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1.研究実施の概要 

 細胞は異常な蛋白質が生じた場合、それらを監視して再生ないしは分解処分する品質管

理機構を備えている。本研究では小胞体における蛋白質の品質管理機構について、１）蛋

白質の正しいフォールディングを促進する機構、２）不良蛋白質を分解する機構、および

３）それら２つの機構に必要な因子をそれぞれ供給する機構の３つについて研究を進める。

本研究は、品質管理の破綻による神経変性疾患をはじめとするフォールディング異常病の

病態の理解および治療への道を開くものと期待される。 
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１）小胞体においてフォールディング異常を起したタンパク質の分解に関わる重要な因子

としてEDEMを発見した。EDEMは小胞体中でMannose 8B formの糖タンパク質を認識して、

小胞体からサイトゾルへの逆輸送を促進し、小胞体関連分解(ERAD)を促進する因子である。

EDEMは正しくフォールディングされたタンパク質とミスフォールドしたタンパク質を見分

け、ミスフォールドしたタンパク質のみを分解系へ持って行くことも明らかにした。さら

に、EDEMのホモローグと考えられる新規タンパク質を２つクローニングし、現在その機能

解析を行っている。 

２）コラーゲン特異的分子シャペロンHSP47の機能解析を進めている。HSP47が認識するコ

ラーゲン上のコンセンサス配列については明らかにし得たので、今後はHSP47上のコラー

ゲン結合部位の特定を行う。また、コンディショナルノックアウト法を導入して、組織特

異的にHSP47の遺伝子破壊を行い、どの組織でHSP47を破壊すると、どのタイプのコラーゲ

ンが影響を受けるかなどについて解析を行う。 
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小胞体内で成熟化する蛋白のジスルフィド結合の形成と解裂、ダイナミクス等について、

特に生細胞において解析する新たな実験系と手法を確立し、成熟化の分子機構を新たな角

度から解明することを目的とする。これまでの研究で、細胞には、foldingに好ましくな

いrandom diffusionを避けるための機構が備わっており、分子ダイナミクス制御のレベル



での品質管理の可能性が示唆されてきた。これらの機構について、特に単一分子レベルで

の分子動態・相互作用解析法を用いて、その意味と機序を解明する。さらに、複雑なジス

ルフィド結合を持つモデル分子を用いて、その成熟化と品質管理の分子機構を解明するた

めのあらたなシステムを作り、細胞毒性を持つ分子種の小胞体からの排除機構と正しい分

子種の選別機構の解明を進める。 

 

2.研究実施内容 
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１）小胞体においてフォールディング異常を起したタンパク質の分解に関わる因子EDEMは、

小胞体中でMannose 8B formの糖タンパク質を認識して、小胞体からサイトゾルへの逆輸

送を促進し、小胞体関連分解(ERAD)を促進する因子である。EDEMと相互作用する因子とし

て、小胞体において蛋白質のproductive foldingに関わる分子シャペロンカルネキシンを

同定した。カルネキシンは、その膜貫通ドメインを介してEDEMと相互作用することを明ら

かにした。基質として代表的な可溶性基質であるα１アンチトリプシンの変異体（null 

Hong Kong, NHK）を用い、パルスチェイスと免疫沈降を組み合わせた実験などにより、

NHKは、まずカルネキシンにトラップされ、そこでフォールディングを受ける。しかし変

異により、フォールディングが完成しないので、次にEDEMに受け渡され、最終的にサイト

ゾルへ輸送されることを明らかにした。 

２）EDEMの機能的ホモローグを同定した。EDEMはII型膜タンパク質であり、その大部分を

小胞体内腔に露出しているが、その他に、小胞体内腔に可溶性タンパク質として存在する

EDEMホモローグ、soluble EDEMを同定、クローニングした。solEDEMも同様にミスフォー

ルドタンパク質の分解を促進し、それはMan8型糖鎖依存的であった。現在、EDEMと

solEDEMの作用機構の違い、組織分布の違いなどについて解析を進めている。さらに、

EDEM3と命名した第３のホモローグをクローニングした。EDEM3に関しては、それがERADに

関わるものかどうか、機能に関する情報は得られていない。 

３）コラーゲン特異的分子シャペロンHSP47による、小胞体内でのproductive foldingに

関する研究では、HSP47がIV型コラーゲンの３本鎖形成に必須の役割を担っていることを

明らかにした。HSP47を欠損したES細胞から作られるembryoid bodyにおける基底膜形成に

異常が見られること、それはIV型コラーゲンの３本鎖形成異常、ならびに分泌の遅延、さ

らに分泌後の速やかな分解によることをあきらかにした。また個体を用いた研究では、

HSP47ノックアウトマウスの胎児において、同様に基底膜形成に著しい異常が観察される

こと、基底膜様構造は出来ているにも関わらず、IV型コラーゲンのメッシュワークが形成

されないために、発生途上に基底膜が断裂してしまうことを明らかにした。このような基

底膜の形成異常によって、胎児はアポトーシスを起して死亡する。このアポトーシスの誘

導には、IV型コラーゲンが小胞体内に蓄積してしまうことがシグナルになっていることを

あきらかにした。 
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目的：小胞体内腔で成熟する蛋白質のproductive foldingとERADの為の動態制御に関与す

る分子機構解析と、そのための生細胞での新たな実験系の確立 

内容：A. HepG2細胞におけるフィブリノーゲン６量体形成過程の解析により、前年度まで

にcovalent な３量体から６量体への変換が律速であり、その過程にp100と名付けた分

子が関与することを示したが、さらなる解析を進め、PDI familyの中でERp57がこの変

換を促進することを示した。また過剰に合成されるα- γ鎖複合体は小胞体に安定に繋

留され、これはカルネキシンサイクルに依存することがわかったが、γ鎖が複合体を作

らない場合には分解された。この過程について、COS7細胞にγ鎖を単独で発現して調べ

たところ、多くはプロテアソームで分解されるが、残ったものは小胞体外に輸送され、

リソソームで分解された。なぜ凝集体を作らないα- γ鎖のダイマーが繋留され、凝集

体を作る γ鎖が選択的に小胞体から輸送されるかについて、小胞体で処理できない

terminal misfolding productを排除する輸送装置の可能性が考えられるので、今後、

検討を進める。 

B.小胞体内にはterminal misfoldingを防ぐためにダイナミクスを変える機構が存在する

ことを蛍光相関分光法(FCS)を使って小胞体内でのたんぱく質の動きを計測することで

明らかにし、報告した(J Biol Chem 279(20): 21533-21542, 2004)。さらにFRAP（蛍光

消光回復法）を用いた計測と組み合わせた実験により、小胞体内の動き自体を糖鎖を介

して調節する機構が存在することを見いだした。 

 

3.研究実施体制 
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① 研究分担グループ長：永田和宏（京都大学再生医科学研究所・教授） 

② 研究項目：小胞体におけるproductive foldingと分解による品質管理 
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① 研究分担グループ長：和田郁夫（福島県立医科大学生体情報伝達研究所・教授） 

② 研究項目：品質管理機構解明のための、小胞体内腔でのたんぱく質のダイナ

ミクス解析と共有結合再編機構を中心とした研究 
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