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研究成果の概要（和文）：小胞体レドックス状態を可視化できるERroGFP S4 を開発し、ジスルフィド還元酵素
ERdj5が酸化的な環境にある小胞体にて還元力を得て、ミスフォールドタンパク質の分解を促進する機序を明ら
かにした。小胞体膜近傍が小胞体内腔と比べ還元的となること、そして、この還元的なサブコンパートメントに
ERdj5が局在することでサイトゾル由来のグルタチオンの還元力を効率的に受け取り、分解すべきミスフォール
ドタンパク質を還元することでERADが促進されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have developed ERroGFP S4 which could visualize ER redox states and 
elucidated the mechanism by which an ER disulfide reductase, ERdj5 received reductive power in an 
oxidative environment of the ER and promoted degradation of misfolded proteins. We found that ERdj5 
is localized near ER membrane where the redox state is more reducing than that in the ER lumen. 
Therefore, ERdj5 efficiently received reductive power of reduced glutathione derived from cytosol 
and promoted ERAD.

研究分野：細胞生物学

キーワード： レドックス　小胞体　グルタチオン
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１．研究開始当初の背景 
小胞体は分泌タンパク質や膜タンパク質
の成熟の場であり、細胞内で合成されるタン
パク質の 3割をも占める。そのため、小胞体
は厳格なタンパク質品質管理機構を有して
いる。 
小胞体は正しくフォールディングされた
もののみを分泌経路に送り、そうでないもの
を小胞体内に留め、再びフォールディングさ
せる。それでも、どうしてもフォールディン
グできなかったものは識別され、サイトゾル
へ逆行輸送後、ユビキチン・プロテアソーム
系で分解される。この一連の分解系は、小胞
体関連分解(ERAD: ER-associated degradation)
と呼ばれる。遺伝的変異や様々なストレスに
より、このような小胞体におけるタンパク質
品質管理が破綻し、小胞体にミスフォールド
したタンパク質が蓄積した状態を小胞体ス
トレスといい、小胞体ストレス状態が継続す
ると様々な疾患発症の原因になると考えら
れている。 
また、小胞体は成熟されるタンパク質の構
造形成や機能発現に必要なジスルフィド結
合形成に適した酸化的な環境にある。これま
でに、このような酸化的な環境にある小胞体
におけるミスフォールドタンパク質の分解
において、ジスルフィド還元酵素 ERdj5 が
分解すべきミスフォールドタンパク質のジ
スルフィド結合を還元することで ERAD を
促進することが明らかにしてきた。さらに糖
鎖構造を介して分解すべきミスフォールド
タンパク質を認識するレクチン様タンパク
質である EDEM1 と小胞体内の分子シャペロ
ンである BiP と複合体を形成することで
ERADを促進する機構やそのX線結晶構造と
生化学的及び細胞生物学的解析にから、
ERdj5 が Trx-like domain がタンデムに並び、
C末端ドメインに属する Trx3及び Trx4がジ
スルフィド還元活性を有することを明らか
にした。 
しかし、ERdj5 が酸化的環境にある小胞体
においてどのようにして還元力を得て、ジス
ルフィド還元酵素として機能しているかは
不明なままであった。 

 
２．研究の目的 
グルタチオンは小胞体において mM order
で存在し、小胞体レドックスを規定する主要
な分子であり、小胞体における還元力のソー
スであると考えられてきた。最近、小胞体ジ
スルフィド還元酵素 ERdj5 の還元力として
還元型グルタチオンが必要なことがわかっ
てきた。 
グルタチオンはサイトゾルで合成され、主
に還元型として、小胞体膜に局在するグルタ
チオントランスポーターを介して小胞体内
へ輸送されると考えられている。しかし、酸
化的環境にある小胞体では、還元型グルタチ
オンは容易に酸化されてしまうものと考え
られる。ERdj5 が還元酵素として機能し、酸

化型となった後、再び機能するために還元さ
れることが必要であるが、ERdj5 は高い還元
力を有する、つまり小胞体のレドックス環境
では酸化型が非常に安定であり、還元されに
くいため、サイトゾルから取り込まれたグル
タチオンの還元力を効率良く利用すること
が必要である。しかしながら、その機構は不
明であった。 
そこで本研究では、サイトゾルより得た還
元型グルタチオンの還元力を小胞体で有効
に利用し、ERdj5 を還元することで、ERAD
を促進する機構を明らかにすることを目的
とした。 

 
３．研究の方法 
サイトゾルより得た還元型グルタチオン
の還元力を小胞体で有効に利用する機構と
して、小胞体において還元的なサブコンパー
トメントが存在することを着想した。還元的
なサブコンパートメントであれば、グルタチ
オンの還元力を維持でき、これを有効に利用
できると考えられる。 
小胞体における還元的なコンパートメン
トを同定するうえで、小胞体のレドックス状
態を可視化計測することは有効な手段であ
るが、小胞体の酸化的なレドックス状態を計
測可能なレドックスポテンシャルを有する
レドックスプローブ roGFP-iLは、小胞体に発
現されると安定性が不十分なため、小胞体の
レドックス状態を可視化することが困難で
あった。 
そこで、まず、roGFP-iLにスーパーフォー
ルダーGFP 由来の既知の安定化変異を導入
し、小胞体でも安定に発現し、小胞体のレド
ックス状態を計測できる新規プローブを開
発した。これらを用いて、小胞体における還
元的なコンパートメントを同定した。さらに
は小胞体におけるこの還元的なコンパート
メントに ERdj5が局在することを示し、それ
により還元型グルタチオンの還元力を小胞
体で有効に利用し、ERdj5を還元することで、
ERADを促進する機構を明らかにした。 

 
４．研究成果 
 
(1) 小胞体レドックス状態を可視化でき、小
胞体内で安定に発現するレドックスプロー
ブ ERroGFP S4 の開発 

roGFP-iL を安定化させるためにスーパー
フォールダーGFP由来の 4つの変異を導入し
たところ、小胞体においても安定に発現し、
小胞体内のレドックス状態を可視化できる
ERroGFP S4 の開発に成功した。 

ERroGFP S4を安定に発現するHeLa細胞株
を樹立し、その小胞体レドックス状態を計測
したところ、酸化剤や還元剤の添加により、
可逆的にレドックス変化を測定できること
が確認でき、これに加えて、小胞体における
ミスフォールドタンパク質蓄積や小胞体ス
トレス惹起に伴うレドックス異常を検出す



ることができた。 
したがって、本プローブの開発により、小
胞体レドックスと小胞体タンパク質品質管
理の連関を明らかにすることが可能となっ
た。 
 
(2) 小胞体ジスルフィド還元酵素 ERdj5 が局
在する小胞体の還元的なサブコンパートメ
ント 

ERroGFP を用いて小胞体のレドックス状
態を計測したところ、小胞体膜に繫留させた
ERroGFP は小胞体内腔に拡散したものと比
べて還元的なレドックス状態を示した。さら
に、ERdj5を roGFPと融合し、そのレドック
ス状態を測定したところ、小胞体膜に繫留さ
せたときと同様に還元的なレドックス状態
を示した。そのうえ、その還元的なレドック
ス状態は ERdj5の酵素活性に依存しないこと
もわかった。 
さらに、小胞体画分であるマイクロソーム
を弱い界面活性剤であるジギトニンにより
可溶化したり、免疫電子顕微鏡観察を行った
りした結果、小胞体ジスルフィド還元酵素
ERdj5 が還元的なレドックスサブコンパート
メントである小胞体膜近傍に局在すること
が明らかとなった。 

 
(3) 小胞体ジスルフィド還元酵素 ERdj5 が小
胞体において還元力を得て、ERADを促進す
る機構 
サイトゾルで合成される還元型グルタチ
オンが小胞体膜を介して小胞体内腔に取り
込まれるためには､小胞体膜タンパク質が必
要であることを明らかにした。さらに、還元
型グルタチオンが ERdj5 の活性に必要なシ
ステイン残基の還元だけでなく、ERdj5 によ
るミスフォールドタンパク質の ERAD 促進
にも必要であることも明らかにした。 
したがって、サイトゾル由来の還元型グル
タチオンは小胞体膜を介して小胞体に取り
込まれることで小胞体膜近傍が還元的とな
ること、そして、その結果として小胞体膜近
傍に局在する  ERdj5 が還元され、還元型
ERdj5 により小胞体における分解すべきミス
フォールドタンパク質が還元され、ERADが
促進されることが明らかとなった。 
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