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〈要 約〉

　小胞体は分泌タンパク質や膜タンパク質の合成の場であり，新規に合成されたタンパク質に対し厳密な品質管理機構を備えている．構造の異常なタンパク質に対する分解系である小胞体関連分解は，小胞体ストレスの際のみならず，定常状態においても小胞体における品質管理機構の恒常性の維持のために必須である．この研究において，糖タンパク質に対する小胞体関連分解の促進タンパク質であるEDEM1やOS-9およびSEL1Lの量が，ユビキチン結合酵素であるUBC6eによりユビキチン結合酵素活性および複合体の形成に依存して制御されることが明らかにされた．この制御は翻訳ののちの機能的な小胞体関連分解の促進タンパク質に対するものであり，既知の小胞体ストレス応答とは別の機構であった．UBC6eを欠損した細胞においては小胞体関連分解の活性化が観察され，異常なタンパク質だけでなくフォールディングのむずかしい糖タンパク質の構造形成中間体の分解の促進もみられた．定常状態において小胞体関連分解の活性が制御されることは小胞体における恒常性の維持においてまったく新しい概念であった．この研究により，小胞体関連分解に関与するタンパク質が慎重に制御されることにより，新規に合成された幅広いタンパク質に対する小胞体品質管理機構が維持されることが示唆された．
はじめに

　小胞体における恒常性の維持については，基本的には小胞体ストレス応答を介した制御のみが考えられてきた．異常なタンパク質の蓄積などにより小胞体がストレスを感知すると，そのストレスのレベルに応じてタンパク質の翻訳の停止，フォールディングに関与する分子シャペロンおよび小胞体関連分解にかかわるタンパク質の発現の誘導あるいはアポトーシスによる細胞死という対応がとられる1)．一方で，ストレスのかかっていない細胞においては定常状態が維持されると考えられており，小胞体関連分解の活性が制御されるとは考えられていない．しかし，小胞体関連分解を促進するレクチン様タンパク質であるEDEM1やOS-9，また，それらのレクチン様タンパク質から異常な糖タンパク質を受け取りHRD1複合体に受けわたすSEL1Lといったタンパク質が短寿命であることは知られている2,3)．ただ，それらタンパク質の分解系については一貫した知見が得られておらず，短寿命である意味は不明であった．
　UBC6eは小胞体に局在するテールアンカー型のユビキチン結合酵素である．UBC6eは小胞体関連分解に関与するHRD1複合体の足場タンパク質であるSEL1Lとの結合により同定されたため，HRD1複合体の構成タンパク質のひとつと考えられている3)．先行研究により，UBC6eのノックダウンにより内在性のMHCクラスI重鎖や小胞体関連分解のモデル基質として知られるCFTRΔF508の分解が抑制されることが報告されている4,5)．CFTRΔF508の分解においては，HRD1とは異なるユビキチンリガーゼであるRMA1およびDerlin1と複合体を形成し機能すると考えられている．UBC6eノックアウトマウスにおいては精子の形成の異常による雄のマウスの不妊および聴力の障害が報告されているが，その発症機構は不明である6)．また，UBC6eノックアウトマウスの臓器およびUBC6eノックアウトマウスから作製された胎仔線維芽細胞は野生型と比較し小胞体関連分解の促進タンパク質であるEDEM1やOS-9およびSEL1Lのタンパク質の量が特異的に増加していた．
1．小胞体関連分解の促進タンパク質は翻訳ののちUBC6eのユビキチン結合酵素活性に依存してタンパク質のレベルにおいて制御される
　小胞体関連分解の促進タンパク質は小胞体ストレス応答により転写のレベルにおいて発現の上昇することも知られている．小胞体関連分解の促進タンパク質のタンパク質の量の変化が転写を介したものかどうかを検討するため，野生型およびUBC6e欠損型のマウス胎仔線維芽細胞を用いて，RNA-seq法によりmRNAの量の変化を網羅的に解析した．その結果，mRNAの量は小胞体関連分解の促進タンパク質，HRD1複合体，フォールディングにかかわるタンパク質，小胞体ストレス応答の関連タンパク質のすべてにおいて変化はなかった．このことから，小胞体関連分解の促進タンパク質のタンパク質の量の増加は翻訳ののち制御されること，UBC6eを欠損したマウス胎仔線維芽細胞において小胞体ストレス応答は活性化されていない，つまり，定常状態を維持していることが明らかにされた．小胞体関連分解の促進タンパク質がタンパク質のレベルにおいて制御されていたことから，この制御に対するUBC6eのユビキチン結合酵素活性への依存性について調べた．UBC6eを欠損したマウス胎仔線維芽細胞に対するUBC6e変異体の入れ戻し実験により，小胞体関連分解の促進タンパク質はそのユビキチン結合酵素活性に依存的に制御されていることが明らかにされた．また，UBC6eのSer184が種々のストレスに応じてリン酸化されることから，リン酸化によるUBC6eの活性の制御が示唆されていた．しかし，リン酸化に着目したUBC6e変異体の入れ戻し実験により，このリン酸化は小胞体関連分解の促進タンパク質の制御には関与しないことが明らかにされた．
2．UBC6eの欠損により蓄積した小胞体関連分解の促進タンパク質は活性をもつ
　UBC6eはHRD1複合体におけるユビキチン結合酵素と考えられていたことから，小胞体関連分解の促進タンパク質のタンパク質の量の増加はユビキチン結合酵素が欠損したことによりミスフォールディングした小胞体関連分解の促進タンパク質が分解されず蓄積したものと考えるのが一般的と思われた．しかし，UBC6eによるタンパク質のレベルにおける制御は小胞体関連分解の促進タンパク質のみに特異的なものであったことから，異常なタンパク質に対する品質管理ではなく，機能的なタンパク質に対する量的な制御である可能性を考えた．もし，量の制御であればUBC6eの欠損により蓄積した小胞体関連分解の促進タンパク質は機能体であり小胞体関連分解を促進すると予想された．この仮説を検証するため，糖タンパク質の小胞体関連分解のモデル基質であるNHKおよびRI332を用いてパルス＆チェイス法により分解キネティクスについて調べた．その結果，どちらの基質に対してもUBC6eを欠損したマウス胎仔線維芽細胞においては分解の促進がみられた．また，この小胞体関連分解の促進は小胞体マンノシダーゼの阻害剤を処理することにより消失したことから，EDEM1により開始されることが示唆された．小胞体にはEDEM1のほか2種類のEDEMファミリータンパク質が存在するが，EDEM3の量もUBC6eにより制御されていた．
3．UBC6eの欠損による小胞体関連分解の活性化からみえてきた糖タンパク質の小胞体関連分解のカスケード

　小胞体関連分解の活性化がどのように起こるのか，その分子機構を解析した．タンパク質のフォールディングに関与するレクチンであるCalnexinからの基質の解離のタイミングをパルス＆チェイス法を用いた免疫共沈降実験により調べたところ，基質として用いたNHKはUBC6eの欠損によりCalnexinから早期に解離した．また，UBC6eを欠損したマウス胎仔線維芽細胞においてはCalnexinと結合するNHKの泳動度が経時的に早まり，この泳動度の変化はUBC6eのユビキチン結合酵素活性に依存的であった．このことから，UBC6eの欠損により蓄積した機能的なEDEM1およびEDEM3がCalnexinサイクルにあるNHKのN-結合型糖鎖からマンノースをトリミングし，その時期尚早な放出が促進されたことが示唆された．UBC6eを欠損したマウス胎仔線維芽細胞においてCalnexinと結合するEDEM1，EDEM3さらにはOS-9が増加したことからも，Calnexinサイクルからの基質の時期尚早な解離が推測された．また，OS-9とSEL1Lとの結合の量もUBC6eの欠損により増加した．以上から，小胞体関連分解の活性化はCalnexinからの基質の時期尚早な放出，および，Calnexin→EDEM1，EDEM3→OS-9→SEL1Lというカスケードの全体を促進することによりひき起こされると考えられた（図1）．
4．UBC6eはその局在および複合体の形成により特異的に機能する
　UBC6eはどのように特異性を獲得し小胞体関連分解の促進タンパク質の量を制御しているのだろうか．UBC6eの膜貫通領域に着目した変異体の解析により，小胞体への局在がUBC6eの活性に必須であることが明らかにされた．膜貫通領域を小胞体局在タンパク質であるCD4のものと置換したUBC6e-CD4変異体は，同じ小胞体への局在でありながら野生型のUBC6eと比べ低い活性しか示さなかった．免疫沈降法を用いた小胞体関連分解の促進タンパク質との結合実験およびスクロース密度勾配法による複合体の解析により，UBC6eの膜貫通領域は基質との結合に必須であること，UBC6eと基質は複合体においてのみ結合することが明らかにされた．これらのことから，UBC6eは複合体に存在してはじめて小胞体関連分解の促進タンパク質の量を制御できることが示唆された．そこで，複合体に対するUBC6eの占有率について検討した．野生型のマウス胎仔線維芽細胞を用いて，ドキシサイクリンの濃度に依存して野生型のUBC6eあるいはユビキチン結合酵素活性のないUBC6e変異体の発現量を制御することのできる誘導細胞株を作製した．種々のドキシサイクリンの濃度において小胞体関連分解の促進タンパク質の量を調べたところ，野生型のUBC6eを発現させても変化はなく，一方で，ユビキチン結合酵素活性のないUBC6e変異体においては内在性のUBC6eと比較して約10倍の量を発現させることにより優性阻害効果を示した．これらの結果から，小胞体関連分解の促進タンパク質の量の制御にかかわる複合体におけるUBC6eの占有率には制限のあることが示唆された．ユビキチン結合酵素活性のないUBC6e変異体を大過剰に発現させることにより内在性のUBC6eが複合体を形成できなくなり阻害を示したと考えられた．一方で，野生型のUBC6eを大過剰に発現させても小胞体関連分解の促進タンパク質の量に変化がなかったことから，複合体の数が小胞体関連分解の促進タンパク質の量の制御に寄与することも示唆された．筆者らの研究室において作製されたHRD1複合体の構成タンパク質として知られるDerlin2のノックアウトマウスにおいて，小胞体関連分解の促進タンパク質が増加することが見い出されていた7)．Derlin2はUBC6eの膜貫通領域に依存して結合するが，UBC6eの欠損により量は制御されていなかったことから，Derlin2はUBC6eと同じく小胞体関連分解の促進タンパク質の量を制御する複合体の構成タンパク質であることが示唆された．
5．フォールディングのむずかしい糖タンパク質もUBC6eの欠損により分解が促進される
　なぜ定常状態において小胞体関連分解の活性は弱く制御される必要があるのか，あるいは，小胞体関連分解の活性化は生理的な条件においてどのような不都合を生じるのか．Calnexinサイクルにおいて，構造形成中間体もミスフォールディングしたタンパク質も同じG1Man9型の糖鎖構造をもつ8)．一般的に，フォールディングのむずかしいタンパク質，たとえば，複数回膜貫通タンパク質やジスルフィド結合を多くもつタンパク質はCalnexinサイクルにより長時間のフォールディングが試みられたのち成熟することが知られている．そこで，小胞体関連分解の促進タンパク質による小胞体関連分解の活性化においては，G1Man9型の糖鎖構造をもつ構造形成中間体も小胞体関連分解の促進タンパク質により未成熟な段階において分解されるのではないかと考えた．チロシナーゼは分子内に多くのジスルフィド結合および5個のN-結合型糖鎖をもつためフォールディングがむずかしく，新規に合成されたチロシナーゼのうち約30％のみが成熟体となり残りは小胞体関連分解により分解されることが知られていたため9)，チロシナーゼを基質として用いた．野生型のチロシナーゼを用いたパルス＆チェイス実験において，UBC6eを欠損したマウス胎仔線維芽細胞においてはチロシナーゼの分解が野生型のマウス胎仔線維芽細胞と比べ促進された．また，UBC6eを欠損したマウス胎仔線維芽細胞においてはendo Hに耐性のチロシナーゼの量が野生型のマウス胎仔線維芽細胞と比べ減少したことから，小胞体関連分解の活性化により未成熟な段階において分解されることでチロシナーゼの成熟が抑制されることが明らかにされた．このことは，マウスの皮膚の試料においても確かめられた．野生型のマウスあるいはUBC6eヘテロノックアウトマウスと比べ，UBC6eホモノックアウトマウスから採集した皮膚におけるチロシナーゼの量は約半分に減少していた．このチロシナーゼの蓄積は小胞体関連分解の促進タンパク質の量の制御に依存していた．
おわりに

　小胞体における品質管理機構の研究は非常にさかんであり，今日においても，それにかかわる多くのタンパク質が同定されつづけている．また，小胞体ストレス状態における変化についてはさかんに研究されている一方，定常状態において小胞体における品質管理機構がどのように制御され恒常性を維持しているのかといった研究はあまりされていない．この研究は，定常状態における恒常性の維持として小胞体関連分解の活性が制御されていることを明らかにしたものであり，小胞体ストレス応答とは異なり転写を介さない制御という意味で新規性が高い．この制御の欠如は死にいたるようなものではなかった．HRD1ノックアウトマウスやSEL1Lノックアウトマウスなど小胞体関連分解複合体の主要な構成タンパク質のノックアウトマウスの多くは胎生致死だが，UBC6eノックアウトマウスは胎生致死とはならない10)．これは，UBC6eを欠損しても糖タンパク質の大部分は影響をうけないためだと考えられる．一方で，UBC6eノックアウトマウスにおいては精子の形成の異常による雄のマウスの不妊および聴力の障害が報告されているが，今回の研究の結果から，これらの症状は精子の形成あるいは聴力に関与するフォールディングのむずかしい糖タンパク質がUBC6eの欠損による小胞体関連分解の活性化により分解されたため起こった可能性が大いにあり，今後の研究が待たれる．
　タンパク質の品質管理は社会学にたとえられるほど人間社会と似かよっている．この研究により明らかにされた小胞体関連分解の活性の制御機構も現実の人間社会になぞらえることができる．製品の生産工場を考えたとき，品質管理部は製品の品質を維持するため必要不可欠である．しかし，あまりに品質管理が厳しいと品質は頭打ちになり生産性のみが落ちる．この状態では会社の利益は得られず廃業を余儀なくされるであろう．生産性が安定していても（細胞の場合には，定常状態にあっても），品質と生産量のバランスをとるため品質管理部（小胞体関連分解の促進タンパク質）の制御は会社の維持（小胞体における恒常性の維持）において重要であろう．このように，人間社会になぞらえて考えると今回の研究の意義が伝わるのではないかと思う．今後も，この研究をブレイクスルーとして，定常状態を維持するための小胞体における品質管理機構についてさかんに研究されることを大いに期待するとともに，今後も貢献できるよう研究を進めていきたい．
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〈図説明〉

図1　UBC6eの欠損による小胞体関連分解の活性化のモデル
（a）野生型の細胞．

（b）UBC6eを欠損した細胞．EDEM1およびEDEM3がCalnexinと結合した小胞体関連分解の基質のN-結合型糖鎖からマンノースをトリミングすることにより，基質は時期尚早な段階においてCalnexinサイクルから放出される．さらに，OS-9を介した基質のSEL1Lへの受けわたしも促進される．蓄積した機能的な小胞体関連分解の促進タンパク質により，小胞体関連分解のカスケードの全体の活性が高まり，小胞体関連分解が活性化する．
マンノースのトリミングされた基質は灰色で示している．UGGT：UDP-グルコース糖タンパク質グルコース転移酵素．
