体 p63 のプロテアソームによる分解 

 Lunapark をノックダウンすると p63 のユビキチン化が減少し、p63 のプロテアソームによる



分解が減少すると考えられる。Lunapark に対する siRNA およびコントロール siRNA を HeLa 細胞

にトランスフェクトした。これらの細胞をタンパク質合成阻害剤シクロヘキシミドを含む培地

で 0〜12 時間培養した。さらに、リソソームのプロテアソーム阻害剤である MG132 の培地への添

加の有無による差も調べた。whole cell lysate を p63 に対する抗体によりイムノブロットし

た。 

 

(4)Lunapark と p63 の結合実験 

Lunapark-myc と FLAG-p63 を HEK293 細胞に発現させた。可溶性画分を抗 FLAG 抗体で免疫沈降

し、免疫沈降画分を抗 myc 抗体によりイムノブロットした。Lunapark と p63 は中央に膜貫通ド

メインを持ち、N末端と C末端が細胞質を向いており、ヘアピン型の構造を取っている。そこで、

様々な Lunapark と p63 の欠失変異体をそれぞれ作成し、同様に免疫沈降実験を行った。 

 

(5) Lunapark と p63 の細胞内の共局在 

 Lunapark-FLAG と myc-p63 を HeLa 細胞に発現させた。小胞体のマーカーとして、EGFP-Sec61
も同時に発現させた。PFA により細胞を固定し、抗 FLAG 抗体と抗 myc 抗体による免疫染色を行

った。蛍光顕微鏡により染色した細胞を観察し、Lunapark-FLAG と myc-p63 が小胞体上で共局在

するかを調べた。 

 

４．研究成果 

(1)小胞体に局在するユビキチンリガーゼ Lunapark の ER ファジーへの関与 

小胞体の網目構造の three-way junction に局在する Lunapark は、N末端に細胞質領域はユビ

キチンリガーゼを有している。Three-way junction で ER ファジーが起きることが報告されてい

ることから、Lunapark が ER ファジーに関わるかを調べた。コントロール siRNA をトランスフェ

クトした細胞ではEBSS培地での飢餓により脂質修飾を受けたLC3の量が顕著に増加した。一方、

Lunapark に対する siRNA をトランスフェクトした細胞では飢餓状態でも脂質修飾を受けた LC3

の量は増加しなかった。 

LC3 の脂質修飾は ER ファジーを含むオートファジー全般が起きた時に起こる現象である。そこ

で ER ファジーを特異的に検出するため、ER ファジーによる mCherry-RAMP4 からの mCherry の切

断を調べる CCER アッセイを行った。コントロール siRNA をトランスフェクトした細胞では EBSS

培地での飢餓によって切断された mCherry が顕著に増加した。一方、Lunapark に対する siRNA

をトランスフェクトした細胞では飢餓状態でも mCherry の量は増加しなかった。したがって、

Lunapark が ER ファジーに関与することが示唆された。 

 

(2) Lunapark がユビキチン化する ER ファジー受容体の探索 

ER ファジーは小胞体に局在する ER ファジー受容体を介して進行する。そこで、Lunapark が

ER ファジー受容体のユビキチン化に関わるかを調べた。myc タグをつけた数種類の ER ファジ

ー受容体の HEK293 細胞でのユビキチン化が Lunapark-FLAG の発現により増加するかを調べた

ところ、ER ファジー受容体のうち p63 のユビキチン化は Lunapark-FLAG の発現によって顕著に

増加した。以上の結果より、Lunapark が p63 のユビキチン化に関わる可能性が示唆された。 

 

(3) Lunapark ノックダウン時の ER ファジー受容体 p63 のプロテアソームによる分解 

ポリユビキチン化されたタンパク質はプロテアソームに運ばれて分解される。そこで、p63 の

分解に Lunapark が関与するかを調べた。シクロヘキシミドによりタンパク質合成が阻害され

ているため、コントロール siRNA をトランスフェクトした HeLa 細胞では 4、 8、 12 時間と時

間が経過するに従って内在性の p63 のタンパク量が減少していった。この p63 の減少はプロテ

アソーム阻害剤 MG132 の添加により抑えられたことから、p63 の分解は主にプロテアソームに

よって行われていることが示唆された。一方、Lunapark に対する siRNA をトランスフェクトし

た細胞では、MG132の有無に関わらずp63のタンパク質量は時間が経過しても減少しなかった。

以上の結果より、Lunapark は p63 のプロテアソームによる分解に関わっていることが明らかと

なった。 



 

(4) Lunapark と p63 の結合実験 

次に Lunapark が p63 と結合するかを調べた。Lunapark-myc と FLAG-p63 を HEK293 細胞に発現

させ、可溶性画分を抗 FLAG 抗体で免疫沈降したところ、Lunapark-myc が FLAG-p63 の免疫沈降

画分中に検出された。次に、Lunapark の p63 結合部位を調べるため、Lunapark の様々な欠失変

異体-FLAG と myc-p63 を用いて免疫沈降実験を行った。その結果、Lunapark の膜貫通領域が p63

との結合に必要であることがわかった。また、p63 の欠失変異体を用いて Lunapark との免疫沈

降実験を行ったところ、p63 は複数の Lunapark 結合部位を持つことが示唆された。 

 

(5) Lunapark と p63 の細胞内の共局在 

Lunapark と p63 が細胞内で共局在するかを調べた。Lunapark-FLAG と myc-p63 を HeLa 細胞に発

現させ、抗 FLAG 抗体と抗 myc 抗体による免疫染色を行った。Lunapark-FLAG と myc-p63 が小胞

体の網目構造の上で共局在する様子が観察された。 

 

 

以上の結果より、小胞体の網目構造の three-way junction に局在する Lunapark は ER ファジ

ーに重要であること、Lunapark が ER ファジー受容体の一つである p63 をユビキチン化してプロ

テアソームにより分解すること、Lunapark が p63 と結合することがわかった。以上のことより、

Lunaparkと p63により栄養状態に応じたERファジーを制御するメカニズムとして以下のモデル

が考えられる。①細胞が飢餓状態になると小胞体の p63 が隔離膜の LC3 と結合し、オートファゴ

ソームを形成する②オートファゴソームはリソソームまで運ばれて分解されて ER ファジーが完

了する③栄養が回復し ER ファジーの必要が無くなると、Lunapark が p63 をユビキチン化する④

ユビキチン化された p63 がプロテアソームまで運ばれて分解され ER ファジーが終結する、とい

うモデルを想定している(図１)。 

 

図１ Lunapark と p63 による栄養状態に応じて ER ファジーを制御するメカニズム 
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