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研究成果の概要（和文）：細胞内でタンパク質が機能するためには、正しい高次構造を形成する必要がある。正
しい高次構造形成に失敗したミスフォールドタンパク質は細胞内で分解されるが、しばしば細胞内で凝集体を形
成するなど細胞機能を障害し、場合によっては疾病の原因となることがある。
本研究では、正しい高次構造をもつタンパク質を作り出す仕組みである「タンパク質の品質管理機構」について
の解析を行った。小胞体内でのタンパク質凝集を抑制するタンパク質や、小胞体でミスフォールドしたタンパク
質の分解に関わる酵素や複合体の作用機構を分子レベルで解析した。

研究成果の概要（英文）：Newly synthesized proteins obtain its native conformations by the assistance
 of chaperone proteins and folding enzymes, while polypeptides that failed to fold correctly are 
disposed by the intracellular degradation machinery. This mechanism is named as protein quality 
control. Misfolded proteins are prone to aggregate, and accumulation of these abnormal species 
frequently impairs cellular function, causing conformational diseases.
In the present study, we analyzed the molecular mechanisms of protein quality control system in 
mammalian endoplasmic reticulum (ER), focusing on the proteins that inhibit aggregation formation in
 the ER, and the membrane complex in the ER that plays the central role in ER-associated protein 
degradation.

研究分野：細胞生物学
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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

質生合成の場であり、正しく折りたたまれ

たタンパク質のみを分泌経路へ送り出す

という品質管理機構を備えている (Hartl 
et al., 2011, Nature)。折りたたみに失敗
したタンパク質は小胞体から細胞質に逆

行輸送され、ユビキチン-プロテアソーム
系で分解される。この分解機構は小胞体関

連 分 解 (ERAD: ER-associated 
degradation)と呼ばれている (Smith et 
al., 2011, Science; Brodsky, 2012, Cell)。 
 小胞体で生合成されるタンパク質の多
くは糖鎖修飾を受けており、ペプチド部分

を認識するシャペロンタンパク質ととも

に、糖鎖をトリミングする酵素や糖鎖構造

を認識するレクチンが、糖タンパク質のフ

ォールディングや分解に重要な働きをす

る(Hebert & Molinari, 2012, TiBS)。申請
者らはタンパク質品質管理に重要なレク

チ ン 様 分 EDEM (ER degradation 
enhancing α-mannosidase-like protein) 
(Hosokawa et al., 2001, EMBO Rep; 
Oda et al., 2003 Science; Hosokawa et 
al., 2010 Glycobiology)や、分解基質の糖
鎖を認識する新規小胞体レクチン OS-9、
XTP3-B をクローニングして機能解析を
行 い (Hosokawa et al., 2009, JBC; 
Fujimori et al., 2013, FEBS J)、分解のシ
グナルとなる糖鎖構造の決定ならびにタ

ンパク質品質管理機構の解明を進めてき

た。 
 小胞体ストレス応答は、小胞体内にミス
フォールドしたタンパク質が蓄積するこ

とによって引き起こされる細胞応答で 
(Walter & Ron, 2011, Science)、小胞体タ
ンパク質品質管理に関わる分子は、上述の

レクチン様分子EDEMや小胞体レクチン
OS9 を含めて、小胞体ストレス応答によ
ってその発現が誘導されてくるものが多

い。申請者らは小胞体ストレスで誘導され

てくる遺伝子のスクリーニングを行い、こ

のような遺伝子産物のうち、未だ機能が明

らかにされていないタンパク質の解析も

進めている  (Nagasawa et al., 2007, 
EMBO Rep)。さらに哺乳類における小胞
体膜上のユビキチンリガーゼ複合体の解

析を行い、小胞体から細胞質への逆行輸送

機構の解析も進めている  (Iida et al., 
2011, JBC)。本研究では、これらの研究
を発展させて、小胞体タンパク質品質管理

機構の解明をめざす。 
 
２．研究の目的 
	
 小胞体は分泌タンパク質や膜タンパク質

を生合成する細胞内小器官である。小胞体

では正しい高次構造を形成したタンパク質

のみを分泌し、高次構造形成に失敗した異

常タンパク質は分泌せずに小胞体にとどめ

ておき細胞内で分解するという、タンパク

質品質管理機構が働いている。本研究では、

シャペロンタンパク質や酵素、レクチン、

小胞体ストレス応答によって発現誘導を受

ける新規タンパク質、小胞体膜に存在する

ユビキチンリガーゼ複合体の機能を解析す

ることによって、小胞体におけるタンパク

質品質管理機構のメカニズムを包括的に理

解し、小胞体と細胞質をつなぐタンパク質

逆行輸送機構を明らかにすることを目的と

した。 
 
３．研究の方法 
	
 小胞体ストレスで著明に発現誘導を受け

るタンパク質の機能解析を行うに当たって、

培養細胞に発現させたモデル基質の分解や

凝集体形成状態を、ウェスタンブロット法

や細胞の代謝ラベル法、免疫細胞染色法を

用いて解析した。また、相互作用するタン

パク質の同定に当たり、共同研究を行って

nanoLC-MS 解析を実施した。さらに大腸
菌を用いてリコンビナントタンパク質を発

現させて精製し、in vitroでのタンパク質の
機能解析を行った。 
	
 小胞体関連分解に関わるレクチン様分子

EDEM ファミリータンパク質の機能解析

に関しても、相互作用するタンパク質を同

定するため、pull-down 法によって共沈降
するタンパク質を検出して、MS 法を用い
てこのタンパク質を同定した。これらのタ

ンパク質との相互作用は、免疫共沈降法を

用いて解析し、糖タンパク質のマンノース

トリミングに及ぼす影響はモデル糖タンパ

ク質の泳動度を指標として解析した。In 
vitro における酵素活性検出に当たっては、
哺乳類培養細胞に発現させた EDEM タン

パク質を精製して使用した。 
	
 小胞体膜に存在する HRD1-SEL1L ユビ



キチンリガーゼ複合体の機能解析において

は、様々な変異体を作成して各ドメインの

機能を解析するとともに、siRNA法を用い
て内在性タンパク質をノックダウンして機

能解析を行った。複合体形成状態は、免疫

共沈降法やショ糖密度勾配遠心法を用いて

解析した。	
 

	
 
４．研究成果	
 

	
 小胞体ストレスで顕著な発現誘導を受け

るタンパク質 SDF2L1およびそのホモログ
タンパク質 SDF2 について、細胞内におけ
る局在を明らかにするとともに、小胞体に

おけるタンパク質品質管理に果たす役割を

検討した。その結果、SDF2、SDF2L1とも
に小胞体に局在するレジデントタンパク質

であること、SDF2 は恒常的に発現してい
ることが示された。また、これらのホモロ

グタンパク質は、小胞体内でタンパク質凝

集を抑制する機能をもつことが明らかにな

った。細胞内で相互作用するタンパク質を

調べたところ、小胞体に存在するシャペロ

ンタンパク質の１つであるERdj3と強く結
合することが示された。特に SDF2 に関し
ては、内在性の ERdj3タンパク質をノック
ダウンすると SDF2 タンパク質自体の発現
量も減少することから、両者の結合がタン

パク質の安定性に重要であることが示され

た。 
	
 ERdj3は BiPシャペロンサイクルにおい
て、アンフォールドした基質に結合して

BiP に基質を受け渡すとともに、BiP の
ATPase 活性を促進して、タンパク質の高
次構造形成を促進していると考えられてい

る。そこで、BiP と結合することができな
いERdj3変異体を用いて実験を行ったとこ
ろ、ミスフォールドしたモデル基質は BiP
に受け渡されること無く、ERdj3-SDF2L1
に保持されていることがわかった。以上の

結果から、SDF2および SDF2L1は ERdj3
と複合体を形成して、小胞体内でのタンパ

ク質凝集を抑制することでタンパク質品質

管理に寄与していることを明らかにするこ

とができた。 
	
 大腸菌を用いて、SDF2 および SDF2L1
リコンビナントタンパク質を精製すること

ができた。SDF2L1 リコンビナントタンパ
ク質とミスフォールドした基質は非常に強

い親和性を持って結合することが明らかに

なったが、in vitroの実験系において、タン
パク質凝集抑制効果を検出することができ

なかった。凝集抑制効果を示すためには、

ERdj3 などの他のタンパク質を必要とする
可能性も考えられ、今後の課題である。以

上の研究成果をまとめて論文として発表し

た(Fujimori et al., 2017, Genes to Cells, in 
press)。 
	
 さらに本研究において、ヒト SDF2 およ
び SDF2L1のリコンビナントタンパク質を
用いて結晶構造を解析することができた。

結晶構造に基づいてこれらのホモログタン

パク質の機能解析を行う基盤を構築するこ

とができた。 
 
	
 糖タンパク質の品質管理において、小胞

体における糖鎖のトリミングが重要な働き

をする。ミスフォールドした糖タンパク質

からマンノースがトリミングされることが

分解のシグナルとなる。この過程でマンノ

シダーゼとして働くタンパク質については、

その作用機序を明らかにするため、酵素活

性の特異性を決める必要がある。哺乳類の

EDEMタンパク質については、マンノシダ
ーゼとして機能すると考えられているもの

の、in vitro（試験管内）における酵素活性
は報告されていない。そこで本研究におい

て in vitro における酵素活性の検出を試み
た。細胞内に発現させた場合にマンノシダ

ーゼ活性が顕著に検出できることから

EDEM3 に焦点を当てた。EDEM3 が酵素
活性を発揮するためには別のパートナータ

ンパク質を必要とする可能性が考えられた

ので、EDEM3 と結合する細胞内タンパク
質を検出することにした。EDEM3 タンパ
ク質を pull-down して共沈降するタンパク
質を検出し、MS 解析を行ってタンパク質
を同定した。培養細胞に発現させた場合両

者の強い結合を検出することができ、また、

共発現によって糖タンパク質からのマンノ

ーストリミングを促進することが明らかに

なった。本タンパク質は EDEM3の酵素活
性を促進する機能を持つと考えられる。 
	
 培養細胞に発現させた EDEM3タンパク
質を精製して in vitro のアッセイに使用し
た。本研究において、酵素活性を低下させ

る新たな変異体を得ることができた。糖タ



ンパク質からのマンノーストリミングを効

率よく検出するための基質の検討や、精製

した糖鎖に対する酵素活性の検出が今後の

課題である。 
 
	
 小胞体膜には、HRD1-SEL1Lユビキチン
リガーゼ複合体が存在する。HRD1-SEL1L
を中心に様々なタンパク質が集まって大き

な複合体を形成し、小胞体内でミスフォー

ルドしたタンパク質の認識から、細胞質に

引き出されてプロテアソームで分解される

過程において中心的な役割を担っていると

考えられている。一方でこの ERAD機構が
過剰に働くと、生合成途上の未成熟なタン

パク質までもが分解されるため、細胞にと

って不都合が生じる。そこで酵母において

も哺乳類細胞においても、HRD1-SEL1L
複合体の発現量を制御する仕組みが存在す

ることが知られている。 
	
 私たちは、ヒト SEL1Lは不安定なタンパ
ク質で、単独で発現させた SEL1Lタンパク
質は速やかに分解されること、このとき

ERAD 基質も巻き込んで速やかに分解して
いることを報告した (Iida et al., 2011, 
JBC)。そこで本研究においては、この分子
メカニズムについて検討した。SEL1Lは小
胞体内腔に大きなドメインを持った 1 回膜
貫通型タンパク質である。そこで、SEL1L
を小胞体内腔ドメインと膜貫通領域に分け

て発現する変異体を作成し、各領域の機能

を検討した。その結果、膜貫通領域が不安

定性を有しており、小胞体内腔ドメインは

安定に発現することが明らかになった。

SEL1L の膜貫通領域は HRD1 の膜貫通領
域と結合することによって安定化された。

さらに、SEL1L および HRD1 両タンパク
質の膜貫通領域を介した結合が、ミスフォ

ールドしたタンパク質のERADを適切に処
理するのに必要であることが明らかになっ

た。SEL1L小胞体内腔ドメインだけを発現
させると、この変異体は ERAD基質と結合
して保持し、その結果基質の分解は阻害さ

れた。さらに HRD1のユビキチンリガーゼ
欠失変異体を用いて検討し、HRD1-SEL1L
複合体が小胞体内でミスフォールドしたタ

ンパク質を認識し、サイトゾル側における

基質のユビキチン化につなぐ役割を担うこ

とを強く示唆する結果を得た。以上の成果

を論文にまとめて発表した(Hosokawa and 
Wada, 2016, FEBS J)。 
	
 単独で発現させた SEL1L タンパク質自
身も ERADによって分解される。またプロ
テアソーム阻害剤を添加すると、SEL1L分
解中間体断片が検出される。このことは、 
機能的な HRD1-SEL1L 膜タンパク質複合
体が形成される過程において、生合成直後

の SEL1L タンパク質が速やかに分解され
てしまわないように保証する機構の必要性

を示唆する。私たちは SEL1Lタンパク質の
分解を阻害する機構について検討し、これ

を担うと考えられる分子を同定することが

できた。HRD1-SEL1L複合体は多くのミス
フォールドタンパク質の分解に関与してお

り、機能的な複合体を発現させて維持する

機構は ERAD の制御において重要である。
このメカニズム解明は小胞体におけるタン

パク質品質管理機構の根幹となる重要な課

題である。	
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