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1.要旨 

 

 小胞体関連分解 ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation)は、小胞

体に蓄積した異常なタンパク質を分解することで小胞体内のタンパク質の品質

管理に関与し、また、酵素の分解を介して、生体反応を調節している。 

 SEL1L は、小胞体膜に存在する 1 回膜貫通型タンパク質で、ubiquitin ligase (E3)

である HRD1 と 1:1 の複合体を形成し、ERAD 基質の分解を行っている。 

 当研究室の先行研究により、HRD1 と複合体を形成できなかった SEL1L は、

ユビキチンープロテアソーム系で分解されることが示された。また、プラスミド

上から発現させた SEL1L の分解をプロテアソーム阻害剤である MG132 で阻害

すると、SEL1L の分解中間体の蓄積が観察された。そこで、今回 SEL1L の分解

中間体に関する解析を行った。 

 細胞分画法を用いて解析した結果、SEL1L の分解中間体は、主に細胞質で検

出されることが示された。また、過剰発現系や siRNA を用いたノックダウン系

での解析から、小胞体内腔に存在するレクチン OS-9 や XTP3-B も HRD1 と同様

に SEL1L の安定性を高めることが示された。また、SEL1L の C 末端側に存在す

るプロリン残基に富んだ領域が SEL1L の分解中間体の生成に必要であることが

示された。 

SEL1L の分解中間体の細胞質での役割を解析した。ポリグルタミンタンパク

質は、グルタミン鎖が伸長していくと、細胞質内や核内に大きな凝集体を形成す

る。今回、ポリグルタミンタンパク質のモデルタンパク質であるHtt-polyQ76-GFP

を用いて解析を行った。その結果、SEL1L の分解中間体は Htt-polyQ76-GFP の凝

集体形成を促進することが明らかになった。また、蛍光顕微鏡を用いた解析の結

果、SEL1L の分解中間体は、凝集体を取り囲むように存在していた。凝集体形

成に重要な SEL1L 内の領域を解析した結果、小胞体内腔領域に存在する SEL1L

リピートが、凝集体形成促進に関与していることが示された。これらの結果から、

SEL1L は、小胞体ストレス環境下などにおいて分解されて分解中間体を形成し、

細胞質において aggregation-prone なタンパク質の凝集を促進していることが明

らかになった。 
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2.略語表 

 

α1-AT  α1-antitrypsin 

AEBSF  4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride 

Amp  Ampicillin 

Asn  asparagine 

ATP  adenosine triphosphate 

Asp  asparatic acid 

BiP  Immunogloblin heavy chain binding protein 

CNX  calnexin 

CRT  calreticulin 

Cys  cystein 

DAPI  4,6-Diamidino-2-phenylindole 

Der  degradation in the endoplasmic reticulum 

Derlin  der1-like protein 

Δss  signal sequence-deleted mutant 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DNA  Deoxyribonucleic acid 

Doa10  degradation of Mat-alpha2-10 protein 

DTT  dithiothreitol 

EDEM  ER degradation enhancing alpha mannosidase-like protein 

ER  endoplasmic reticulum 

ERAD  endoplasmic reticulum-associated degradation 

ERQC  endoplasmic reticulum quality control 

FBS  fetal bovine serum 

GFP  green fluorescent protein 

Glu  glucose 

HA  hemagglutinin 

HEK  human embryonic kidney 

Herp  Homocystein-induced endoplasmic reticulum protein 

His  histidine 

HRD1(Hrd1p) HMG-coA Reductase degradation protein 1 

Htt  huntingtin 

IgG  immunoglobulin G 

LB  Lutia-Bertani 
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MEF  Mouse Embryonic Fibroblast 

mRNA  messenger RNA 

NEM  N-ethylmalemide 

NHK  α1-antitrypsin variant null (Hong Kong) 

n.s.  not significant 

OS-9  osteosarcoma amplified 9, endoplasmic reticulum lectin 

PEI  polyethylenimine 

PBS  phosphate buffered saline 

PBS(-)  phosphate buffered saline without calcium and magnesium 

PCR  polymerase chain reaction 

polyQ  polyglutamine 

RING  Really Interesting New Gene finger domain 

RNA  ribonucleic acid 

RNAi  RNA interference 

SEL1L  sel-1 suppressor of of lin-12-like 

s.d.  standard deviation 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

Ser  serine 

siRNA  short interfering RNA 

SLR  SEL1L repeat 

Thr  threonine 

UBC  ubiquitin-conjugating enzyme E2 

UGGT  UDP-glucose: glycoprotein glucosyltransferase 

XTP3-B  XTP3-transactivated gene B protein 
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3.背景 

 

3-1 小胞体の役割 

小胞体(ER)は網目状に存在する細胞内小器官である。小胞体は滑面小胞体

(sER)と粗面小胞体(rER)に分けられ、前者は、リボソームの付着がみられない小

胞体で主に脂質合成やカルシウムイオン(Ca2+)の貯蔵などを行っている。一方、

後者はリボソームの付着がみられる小胞体で、分泌タンパク質や膜タンパク質

などの新生タンパク質の合成やプロセシングに関与している。新たに合成され

たタンパク質は小胞体にターゲットされ、そして N 結合型糖鎖の付加およびト

リミング、ジスルフィド結合の形成および架け替え、オリゴマー形成といった過

程を経て正しい高次構造を形成する。正しい高次構造を形成したタンパク質は、

ゴルジ装置を通り、輸送過程でさらなる修飾を受けたのち、正しい細胞内コンパ

ートメントに輸送されてその機能を発揮する。このように小胞体は非常に重要

な器官であり、小胞体の恒常性の維持は生体にとって非常に重要である。 

 

3-2 小胞体におけるタンパク質の品質管理機構 

小胞体には品質管理機構(ERQC)が存在している。この品質管理機構によって

細胞は正しい構造をとったタンパク質とそうでないミスフォールドしたタンパ

ク質を厳しく選別し、正しい高次構造をとったタンパク質のみを分泌経路に輸

送することができる(Ellgaard and Helanius 2003)。ERQC には、大きく分けて二つ

の機構がある。シャペロンなどの助けを借りて小胞体内で生合成されたタンパ

ク質のフォールディングを促進する機構と、ミスフォールドしたタンパク質を

分解する機構である。 

 

3-3 小胞体ストレスと UPR(Unfolded Protein Response) 

 細胞内で新たに合成されたタンパク質は小胞体内でシャペロンの手助けを借

りながらフォールディングを試みるが、必ずしもすべてのタンパク質が正しい

高次構造を獲得できるわけではない。フォールディングの失敗により異常な構

造をしたタンパク質が小胞体内に生じる。こうした異常タンパク質の蓄積は、小

胞体に小胞体ストレス(ER stress) を引き起こす。重篤な小胞体ストレスは、細胞

機能の異常や細胞死を引き起こす。小胞体ストレスは神経変性疾患や II 型糖尿

病、嚢胞性線維症などの難病などに関連することが報告されている(Kopito 1999; 

Lindholm et al. 2006; Zhao and Ackerman 2006)。 

 細胞は、これらのタンパク質の蓄積を感知し、シャペロンや分解酵素の発現を

誘導する。これを UPR という。哺乳類においては、UPR の経路は 3 つ(ATF6 経
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路、IRE1 経路、PERK 経路)存在している。これらの経路は小胞体ストレスを感

知し、それを回復するためのシャペロンや ERAD 因子などのタンパク質の発現

を誘導し、また、タンパク質の発現を制御することで、小胞体にかかる負荷の軽

減を試みる(Walter and Ron. 2011)。 

 

3-4 ERAD 

ERQC には、小胞体内のタンパク質のフォールディングを促進する機構と、ミ

スフォールドしたタンパク質を分解する機構がある。細胞内には、直接的に小胞

体内の異常なタンパク質を分解する機構が存在する。これを小胞体関連分解

(ERAD)という(Smith et al. 2011)。ERAD に関わる因子には、先述した UPR によ

って発現が誘導されるものもある。ERAD 以外にも小胞体内のタンパク質の分

解経路としてオートファジーやリソソームによる分解も存在する。ERAD は、分

解される基質として認識される領域(degron)の位置によって大きく 3 つのカテゴ

リーに分類される。細胞質に degron を持つ基質を分解する ERAD-C(Cytoplasmic)

と膜貫通領域に degron を持つ基質を分解する ERAD-M(Membrane)、そして、小

胞体内腔に degron を持つ基質を分解する ERAD-L(Luminal)である。ERAD は、

小胞体内の異常なタンパク質を分解することで小胞体内のタンパク質の品質管

理に関与しているばかりでなく、複合体を形成できなかったタンパク質の分解

を促進することでタンパク質複合体の量自体を制御し、様々な生体反応に影響

を与えている制御機構としての役割を担っている。ERAD は、小胞体内に蓄積し

た異常な構造のタンパク質や複合体を形成できなかったタンパク質などを認識

し、それらを細胞質側に逆行輸送し、ユビキチンープロテアソーム系で分解する

というのが大きな流れである。以下に、ERAD の詳細について哺乳類における

ERAD-L 機構を小胞体における新生タンパク質の高次構造形成を踏まえながら

説明する。 

 

3-4-1 小胞体内でのタンパク質の高次構造形成 

 小胞体内でのタンパク質の生合成は、ERAD ではないが、本分野を理解するう

えで重要なので説明する。細胞質内で合成されたタンパク質は小胞体にターゲ

ットされる。ターゲットされたタンパク質は、小胞体膜に組み込まれ、小胞体内

腔に入っていく。小胞体で生合成されるタンパク質は、アスパラギン-任意のア

ミノ酸(プロリンを除く)-セリン/スレオニン(Asn-X-Ser/Thr)配列のアスパラギン

残基に糖鎖が付加される。この糖鎖を N 結合型糖鎖という。ERAD においては、

この糖鎖が非常に重要なシグナルを担っている。 

 翻訳と同時に小胞体内腔に挿入された新生タンパク質には、G3M9 糖鎖が付加

される。G3M9 糖鎖が付加された新生タンパク質は、すぐさま小胞体内にあるグ
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ルコシダーゼによって 2 個のグルコースが取り除かれ G1M9 糖鎖結合型タンパ

ク質になる(Grinna and Robbins. 1979)。G1M9 糖鎖は、小胞体内にあるレクチン

シャペロンであるカルネキシン(CNX)やカルレティキュリン(CRT)に認識される。

これらのタンパク質に認識された新生タンパク質はフォールディングが促進さ

れる。続いてグルコシダーゼ II によってグルコースがトリミングされ M9 糖鎖

結合型タンパク質になると CNX や CRT から解離する。この段階で正しい構造

が取れていないタンパク質は、UDP グルコース転移酵素(UGGT)によってグルコ

ースが一分子付加され、再び G1M9 糖鎖結合型タンパク質になる (Caramelo et al. 

2004; Solda et al. 2007) 。この G1M9 糖鎖結合型タンパク質は、CNX や CRT に

認識され、再びフォールディングが行われる。このようにして、正しい構造をと

るまでフォールディングが行われるシステムを CNX/CRT サイクルと呼ぶ。

CNX/CRT サイクルは、糖鎖に依存したタンパク質の構造形成であるが、糖鎖に

依存しないシャペロンなども存在し、それらも小胞体内のタンパク質の高次構

造形成に関与している。 

  

3-4-2 認識と輸送(recognition and deliver) 

何度か CNX/CRT サイクルを回るうちに N 結合型糖鎖は、EDEM2 によって、

マンノースがトリミングされて(George et al. 2020)、フォールディング途中のタ

ンパク質は、M8B糖鎖結合型タンパク質になる。M8B糖鎖結合型タンパク質は、

小胞体内の α マンノシダーゼである EDEM(ER degradation enhancing α-

mannosidase-like protein)などに認識され、さらなるマンノースのトリミングが行

われる。EDEM は、マンノースがトリミングされたタンパク質を認識し、さらに

マンノースをトリミングすると考えられている。そのため、正常な構造をとれな

かったタンパク質はマンノースがトリミングされていく。ある程度マンノース

がトリミングされた異常タンパク質は、最終的に MRH ドメインをもつレクチン

OS-9 や XTP3-B などによって認識される(Hosokawa et al. 2010) 。認識されたタ

ンパク質は、細胞質側への逆行輸送を担う小胞体膜因子(レトロトランスロコン)

へ受け渡される (Christianson et al. 2008; Hosokawa et al. 2008) 。 

 

3-4-3 逆行輸送(retrotranslocation) 

 レトロトランスロコンへ送られた基質は、レトロトランスロコンを経由して

細胞質側に輸送される。レトロトランスロコンは、Sec61 や ERAD に関与するユ

ビキチンライゲース E3 など、様々な可能性が示唆されていたが、現在では

HRD1-Derlin 複合体が有力であると考えられている(Wu et al. 2020)。逆行輸送に

よって細胞質側に出てきた基質は、糖鎖が刈り取られ(Lee et al. 2005)、また、ユ

ビキチンが付加される。いったんユビキチンが付加された基質は、どんどんとユ
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ビキチン鎖が伸長していく。ユビキチンが付加された基質は、AAA+  ATPase で

ある p97 によって認識され、ATP の加水分解によって生じるエネルギーを用い

て、小胞体から引っ張り出される。このようにして基質は、小胞体から細胞質に

逆行輸送される。 

 

3-4-4 分解(degradation) 

 p97 によって細胞質側に基質が引っ張り出される際、いったん基質からユビキ

チンがはがされる(脱ユビキチン化)(Ernst et al. 2009) 。再度ユビキチンが付加さ

れた基質は、26S proteasome によって分解される(Claessen et al. 2011)(Fig.1)。 
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Fig.1 小胞体内での新生タンパク質の高次構造形成と ERAD  

 Sec61などのトランスロコンを経由して小胞体内に輸送された新生タンパク質

は、糖鎖が付加される。小胞体のタンパク質の高次構造形成には糖鎖が重要なシ

グナルとなる。グルコシダーゼやマンノシダーゼなどによって糖鎖型を変えな

がら、CNX や CRT などのシャペロンの助けを借り新生タンパク質は、正常な高

次構造をとるようフォールディングを行う。 
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 何度もフォールディングを試みる中で、ミスフォールドしたタンパク質は、マ

ンノースがトリミングされる。マンノースがトリミングされた基質は、小胞体内

腔に存在するレクチンに認識されレトロトランスロコンに受け渡される。レト

ロトランスロコンを経由しての細胞質への逆行輸送と共役して基質にはユビキ

チンが付加される。ユビキチン化された基質は細胞質のプロテアソームで分解

される。 
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3-5 ERAD に関わる細胞内因子 

先に ERAD の大まかな流れを論じたが、続いては、ERAD に関係する細胞内

因子について本研究で研究対象とした分子を中心に論ずる(Fig.2A,B)。 

 

3-5-1 HRD1 

 ERAD に関係するユビキチンライゲース E3 は、出芽酵母においては 2 種類

(Hrd1p,Doa10p)存在している。また、哺乳類には Hrd1p のホモログである HRD1、

gp78 や、Doa10p のホモログである TEB4、哺乳類にのみに存在する RMA1 など

を含めて多数存在している。HRD1 は、哺乳類小胞体膜に存在する E3 で、様々

な基質の ERAD に関係している(Burr et al. 2013)。HRD1 の C 末端側の細胞質領

域には RING domain が存在しており、この領域が ERAD 基質のユビキチン化に

関与している。HRD1 は、後述する SEL1L と 1:1 の複合体を形成し(Lilly et al. 

2005)、ERAD において非常に重要な役割を担っている。 

 Cryo 電子顕微鏡を用いた解析により、酵母において Hrd1p は、Der1p ととも

にそれぞれ複合体を形成し、ERAD-L における基質の逆行輸送に関与している

可能性が示唆されている(Wu et al. 2020)。しかしながら、in vitro の系では、Hrd1p

単独での基質の逆行輸送も示されている(Vasic et al. 2020)。Hrd1p 単独で逆行輸

送が行われるのか、Der1p のような別の細胞内因子と協力して逆行輸送を行って

いるのか、それともその両者が存在し、互いに独立して逆行輸送に関係している

のかを含めて、基質の逆行輸送に関してはまだ十分に解明されていない。基質の

逆行輸送には、Hrd1p の RING domain 内のリジン残基のユビキチン化が重要な

役割を担っている可能性が示唆されている(Baldridge and Rapoport 2016)。しかし、

このリジン残基のユビキチン化が、基質の逆行輸送にどのように関与している

のか、まだ十分に解明されていない。 

 

3-5-2 SEL1L 

 SEL1L は、ER 膜に存在する type I 型 1 回膜貫通タンパク質である。SEL1L は、

小胞体内腔領域にタンパク質―タンパク質間の相互作用に関与する TPR モチー

フ様の SEL1L リピートをもつ(Joeng et al. 2016)。この領域は、ERAD における基

質の認識やレクチンタンパク質との相互作用に重要な役割を担っていると考え

られる。 

 SEL1L も HRD1 と共に ERAD において重要な役割をしている。ER 内腔領域

は、OS-9 などの ER レクチンが運んできた基質を受け取るプラットフォームと

しての役割を担っていると言われている。また、SEL1L の内腔領域を別のタン

パク質に置換しても、野生型 SEL1L と同様に ERAD を促進した(Hosokawa and 

Wada. 2016)。この結果は、SEL1L の膜貫通領域が ERAD において重要な役割を
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担っていることを示唆している。 

 

3-5-3 Derlin1/2/3(Derlins Family) 

 Derlins は、出芽酵母における ERAD に関わる Der1p タンパク質のホモログで

ある。Derlin1 は、哺乳類の ERAD において基質の引っ張り出しに重要な役割を

担う細胞内因子として同定された(Lilly and Ploegh. 2004; Ye et al. 2004) 。Derlin

ファミリーは、3 種類存在しており、それぞれ Derlin1,2,3 と名付けられている

が、それぞれがどのような機能をしているのか、などを含めて不明な点が多い。 

 Derlin1 には、rhomboid- pseudoprotease 領域が存在しており、この領域が ERAD-

L 基質の認識そして細胞質への基質の引っ張り出しに重要な役割を担っている

と考えられている(Greenblatt et al. 2011)。また、酵母において、Derlin ファミリ

ーの 1 つで rhomboid- pseudoprotease タンパク質である Dfm1p が、小胞体膜タン

パク質の ERAD において基質の引っ張り出しに関与しているという報告もある

( Neal et al. 2018)。哺乳類における Dfm1p のホモログである RHBDL4 は、Dfm1p

と異なり protease 活性を有しており、ERAD 基質を低分子に分解することで

ERAD を促進していることが報告されている(Fleig et al. 2012)。 

 

3-5-4 OS-9, XTP3-B 

 OS-9 や XTP3-B は、小胞体内腔に存在するレクチンタンパク質である。酵母

では ERAD に関係するレクチンタンパク質は Yos9p の 1 つだが、哺乳類におい

ては、OS-9 と XTP3-B の 2 種類が存在している。 

 OS-9 や XTP3-B は、MRH(mannose 6-phosphate receptor homology)ドメインを持

ち、この領域で糖鎖を認識する。OS-9 には、MRH ドメインが 1 つ、XTP3-B に

は 2 つ存在している。OS-9、XTP3-B は、EDEM などによって糖鎖がトリミング

されたタンパク質を認識して、SEL1L に受け渡す ERAD において重要な役割を

担っていると考えられている(Hosokawa et al. 2010)。 

 最近、CRISPR-Cas9 で OS-9 や XTP-3B を欠損させた際、SEL1L が不安定にな

ることが報告された。また、OS-9 単独や XTP3-B 単独、その両者を欠損させた

際の ERAD への影響を解析した結果、XTP3-B は、非糖鎖修飾型基質の ERAD を

阻害し、OS-9 とは拮抗的に働くことが示された(van der Goot et al. 2018)。 

 

3-5-5 UBC6(UBE2J2)/ UBC6e(UBE2J1) 

 UBC6 や UBC6e は、小胞体膜に存在する ubiquitin conjugating enzyme E2 であ

る。酵母には、ERAD に関係する E2 として Ubc6p と Ubc7p の 2 種類がある。哺

乳類には、Ubc6p のホモログが、UBC6、UBC6e の 2 種類存在している。Ubc7p

のホモログは UBC7 の 1 種類である。 
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 UBC6 は、1 回膜貫通タンパク質で細胞質に活性部位を持つ。酵母の Ubc6p と

の相同性が 40%ある。 

UBC6e は、1 回型膜タンパク質で細胞質に活性部位を持つ。UBC6e は、Ubc6p

との相同性が 25%しかない。UBC6e は、HRD1 や RMA1 などの E3 と共に ERAD

に関係することが報告されている(Burr et al. 2013; Younger et al. 2006) 。 

 UBC6e を欠損させたマウスは、精子の形成に不全が生じる(Koenig et al. 2014)。

最近、MEF 細胞において UBC6e を欠損させた際、SEL1L や EDEM、OS-9 など

の ERAD enhancers と呼ばれる因子の発現量が増加することが報告された

(Hagiwara et al. 2016 )。また、UBC6e を欠損させた MEF 細胞においては、ERAD

が活性化してしまい、本来分解されるべきではないタンパク質まで分解されて

しまうことも報告されている。これらの結果は、UBC6e が、ERAD enhancers の

分解に関与し、ERAD の調整を担う細胞因子である可能性を示唆している。しか

しながら、UBC6e が直接的に ERAD enhancers の分解に関与しているのか、それ

とも、間接的に分解に関与しているのかを含めて不明な部分が多い。 

 

3-5-6 p97 

 p97 は、細胞質に存在する AAA+  ATPase である。p97 は、6 量体で存在して

いる。p97 は、ATP を加水分解した際に生じるエネルギーを用いて基質を細胞質

に引っ張り出す役割をしていると考えられている。 

 酵母における p97 のホモログである Cdc48p は、よく解析されているので、こ

ちらを解説する(Bodnar et al.2017)。逆行輸送によって細胞質に引っ張り出された

ERAD 基質は、ユビキチン鎖が付加される。 Cdc48p と相互作用する

UN(UFD1/NPL4)がこのポリユビキチン鎖を認識し、基質を Cdc48p に呼び込む。

そして、Cdc48p は、ATP の加水分解によって生じるエネルギーを用いながら基

質を解きほぐし細胞質側へと引っ張り出す。細胞質側に引っ張り出された基質

は、DUB によって脱ユビキチン化され、細胞質に遊離する。遊離した基質は、

細胞質において再度ユビキチン化され、プロテアソームによって分解される。こ

のようなメカニズムによって基質は、細胞質に引っ張り出されそして分解され

ると考えられている。 

 

3-5-7 EDEM1,2,3 

 EDEMs は、小胞体内腔に存在する α マンノシダーゼである。哺乳類において

は、EDEM ファミリーには、EDEM1、EDEM2、EDEM3 の 3 つが存在する。こ

れらのタンパク質は、ERAD 基質を認識し、マンノースをトリミングすることで

ERAD を促進すると考えられている。 
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3-5-8 その他の因子 

 HRD1 と Derlin の複合体形成に重要な Herp(酵母では Usa1p)や、ユビキチン化

された基質の分解に関与する 26S proteasome など、様々な細胞因子が、ERAD に

関与している。しかしながら、ERAD に関与するタンパク質については機能につ

いて不明な点が多く、今後の解析が必要である。 

Fig.2 ERAD に関与する細胞因子 

(A)哺乳類における ERAD に関与する細胞因子を示す。EDEMs は、小胞体内で

ERAD 基質のマンノースのトリミングに関与する因子である。小胞体内腔のレ

クチンである OS-9 や XTP3-B は、基質の糖鎖を認識し、SEL1L-HRD1 複合体に

基質を輸送する。SEL1L は運ばれた基質を受け取るプラットフォームとしての

役割をする。SEL1L が受け取った基質は、HRD1 や Derlins などが形成すると考
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えられているレトロトランスロコンを経由して細胞質側へ逆行輸送される。

Herp は、HRD1 と Derlins が複合体を形成するのに重要なタンパク質である。逆

行輸送と共役して、基質にはユビキチンが付加される。基質のユビキチン化には

HRD1 に代表される E3 や UBC6 や UBC6e に代表される E2 が担っている。p97

は、ユビキチンが付加された基質を認識し細胞質側へ引っ張り出す。細胞質内の

26S proteasome は、p97 によって細胞質側へ引っ張り出された基質を認識し、分

解する。 

(B)(A)で記述した ERAD に関係する主な細胞因子とその酵母におけるホモログ

を記載した。 
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3-6 ハンチントン病とポリグルタミンタンパク質 

 ハンチントン病は常染色体優性遺伝性の神経変性疾患である。舞踏運動など

の不随意運動、精神症状、行動異常、認知障害などの症状が特徴である。コーカ

ソイドでは人口 10 万人あたり 4~8 人ぐらい発症し、日本では人口 10 万人あた

り 0.7 人くらい発症している。発病は 30 歳くらいが一番多いが、年齢を問わず

発病する。 

 ハンチントン病の原因遺伝子は第 4 染色体に局在しているハンチンチン遺伝

子である。ハンチンチン遺伝子のエクソン 1 にある CAG リピート配列が伸長し

た polyQ を持つハンチンチンタンパク質の変異体が原因でハンチントン病は発

症する(Sun et al. 2017)。CAG リピート数は、健常者の場合およそ 17 から 20 回

ほどであるが、ハンチントン病発病者の場合 35-40 回以上と、CAG リピート数

が増加している。 

 ハンチントン病に代表されるポリグルタミン病とは、一定以上の長さの

polyQ(ポリグルタミン)鎖をもつタンパク質が引き起こす病気である。polyQ 鎖

をもつタンパク質にはハンチンチンタンパク質以外にも TATA 結合タンパク質

など様々なタンパク質がある。TATA 結合タンパク質はポリグルタミン鎖が伸長

した時、脊髄小脳失調症 17 型を引き起こす。polyQ をもつタンパク質は核内や

細胞質などの様々な領域において大きな凝集体を形成する(Li et al. 2000)。この

凝集体が生じるメカニズムについては不明な点が多い。従来は、この凝集体こそ

が細胞毒性の原因として考えられてきたが、最近の研究から、この大きな凝集体

にも毒性はあるが、それ以上に大きな凝集体を形成する以前の可溶性の比較的

高い中間体の方が毒性の高い可能性が示唆された(Leitman et al. 2013)。どちらが

細胞にとって深刻な影響を与えているかも含めて今後の解析が必要である。 

 polyQ タンパク質は、p97 やプロテアソームの機能を阻害することで、ERAD

を阻害し、小胞体ストレスを引き起こすことが示されている(Hirabayashi et al. 

2001)。ERAD の阻害と polyQ タンパク質が引き起こす障害についての関連性は

今のところ不明である。そこで、本研究において SEL1L の分解中間体が polyQ

タンパク質の凝集体形成に及ぼす影響について検討した。 
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3-7 プロテアソームの機能不全と疾患 

 ユビキチンープロテアソーム系でのタンパク質の分解は、細胞周期(Zou and 

Lin. 2021)、シグナル伝達、免疫応答(Huber and Groll. 2021)、ERAD を含めたタン

パク質品質管理(Hamazaki and Murata. 2020)など様々な生体反応において重要な

役割を担っている。プロテアソームに機能不全が生じると、様々な細胞機能が障

害される。 

プロテアソームの不全が原因で引き起こされる疾患としては、ガン、老化、神

経変性疾患などがある(Zou and Lin. 2021; Takahashi and Arimoto. 2021)。細胞間シ

グナル伝達に関わる多くの因子がユビキチンープロテアソーム系で分解されて

いる。様々なガンにおいて、プロテアソームの機能異常が報告されている(Paul. 

2008)。ガン化の原因としては、細胞間シグナル伝達に関与するタンパク質の分

解の制御が関与していると言われている。また、プロテアソームの機能不全と老

化に関しては、ショウジョウバエの解析から明らかになっている。ショウジョウ

バエにおける老化に依存したニューロンの proteotoxity(異常なタンパク質の蓄積

による細胞毒性)を抑圧する遺伝子として、プロテアソームのサブユニットが同

定された(Tonoki et al. 2009)。この結果は、老化におけるプロテアソームの重要性

を示している。アルツハイマー病に代表される多くの神経変性疾患に観察され

る封入体を染色すると、ユビキチンが染色された(Mori et al. 1987)。この結果は、

ユビキチン-プロテアソーム系の破綻は、神経変性疾患と関連することを示唆し

ている。 

細胞内に異常タンパク質を強制発現させると、プロテアソームがそれらを処

理できずに活性が低下する(Bence et al.2001)。その結果、蓄積した異常タンパク

質がアグリソームを形成する(Kopito. 2000)。このアグリソームは、ユビキチンを

含んでおり、プロテアソームによって分解することができなかったタンパク質

が蓄積して凝集体形成をした結果生じたものだと考えられている 

 プロテアソームの機能不全によるユビキチン化された基質の蓄積は、細胞に

とって有毒である。近年の解析から、これらの基質を大きな凝集体に集積させる

ことで、細胞毒性を抑制しているのではないのかといわれている(Matus et al. 

2011)。また、凝集体形成を促進することで、オートファジーによる分解を促進

しているのではないのかとも報告されている(Iwata et al. 2005)(Fig.3)。 
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Fig.3 プロテアソーム機能障害と細胞の応答 

 遺伝的な変異や様々なストレスによって、プロテアソームの機能に障害が起

こると、ユビキチン化された基質が蓄積する。これらのタンパク質の蓄積は、細

胞毒性を示す。細胞はアグリソームを形成し、毒性を抑えようと試みる。アグリ

ソームを形成することで、オートファジーによる分解を促進しているという報

告もある。 
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3-8 研究目的 

 当研究室の先行研究により、内在性の SEL1L は HRD1 と複合体を形成できな

かった時、非常に不安定になり、ユビキチン-プロテアソーム系で分解されるこ

とが示された。また、単独でプラスミド上から発現させた SEL1L も非常に不安

定で、速やかに分解された。しかしながら、SEL1L と HRD1 を共にプラスミド

上から発現させると SEL1L は安定化した。この結果は、HRD1 は SEL1L の安定

性を担保する細胞内因子であることを示している。 

 また、プラスミド上から発現させた SEL1L の分解をプロテアソーム阻害剤で

ある MG132 で阻害すると、SEL1L の分解中間体の蓄積が観察された。一般的に

は、ERAD 基質は速やかに分解されるため、分解中間体の蓄積は観察されない。 

 そこで、SEL1L の分解のメカニズムを解明するため、SEL1L の分解を阻害し

た時に生じる分解中間体について解析を行い、SEL1L を安定化する HRD1 以外

の因子の探索を行った。また、SEL1L の分解中間体が細胞にどのような作用を

及ぼすかについて解析した。 

 これらを解析することによって、ERAD における SEL1L の役割ばかりでなく、

まだ知られていない SEL1L の役割について理解しようとした。 
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4.結果 

 

4-1 SEL1L の分解を阻害すると、分解中間体が検出される 

 SEL1L は、ERAD に関与する type I 型膜タンパク質である。SEL1L は、タン

パク質間の相互作用に関与する SLR を 11 個有している(Fig.4A)。当研究室の先

行研究により、SEL1L は短命なタンパク質で HRD1 と複合体を形成できなかっ

た時、ERAD によって速やかに分解されることが明らかになった(Iida et al. 2011)。

また、プロテアソーム阻害剤で SEL1L の分解を阻害すると、様々なサイズの

SEL1L の分解中間体が検出された(Iida et al. 2011)。この SEL1L の分解中間体に

関する情報を得るために解析を行った。野生型の SEL1L や C 末端側に HA タグ

をつけた SEL1L(SEL1L-HA)、N 末端側に S タグをつけた SEL1L(S-SEL1L)など

を HEK293 細胞で発現させ、ウエスタンブロッティングで解析を行った。SEL1L

の C 末端側 15 アミノ酸を認識する抗体で検出した結果、プロテアソーム阻害剤

を添加していないとき分解中間体は検出できなかったが、プロテアソーム阻害

剤で処理し ERAD を阻害した時、野生型 SEL1L、SEL1L-HA、S-SEL1L をそれ

ぞれ発現させたどの細胞においても様々なサイズの分解中間体が検出された

(Fig.4B lane 4,6,8)。SEL1L-HA を発現した細胞においては少しであるがバンドが

上にシフトした(Fig.4B lane 4,6 を比較)。この結果は、HA タグの分シフトしたの

であると考えられる。また、S タグを認識する抗体を用いて、同様の解析を行っ

たところ、MG132 で分解を阻害した時 S-SEL1L の分解中間体が確認された

(Fig.4B lane 12)。同様に HA タグを認識する抗体を用いて解析を行ったところ、

MG132 添加時に SEL1L-HA の分解中間体が検出された(Fig.4B lane 16)。これら

の結果から、プロテアソームの活性が阻害された場合には、SEL1L タンパク質

は切断され N 末端側も C 末端側の断片も検出されたと考えた。 

FolA は、大腸菌由来のタンパク質で、大腸菌においてジヒドロ葉酸還元酵素

(DHFR)の役割を担う。FolA は DHFR と異なり、哺乳類の細胞においては速やか

に安定な構造をとる。FolA-S-HA は、SEL1L-HA の lumen 領域を FolA に置き換

えたキメラタンパク質で、SEL1L の膜貫通領域と細胞質領域はそのまま残って

いる。先行研究によって FolA-S-HA は、野生型の SEl1L と同様に非常に不安定

なタンパク質であることが示された(Hosokawa and Wada. 2016)。FolA-S-HA にお

いても、同様に分解中間体が検出できるか解析を行った。その結果、プロテアソ

ーム阻害剤を添加した際に、FolA-S-HA の分解中間体が検出された(Fig.4C lane3)。

この結果は、SEL1L の膜貫通領域が、SEL1L の分解中間体の形成に重要な領域

であることを示唆している。 

 先行研究によって SEL1L は、ユビキチンープロテアソーム系で分解されるこ
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とが示された(Iida et al. 2011)。そこで、分解中間体がユビキチン化されているの

かどうかを検討した。野生型 SEL1L と HA-ubiquitin をトランスフェクションし

た細胞を免疫沈降法で解析した。その結果、ユビキチン化された SEL1L のバン

ドがスメア状に検出された。また、全長の SEL1L の分子量は約 100kDa である

が、100kDa よりも低分子量の領域にユビキチン化した SEL1L が検出された

(Fig.4D)。この結果は、分解中間体もユビキチン化されることを示している。 

 続いて、パルスチェイス法を用いて S-SEL1L の安定性を解析した。先行研究

と同様に(Iida et al. 2011; Hosokawa and Wada. 2016)、S-SEL1L は、プロテアソー

ム阻害剤添加時に、分解が著しく阻害された(Fig.4E)。また、S-SEL1L の分解中

間体もプロテアソーム阻害剤添加時に検出された。 

 これらの結果から、SEL1L の分解中間体は、SEL1L が ERAD によって分解さ

れる過程で SEL1L タンパク質の切断が起こった結果生じたものであると考えら

れる。 
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Fig.4  SEL1L の分解中間体はプロテアソーム阻害剤で処理した細胞で検出す

ることができる 

(A)SEL1L のモデル図。FN type II は、Fibronectin type II を、TM は、膜貫通領域

を表す。 

(B)HEK 293 細胞に野生型 SEL1L、S-SEL1L、SEL1L-HA をそれぞれトランスフ

ェクションし、一定時間培養後、プロテアソーム阻害剤 MG132 を添加し、さら

に 6 時間培養した。培養した細胞を 1%の NP-40 を含むバッファーで抽出し、上

清を回収した。回収した上清を SDS-PAGE で分離した後、ウエスタンブロッテ

ィングで目的のタンパク質を検出した。青や黒、灰色の矢印は、それぞれ内在性

の全長の SEL1L、全長の S-SEL1L、そして、全長の SEL1L-HA を示す。山括弧
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は、SEL1L の分解中間体を示す。*は、抗体によって検出される非特異的なバン

ドを示す。 

(C) HEK 293 細胞に FolA-S-HA をトランスフェクションし、(B)と同様に解析を

行った。矢印は全長の FolA-S-HA を示す。山括弧は、FolA-S-HA の分解中間体

を示す。 

(D)HEK293 細胞に野生型 SEL1L と HA-ubiquitin をトランスフェクションしたの

ち、抗 SEL1L 抗体を用いて SEL1L タンパク質を免疫沈降し、解析をした。角括

弧でくくられた領域はユビキチン化された SEL1L を示す。**は、使用した抗血

清に含まれたウサギ IgG を示す。 

(E)HEK293 細胞における S-SEL1L の安定性の解析。S-SEL1L を HEK293 細胞に

トランスフェクションし、一定時間培養したのち、15 分の代謝ラベルをする 3

時間前に MG132 を添加し、培養した。S タグ抗体や SEL1L 抗体を用いて細胞内

容物を免疫沈降した。矢印は、全長の S-SEL1L を示し、青の矢印は、内在性の

SEL1L を示す。山括弧は、SEL1L の分解中間体を示す。*は、非特異的なバンド

を示す。全長の S-SEL1L を定量化に用いた。独立した 3 回の実験を行い、平均

値と標準偏差を示した。MG132 添加細胞と MG132 非添加細胞の結果の有意差

を両側 Student’s t 検定によって検定した。**は、P<0.01、***は、P<0.001。 
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4-2 SEL1L の分解中間体は細胞質で検出される 

 SEL1L をプロテアソーム阻害剤で処理すると、分解中間体が蓄積することが

示されたが、この分解中間体に関して不明なことが多い。そこで、SEL1L の分

解中間体に関する情報を得ようと試みた。 

 SEL1L の分解中間体は、小胞体中で生成されたのか、細胞質に引き出された

のちに生成されたのかを調べるために、分解中間体の細胞における局在を解析

した。HEK293 細胞に SEL1L-HA や S-SEL1L をそれぞれトランスフェクション

して培養後、プロテアソーム阻害剤を添加し、SEL1L の分解を阻害した。その

後、培養細胞を Thermo Fisher Scientific 社製の Subcellular Fractionation Kit で細胞

質画分(CE)、膜画分(ME)そして核画分(NE)に分画した。それぞれのサンプルを

SDS-PAGE で分離し、SEL1L 抗体でシグナルの検出を行った。その結果、SEL1L-

HA、S-SEL1L をトランスフェクションした細胞において、プロテアソーム阻害

剤で SEL1L の分解を阻害すると、膜画分には全長の SEL1L が確認された(Fig.5A 

lane11,17)が、SEL1L の分解中間体は細胞質画分で確認された(Fig.5A lane10,16)。

一般的に ERAD を阻害すると、ERAD 基質は小胞体内に蓄積するが、SEL1L に

おいては細胞質側で分解中間体が確認された。同様の実験を S タグ抗体で解析

をした。その結果も同様に、分解中間体は細胞質画分で検出された(Fig.5B lane 

10)。 

細胞質マーカーである Actin と HSC70/HSP70 はほとんどが細胞質画分で検出

され(Fig.5C lane 1,4,7,10,13,16)、また、小胞体マーカーである calnexin はそのほ

とんどが膜画分で検出された(Fig.5C lane 2,5,8,11,14,17)。これらの結果は、

Subcellular Fractionation Kit で細胞を分画した際、SEL1L の分解中間体は細胞質

側に検出されることを示している。 

 今回用いた Subcellular Fractionation Kit には界面活性剤が含まれており、これ

が膜に何かしらの影響を与え、分解中間体が細胞質側で検出された可能性が否

定できない。そこで、界面活性剤を含まない条件で分画を行った。HEK293 細胞

に SEL1L-HA や S-SEL1L をそれぞれトランスフェクションし培養後、プロテア

ソーム阻害剤を添加し、SEL1L の分解を阻害した。その後、30 ゲージ注射針を

用いて細胞を破砕し、超遠心分離(100×k g)を行い、上清画分(Supernatant)と ペレ

ット画分(Pellet)に分けた。分画されたそれぞれのサンプルを SDS-PAGE によっ

て分離し、SEL1L 抗体でシグナルの検出を行った。その結果、SEL1L の分解を

プロテアソーム阻害剤で阻害すると、SEL1L の分解中間体は、ほとんどが上清

画分で確認された(Fig.5D lane 7,11)。また、同じサンプルを S タグ抗体で検出し

た結果、やはり SEL1L の分解中間体はほとんどが上清画分で検出された(Fig.5E 

lane 7)。これらの結果は、界面活性剤を含まない条件で細胞を分画した時、SEL1L

の分解中間体は上清画分で検出されることを示している。 
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 これらの結果から、プロテアソームの活性を阻害すると、SEL1L の分解中間

体は、細胞質に蓄積することが明らかになった。 
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Fig.5 SEL1L の分解中間体は細胞質に蓄積する 

(A)HEK293 細胞に SEL1L-HA や S-SEL1L をトランスフェクションしたのち、細

胞を一定時間培養した。その後 MG132 を添加し、培養した。培養後の細胞を
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Thermo Fisher Scientific 社製の Subcellular Fractionation Kit で細胞質画分(CE)、膜

画分(ME)、核画分(NE)に分画し、10%ポリアクリルアミドゲルで SDS-PAGE を

行った。特異的なシグナルを SEL1L 抗体を用いたウエスタンブロッティングで

検出した。青の角括弧は内在性の SEL1L を示し、矢印は全長の S-SEL1L を、山

括弧は分解中間体を示す。 

(B)(A)の解析を S タグ抗体を用いたウエスタンブロッティングで検出した。 

(C) (A)と同じサンプルを CNX(calnexin)、HSC70/HSP70、Actin 抗体を用いてウエ

スタンブロッティングで検出した。 

(D) HEK293 細胞に SEL1L-HA や S-SEL1L をトランスフェクションしたのち、

細胞を一定時間培養した。その後 MG132 を添加し、培養した。培養後の細胞を

30 ゲージの注射針を通すことで破砕した。破砕した細胞を 100×k g で 1 時間超

遠心し、上清とペレット(マイクロゾーム)に分画した。10%ポリアクリルアミド

ゲルで SDS-PAGE を行い、特異的なシグナルを SEL1L 抗体を用いたウエスタン

ブロッティングで検出した。青の角括弧は内在性の SEL1L を示し、矢印は全長

の S-SEL1L を、山括弧は分解中間体を示す。 

(E)(D)と同じサンプルを用い、シグナルを S タグ抗体を用いたウエスタンブロッ

ティングで検出した。矢印は全長の S-SEL1L を、山括弧は分解中間体を示す。 
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4-3 SEL1L の分解中間体は、細胞質に逆行輸送されたのち生じる 

 SEL1L は、8 個のシステイン残基を有しており、それらのいくつかはジスルフ

ィド結合を形成する(Fig.4A)。一般的に、ジスルフィド結合が存在するタンパク

質において、非還元条件下で SDS-PAGE を行うと、還元条件下で SDS-PAGE を

行うよりもサンプルの移動が遅くなる。まず、最初に、SEL1L の分解中間体に

ジスルフィド結合が存在しているのか解析した。野生型の全長の SEL1L、SEL1L-

HA、S-SEL1L を発現するプラスミドを HEK293 細胞にそれぞれトランスフェク

シし、プロテアソーム阻害剤を添加後、細胞からタンパク質を抽出し、還元条件

下(+DTT)、非還元条件下(-DTT)で SDS-PAGE を行い、SEL1L 抗体を用いてウエ

スタンブロッティングを行った。その結果、全長の SEL1L においては非還元条

件下において、還元条件下と比較をして移動度が遅くなった(Fig.6A lane 2 と 6、

lane 3 と 7、lane 4 と 8 をそれぞれ比較)。一方、SEL1L の分解中間体は、非還元

条件下、還元条件下においても移動度がほぼ同じであった(Fig.6A lane 2 と 6、

lane 3 と 7、lane 4 と 8 をそれぞれ比較)。この結果は、全長の SEL1L はジスルフ

ィド結合を形成しているが、SEL1L の分解中間体においてはジスルフィド結合

を持たないことを示している。これはつまり全長の SEL1L は小胞体に存在して

いるが、SEL1L の分解中間体は非還元環境状態、すなわち細胞質に存在してい

ることを示している。 

 次に、細胞質に SEL1L を発現して解析を行った。シグナル配列を持たない

SEL1L-HA(ΔssSEL1L-HA)を作製した。その結果、ΔssSEL1L-HA もユビキチン-プ

ロテアソーム系で速やかに分解された(Fig.6B lane 4)。また、ΔssSEL1L-HA をプ

ロテアソーム阻害剤によって分解を阻害すると、ΔssSEL1L-HA の分解中間体の

蓄積が観察された(Fig.6B lane 3)。ΔssSEL1L-HA の分解中間体は、全長 SEL1L の

分解中間体と同じ移動度を示した(Fig.6B lane 2,3 を比較)。これらの結果からも

SEL1L 分解中間体が細胞質で生成される可能性が示唆された。 

細胞には、小胞体ストレスが加わった際、小胞体タンパク質の輸送を阻害し細

胞質側で分解する pre-emptive quality control が存在している(Kang et al. 2006)。小

胞体に発現した SEL1L が細胞質側に逆行輸送され分解中間体を生成したのか、

小胞体内腔に輸送されずに細胞質で生合成された SEL1L が分解されたのかを区

別する必要がある。ERAD 基質においては、小胞体から細胞質へ逆行輸送された

後、付加されている糖鎖が PNGase によって刈り取られるので(Suzuki. 2007)、細

胞質での ERAD 基質は脱糖鎖型になる。PNGase 阻害剤である Z-VAD-

FMK(Misaghi et al. 2004)を用いて検討した。Z-VAD-FMK の添加によって、全長

の SEL1L の移動度に変化はなかったが、SEL1L 分解中間体の移動度は遅くなっ

た(Fig.6C lane 3,4 を比較)。この結果は、全長の SEL1L は、糖鎖型であるが、

SEL1L の分解中間体は脱糖鎖型であることを示している。また、PNGase によっ
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て糖鎖が取り除かれる際、取り除かれた部位のアスパラギン(中性)がアスパラギ

ン酸(酸性)に変化し、その結果、脱糖鎖型のタンパク質の等電点は酸性側に移行

する(Wiertz et al. 1996)。糖鎖が付加されず PNGase による脱糖鎖反応を受けない

ΔssSEL1L-HA をコントロールに用いて、等電点電気泳動を行った。その結果、

SEL1L-HA の分解中間体は ΔssSEL1L-HA の分解中間体よりも酸性側で検出され

た(Fig.6D)。この結果は、SEL1L の分解中間体が脱糖鎖型であることを示してい

る。 

 続いて、細胞質に存在している分解中間体が小胞体内で生じ細胞質側に逆行

輸送されたものなのか、それとも逆行輸送されたのちに細胞質側で切断されて

生じたものなのかを検討した。p97 は、AAA+ ATPase で ATP の加水分解によっ

て生じるエネルギーを用いて ERAD の逆行輸送の際の基質の細胞質への引っ張

り出しの役割を担っている(Wolf and Stolz. 2012)。p97 の阻害剤である NMS-

873(Magnaghi et al. 2013)を用いて p97 の機能を阻害したところ、分解中間体は検

出できなかった(Fig.6E lane 4)。この結果は、SEL1L 分解中間体は、いったん全

長の SEL1L タンパク質が細胞質側に逆行輸送されたのち、細胞質内で切断され

て生じたものであることを示している。 

 これらの結果から、SEL1L 分解中間体は全長の SEL1L タンパク質が細胞質に

逆行輸送された後に切断されて生成すると考えられた。 
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Fig.6 SEL1L の分解中間体は、還元型であり脱糖鎖型である 

(A) HEK 293 細胞に野生型 SEL1L、S-SEL1L、SEL1L-HA をトランスフェクショ

ンし、一定時間培養後 MG132 を添加し、さらに培養した。培養した細胞を 1%

の NP-40 を含むバッファーで抽出し、上清を回収した。回収した上清を DTT 存

在下もしくは非存在下で SDS-PAGE を行った。シグナルを SEL1L 抗体を用いた

ウエスタンブロッティングで検出した。青、灰色、黒の矢印はそれぞれ内在性の

SEL1L、SEL1L-HA、S-SEL1L を示す。山括弧は、SEL1L の分解中間体を示す。 

(B) HEK 293 細胞に SEL1L-HA、ΔssSEL1L-HA をそれぞれトランスフェクショ

ンし、一定時間培養後 MG132 を添加し、さらに培養した。培養した細胞を 1%

の NP-40 を含むバッファーで抽出し、上清を回収した。回収した上清を SDS-
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PAGE で分離した後、HA 抗体を用いてウエスタンブロッティングで目的のタン

パク質を検出した。矢印は SEL1L-HA を、矢頭は ΔssSEL1L-HA を示す。山括弧

は、SEL1L の分解中間体を示す。*は、HA 抗体による非特異的なシグナルを示

す。 

(C) HEK 293 細胞に SEL1L-HA をトランスフェクションし、一定時間培養後、

MG132、Z-VAD-FMK をそれぞれ添加し、さらに培養した。培養した細胞を 1%

の NP-40 を含むバッファーで抽出し、上清を回収した。回収した上清を SDS-

PAGE で分離した後、HA 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行い目的の

タンパク質を検出した。赤の山括弧は Z-VAD-FMK を添加したことにより移動

度に変化が見られたバンドを示す。 

(D) HEK 293 細胞に SEL1L-HA、ΔssSEL1L-HA をそれぞれトランスフェクショ

ンし、一定時間培養後プロテアソーム阻害剤 MG132 を添加し、さらに培養した。

培養した細胞を二次元等電点電気泳動し、シグナルを HA 抗体で検出した。赤の

二重矢印は全長の SEL1L-HA を示す。赤の矢印は SEL1L-HA の分解中間体を、

黒の矢印は ΔssSEL1L-HA の分解中間体を示す。 

(E) HEK 293 細胞に SEL1L-HA をトランスフェクションし、一定時間培養後

MG132、NMS-873 をそれぞれ添加し、さらに培養した。培養した細胞を 1% NP-

40 を含むバッファーで抽出し、上清を回収した。回収した上清を SDS-PAGE で

分離した後、HA 抗体を用いたウエスタンブロッティングで目的のタンパク質を

検出した。矢印は全長の SEL1L-HA を示し、山括弧は、SEL1L-HA の分解中間

体を示す。 
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4-4 小胞体レクチンである OS-9 や XTP3-B は SEL1L の分解を抑制する 

ユビキチンリガーゼである HRD1 は、SEl1L と安定な複合体を形成し SEL1L

の分解を抑制している(Iida et al,2011)。HRD1 以外にも SEL1L の安定性に影響を

与えている細胞内因子はないのか解析した。最初に、SEL1L と相互作用するこ

とが示されている小胞体レクチン OS-9 や XTP3-B について解析した。OS-9 や

XTP3-B は、ERAD で分解される糖タンパク質の糖鎖部分を認識する重要な役割

を担っている(Xu and Mg et al. 2015)。S-SEL1Lを発現するプラスミドとOS-9-HA、

XTP3B-HA を発現するプラスミドそれぞれを HEK293 細胞にトランスフェクシ

ョンし、SEL1L の分解中間体の形成を解析した。その結果、OS-9 や XTP3-B を

発現させると、SEL1L の分解間体の形成が阻害された(Fig.7A lane 4,6)。一方、

ERAD 基質である NHK-QQQ は、SEL1L と結合するが、SEL1L の分解中間体の

形成に影響を与えなかった(Fig.7A lane 2)。また、SEL1L との相互作用が報告さ

れているその他の小胞体タンパク質(BiP, PDI,EDEM3)についても解析した。その

結果、これらの小胞体タンパク質は、SEL1L 分解中間体の形成には影響を与え

なかった(Fig.7C lane 6,8,10)。SEL1L との相互作用が示されていない calnexin-HA

も同様に SEL1L 分解中間体の形成に影響を与えなかった(Fig.7C lane 12)。 

 次に、内在性の OS-9 や XTP3-B が内在性 SEL1L の安定性に及ぼす影響を解

析した。siRNA を用いて内在性の OS-9 と XTP3-B をノックダウンし、SEL1L の

安定性を解析した。OS-9 に対する siRNA2 種類 (♯2,3)を一緒に用いることで、

OS-9 の発現量を著しく低下させることができた(Fig.7D lane4,Fig.7F)。OS-9 をノ

ックダウンした時、SEL1L の発現量は低下した(Fig.7D lane 2,3,4, Fig.7E)。XTP3-

B をノックダウンした時、SEL1L の発現量には影響を与えなかった(Fig.7D 

lane5,6)。ところが、OS-9 と XTP3-B の両方をノックダウンすると OS-9 を単独

でノックダウンした時よりも、SEL1L の発現量は低下していた(Fig.7D lane 

2,3,4,7,8  Fig.7E,F,G)。これらの結果から、SEL1L と複合体を形成する OS-9 や

XTP3-B は、HRD1 と同じく SEL1L を安定化している可能性が示唆された。 

 続いて、OS-9 が SEL1L の関与する ERAD 基質の分解に及ぼす影響を解析し

た。パルスチェイス法を用いて SEL1L が関与する ERAD 基質である α1-AT 変異

体 NHK-QQQ の分解を解析した。SEL1L を単独で発現させると NHK-QQQ の分

解は促進されるが、OS-9 を発現させるとコントロールと同程度に回復した

(Fig.7H)。また、同時に SEL1L の分解も OS-9 依存的に抑制された(Fig.7I)。この

結果は、SEL1L が安定化するほど ERAD が抑制されるという結果を示している。

この結果は、HRD1 の共発現の場合(Hosokawa and Wada. 2016)と同様、SEL1L の

安定化によって過剰な ERAD が抑制される可能性を示している。 

 

 



38 

 



39 

 

Fig.7 小胞体レクチンである OS-9、XTP3B は、SEL1L の分解中間体の蓄積を

抑制する 

(A, B)HEK293 細胞に S-SEL1L と NHK-QQQ、OS-9v2-HA、XTP3-B-HA をそれぞ

れトランスフェクションしたのち、一定時間培養した。その後MG132を添加し、
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さらに培養を行った。培養後の細胞から上清を回収した。回収した上清を SDS-

PAGE で分離した後、SEL1L 抗体、S タグ抗体、HA 抗体、α1-AT 抗体、CNX 抗

体、Actin 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行い目的のバンドを検出し

た。黒の矢印は S-SEL1L を、緑の矢印は内在性の SEL1L を、山括弧は、SEL1L

の分解中間体を示し、黒の矢頭は、それぞれの目的とするタンパク質を示す。 

(C)HEK293 細胞に SEL1L と OS-9v2-HA、BiP、PDI-FLAG、EDEM3-HA、CNX-

HA をそれぞれトランスフェクションしたのち、(A,B)と同様に解析した。角括弧

は、SEL1L を示し、山括弧は、SEL1L の分解中間体を示す。矢頭はそれぞれの

目的とするタンパク質を示す。矢印は PDI-FLAG、内在性の PDI を示す。*は、

抗体による非特異的なバンドを示す。 

(D,E,F,G)HEK293 細胞に negative control siRNA、OS-9 特異的な siRNA(#2,3)、 

XTP3-B 特異的な siRNA(♯2,3)および、その両方をトランスフェクションし、一

定時間培養した。培養後の細胞から上清を回収した。回収した上清を SDS-PAGE

で分離した後、SEL1L 抗体、OS-9 抗体、XTP3-B 抗体、CNX 抗体を用いたウエ

スタンブロッティングで目的のバンドを検出した。定量化してグラフにした。独

立した 3 回の実験を行い、平均値と標準偏差を示した。negative control の siRNA

を用いた時の結果とそれぞれ特異的な siRNA を用いた結果の有意差を両側

Student’s t 検定によって検定した。n.s.は not significant(P>0.05)、**は、P<0.01、

***は、P<0.001 を示す。 

(H)HEK293 細胞に NHK-QQQ、SEL1L、OS-9v2-HA をトランスフェクションし、

培養した。培養後の細胞を 15 分間代謝ラベルし、特定の時間チェイスした。α1-

AT 抗体を用いて免疫沈降し、10% ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE

で分離し、NHK-QQQ のシグナルを検出した。チェイス 0 時間を基準としたシグ

ナルの強さを定量化し、グラフにした。独立した 3 回の実験を行い、平均値と標

準偏差を示した。NHK-QQQ、SEL1L をトランスフェクションしたときの結果を

NHK-QQQ のみをトランスフェクションしたときの結果、NHK-QQQ と SEL1L、

OS-9v2-HA をトランスフェクションしたときの結果の有意差を両側 Student’s t

検定によって検定した。*は P<0.05***は、P<0.001 を示す。 

(I) HEK293 細胞に S-SEL1L、OS-9v2-HA をトランスフェクションし、培養した。

細胞を 15 分間代謝ラベルし、特定の時間チェイスした。S タグ抗体、HA 抗体を

用いて免疫沈降を行い、SDS-PAGE で分離した。S-SEL1L、OS-9v2-HA のシグナ

ルを検出し、チェイス 0 時間を基準としたシグナルの強さを定量化し、グラフ

にした。独立した 3 回の実験を行い、平均値と標準偏差を示した。S-SEL1L のみ

をトランスフェクションした結果と、S-SEL1L と OS-9v2-HA をトランスフェク

ションしたときの結果の有意差を両側 Student’s t 検定によって検定した。*は

P<0.05、**は、P<0.01 を示す。 
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4-5 内在性の SEL1L は小胞体ストレス状況下で分解される 

続いて、内在性の SEL1L はどのような条件下で分解が促進されるのかについ

て解析を行った。SEL1L の発現量は、小胞体ストレス(ER stress)下で増加する

(Cattaneo et al. 2014)。そこで、小胞体ストレス下で、SEL1L の分解中間体がどの

ような挙動を示すのか解析した。HEK293 細胞に小胞体ストレス誘導剤である

thapsigargin(Ca2+の取り込みに関与する SERCAの阻害剤)や tunicamycin(タンパク

質の糖鎖修飾を阻害する)などをそれぞれ添加し、分解中間体の挙動を見た。そ

の結果、小胞体ストレスを誘起しプロテアソーム阻害剤で SEL1L の分解を阻害

すると、内在性 SEL1L の分解中間体のバンドを検出することができた(Fig.8A 

lane 4,6)。また、先行研究及び今回の解析から、HRD1 や OS-9、XTP3-B は SEL1L

と複合体を形成して SEL1L を安定化させることが分かった(Iida et al,2011)。これ

らの因子の欠乏は SEL1L を不安定化させると考えられる。内在性の HRD1 及び

OS-9、XTP3-B をノックダウンしたところ SEL1L の分解中間体を検出すること

ができた(Fig.8B lane 4,6)。これらの結果は、プラスミド上から発現した SEL1L

は、内在性 SEL1L の挙動を反映していると考えられる。 

今回解析に用いた SEL1L-HA や S-SEL1L が、HRD1-myc と複合体を形成し、内

在性 SEL1L-HRD1 複合体と同様の機能を持つことを確認した。HRD1-myc と S-

SEL1L の複合体の検出は界面活性剤に依存し、digitonin で可溶化した場合には、

HRD1-myc と S-SEL1L の複合体の形成が確認されたが、NP-40 で可溶化した場

合には検出できなかった(Fig.8C)(Christianson et al. 2008; Hosokawa and Wada. 

2016)。また、SEL1L-HA や S-SEL1L が正しく膜に組み込まれて HRD1 と複合体

を形成していることをアルカリ抽出法を用いて確認した (Fig.8D)。SEL1L-HA は、

HRD1 と複合体を形成すると安定化し、その分解が抑制される(Hosokawa and 

Wada. 2016)。S-SEL1L についてもパルスチェイス法を用いて、解析した。その結

果、単独で発現した S-SEL1L は速やかに分解されたが HRD1-myc と共に発現す

ると、S-SEL1L は安定化し分解が抑制された(Fig.8E)。また、先行研究により、

HRD1-myc を単独で発現した時 NHK-QQQ の分解が抑制されるが、SEL1L-HA を

共発現させると NHK-QQQ の分解が回復する (Hosokawa and Wada. 2016)。S-

SEL1Lについてもシクロヘキシミドチェイス法でNHK-QQQの分解を観察した。

HRD1-myc を単独で発現させた時は NHK-QQQ の分解が抑制されたが、S-SEL1L

と共発現すると NHK-QQQ の分解が回復した(Fig.8F)。 

 以上の結果から、内在性 SEL1L タンパク質は小胞体環境下や結合パートナー

である HRD1 や OS-9、XTP3-B が欠乏した場合には、分解されて、プロテアソ

ームの機能を阻害すると分解中間体が検出されることが示された。 
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Fig.8 内在性 SEL1L の分解中間体は小胞体ストレス下で検出される 

(A)HEK293 細胞を一定時間培養したのち、小胞体ストレス誘導剤である

thapsigargin(Tg)や tunicamycin(Tm)を添加した。添加後の細胞を一定時間培養した

のち、1% NP-40 を含むバッファーで可溶化した。可溶性画分を SDS-PAGE で分

離したのち、SEL1L 抗体を用いたウエスタンブロッティングで目的のバンドを

検出した。SEL1L の分解中間体をより明瞭に検出するために、grayscale(上段)や

imageJ の’fire’(下段)を用いた。青の角括弧は内在性の SEL1L を示し、山括弧は、

SEL1L の分解中間体を示す。 

(B)HEK293 細胞に negative control siRNA 及び HRD1、OS-9、XTP3-B に特異的な

siRNA をトランスフェクションした。細胞を一定時間培養したのち、MG132 を

添加した。添加した細胞を培養したのち 1% NP-40 を含むバッファーで可溶化し
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た。可溶性画分を SDS-PAGE で分離したのち、SEL1L 抗体を用いたウエスタン

ブロッティングで目的のバンドを検出した。SEL1L の分解中間体をより明瞭に

検出するために、(A)と同様の解析を行った。青の角括弧は内在性の SEL1L を示

し、山括弧は、SEL1L の分解中間体を示す。 

(C)HEK293 細胞に S-SEL1L と HRD1-myc をトランスフェクションした。トラン

スフェクション後の細胞を一定時間培養した後、細胞を 1% NP-40(NP-40)あるい

は 3% digitonin(Dig)で可溶化した。可溶化した細胞を c-myc 抗体(左)及び S タグ

抗体(右)を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降後のサンプルを SDS-PAGE で分離

したのち、S タグ抗体、c-myc 抗体、actin 抗体を用いたウエスタンブロッティン

グで目的のバンドを検出した。**は、使用した抗血清に含まれたマウス IgG を

示す。 

(D) HEK293 細胞に SEL1L-HA、S-SEL1L と HRD1-myc をトランスフェクション

した。トランスフェクション後の細胞を一定時間培養した後、Fig.5D,E と同様に

マイクロゾーム画分を分離した。0.1M Na2CO3 (alkaline solution)や 1% NP-40 を含

んだバッファーを加え、インキュベーションした。サンプルを再び 100,000×g で

超遠心し、上清(Sup)とペレット(Ppt)に分画した。サンプルを SDS-PAGE で分離

したのち、HA 抗体(左)や及び S タグ抗体(右)、c-myc 抗体、CNX 抗体、PDI 抗

体を用いてウエスタンブロッティングを行い目的のバンドを検出した。 

(E) HEK293 細胞に S-SEL1L と HRD1-myc をトランスフェクションした。トラン

スフェクション後の細胞を一定時間培養した後、細胞を 15 分間代謝ラベルし、

特定の時間チェイスした。S タグ抗体や SEL1L 抗体を用いて免疫沈降を行い、

得られたサンプルを SDS-PAGE で分離して、特定のシグナルを検出した。角括

弧は S-SEL1L を、青の矢印は内在性の SEL1L を示す。S-SEL1L の細胞内残存量

を定量化し、グラフに示した。独立した 3 回の実験を行い、平均値と標準偏差を

示した。HRD1-myc をトランスフェクションした時の結果と HRD1-myc をトラ

ンスフェクションしていない時の結果との有意差を両側 Student’s t 検定によっ

て検定した。*は P<0.05、**は P<0.01、***は P<0.001 を示す。 

(F)HEK293 細胞に NHK、HRD1-myc 及び S-SEL1L をトランスフェクションし

た。細胞を一定時間培養したのち、シクロヘキシミドを添加し、所定の時間を培

養した。1% NP-40 を含むバッファーで可溶化し、SDS-PAGE で分離した後、α1-

AT 抗体を用いたウエスタンブロッティングで目的のバンドを検出した。NHK の

細胞内残存量を定量化し、グラフに示した。NHK と HRD1-myc をトランスフェ

クションしたときに得られた結果とそれ以外の解析で得られた結果との有意差

を両側 Student’s t 検定によって検定した。*は P<0.05、**は P<0.01 を示す。 
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4-6 SEL1L の C 末端領域に存在するプロリンに富んだ領域が SEL1L の分解中

間体の形成に必要である 

 SEL1L は、がんの進行に関与するという報告がなされている(Biunno et al. 

2006)。そこで、様々ながん細胞における SEL1L の発現を解析した。用いた細胞

は、HeLa(子宮頚がん)、HepG2(ヒト肝がん)、RD(横紋筋肉腫)、Capan2(すい臓が

ん)である。これらの細胞における内在性の SEL1L の発現量を解析した結果、細

胞種によって発現量が異なっていた(Fig.9A)。また、プロテアソーム阻害剤によ

る発現量の増加も観察されなかった(Fig.9A)。しかしながら、プラスミド上から

SEL1L-HA を発現させたとき、すべての細胞属で分解中間体が検出された

(Fig.9B)。 

 SEL1L 内の領域で分解中間体の形成に重要な領域を同定しようと試みた。

SEL1L の C 末端側にはプロリン残基に富む領域があり、この領域には 2 個のア

ルギニン残基が含まれている(Biunno et al. 2006)。プロリンやアルギニンに富ん

だポリペプチドはプロテアソームと相互作用し、その機能を阻害する

(Anbanandam et al. 2008)。そこで、SEL1L のこのプロリンに富んだ領域が SEL1L

の分解中間体の形成に関わる可能性を考えた。この領域を欠損させた variant 

SEL1L-ΔPR-HA を作成し、解析を行った。すると、分解中間体の形成が確認さ

れ (Fig.9C)、SEL1L-ΔPR-HA の分解中間体は、対応する SEL1L-HA から生じる

分解中間体よりも移動度が速かった。この結果は、SEL1L の切断は同じところ

で起こっていることを示している。しかしながら、SEL1L-ΔPR-HA の分解中間

体は、野生型 SEL1L と比較し分解中間体のシグナルが弱かった。続いて、SEL1L-

ΔPR-HA の安定性をパルスチェイス法を用いて解析した。その結果、SEL1L-ΔPR-

HA は、SEL1L-HA よりもさらに速く分解されることが分かった (Fig.9D)。この

結果は、SEL1L のプロリン残基に富んだ領域は、SEL1L の安定性に関係してい

ることを示している。また、NHK-QQQ の分解における SEL1L-ΔPR-HA の影響

を解析した。SEL1L-HA をトランスフェクションした細胞と比較して SEL1L-

ΔPR-HA をトランスフェクションした細胞では、NHK-QQQ が速やかに分解され

た(Fig.9D)。これらの結果は、SEL1L の分解されやすさと ERAD 基質の分解の促

進との正の関連性を示唆している。 

 これらの結果から、SEL1L の C 末端側に存在するプロリン残基に富んだ領域

は、SEL1L の分解中間体の形成、そして、ERAD の調節に重要であることが示

された。 
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Fig.9 SEL1L のプロリンに富んだ領域は、SEL1L の分解中間体の形成に関与す

る 

(A)HEK293 細胞、HeLa 細胞、HG2 細胞、RD 細胞、Capan2 細胞を一定時間培養

したのち、抽出し、各レーン 40μg の細胞抽出液を泳動した。特定のシグナルを

SEL1L 抗体を用いたウエスタンブロッティングで検出した (上段 )。同じ

membrane を CBB(Coomassie Brilliant Blue)染色した。青の角括弧は内在性の

SEL1L を示す。 

(B) HeLa 細胞、HG2 細胞、RD 細胞、Capan2 細胞に SEL1L-HA をトランスフェ

クションし、一定時間培養後 MG132 を添加し、さらに培養した。培養後の細胞
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からタンパク質を抽出し、SDS-PAGE で分離後、HA 抗体を用いたウエスタンブ

ロッティングで目的のバンドを検出した。青の矢印は、全長の SEL1L-HA を示

す。山括弧は、SEL1L の分解中間体を示す。*は、抗体によって検出された非特

異的なバンドを示す。 

(C)HEK293 細胞に SEL1L-HA、SEL1LΔPR-HA をそれぞれトランスフェクション

し、一定時間培養後、MG132 を添加した。細胞からタンパク質を抽出し SDS-

PAGE で分離した。HA 抗体を用いたウエスタンブロッティングで目的のバンド

を検出した。黒の矢印は全長の SEL1L-HA を赤の矢印は全長の SEL1LΔPR-HA

を示す。黒、赤の山括弧は、それぞれ SEL1L-HA、SEL1LΔPR-HA の分解中間体

を示す。*は、抗体によって検出された非特異的なバンドを示す。 

(D)(左)HEK293 細胞に NHK-QQQ、SEL1L-HA もしくは SEL1LΔPR-HA をトラン

スフェクションした。一定時間培養した後、15 分間代謝ラベルし、特定の時間

チェイスした。α1-AT 抗体を用いて免疫沈降を行い、そのサンプルを SDS-PAGE

で分離し、シグナルを検出した。NHK-QQQ の細胞内残存量を定量化し、グラフ

に示した。独立した 3 回の実験を行い、平均値と標準偏差を示した。SEL1L-HA

をトランスフェクションした結果と SEL1LΔPR-HA をトランスフェクションし

た結果の有意差を両側 Student’s t 検定によって検定した。*は P<0.05、**は P<0.01

を示す。 

   (右) HEK293 細胞に SEL1L-HA もしくは SEL1LΔPR-HA をトランスフェクシ

ョンした。一定時間培養した後、15 分間代謝ラベルし、特定の時間チェイスし

た。HA 抗体を用いて免疫沈降を行い、そのサンプルを SDS-PAGE で分離し、シ

グナルを検出した。SEL1L-HA、SEL1LΔPR-HA それぞれの細胞内残存量を定量

化し、グラフに示した。独立した 3 回の実験を行い、平均値と標準偏差を示し

た。SEL1L-HA をトランスフェクションした結果と SEL1LΔPR-HA をトランス

フェクションした結果の有意差を両側 Student’s t 検定によって検定した。*は

P<0.05、**は P<0.01 を示す。 
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4-7 SEL1L の分解中間体は細胞質での polyQ 凝集体形成を促進する 

続いて、細胞質における SEL1L の分解中間体が細胞機能においてどのような

影響を及ぼすかについて解析した。SEL1L には 11 個の SLR(Sel1-Like Repeat)領

域が存在している(Fig.4A)。SLR 領域はタンパク質間の相互作用に重要な

TPR(Tetratrico Peptide Repeat)領域と似ている。そこで、細胞質に蓄積した SEL1L

の分解中間体がミスフォールドしたタンパク質と相互作用する可能性を考えた。

ポリグルタミンタンパク質は、ハンチントン病や、その他の神経変性疾患に関与

する病原性のペプチドである。このタンパク質は、細胞質や核内において大きな

凝集体を形成する(Lieberman et al,2019; Orr and Zoghbi 2007)。ポリグルタミンタ

ンパク質に対する SEL1L の分解中間体の効果を調べるために Htt-polyQ76-GFP

を用いた。ハンチンチンタンパク質はポリグルタミン鎖長が 35 以上になると細

胞質に凝集体を形成し、ハンチントン病を引き起こすことが知られている。Htt-

polyQ76-GFP は凝集体形成のモデルタンパク質である Htt-polyQ76のC末端に緑

色蛍光タンパク質(EGFP)と FLAG タグを持つタンパク質である(Kim et al. 2002)。

Htt-polyQ76-GFP と SEL1L を HEK293 細胞にトランスフェクションし、プロテ

アソーム阻害剤で SEL1L の分解を阻害し Htt-polyQ76-GFP 凝集体形成を解析し

た。すると、SEL1L-HA をトランスフェクションしたときの方が SEL1L-HA を

トランスフェクションしていないときと比較して、Htt-polyQ76-GFP 凝集体形成

の割合が著しく増加した(Fig.10A,B)。また、同様の解析を ΔssSEL1L-HA でも行

ったところ、ΔssSEL1L-HA をトランスフェクションしたときの方が ΔssSEL1L-

HA をトランスフェクションしていないときと比較して、Htt-polyQ76-GFP 凝集

体形成の割合が増加した(Fig.10A,B)。これらの結果は、SEL1L の分解中間体は細

胞質における polyQ 凝集体形成を促進していることを示している。 

 また、SEL1L の局在を免疫蛍光細胞染色法で解析した。SEL1L-HA を HeLa 細

胞にトランスフェクションし、プロテアソーム阻害剤存在下、非存在下における

局在を解析した。プロテアソーム阻害剤非存在下においては、SEL1L-HA は小胞

体マーカーである calreticulin(CRT)と共局在したが、細胞質マーカーである

HSC/HSP70 とは共局在しなかった。しかしながら、プロテアソーム阻害剤存在

下においては、SEL1L-HA は CRT と共局在しているばかりでなく、HSC/HSP70

とも共局在をしていた(Fig.10C)。この結果は、細胞分画の結果と同様に SEL1L

の分解中間体が細胞質に蓄積していることを示している。小胞体にターゲット

されず細胞質にとどまる ΔssSEL1L-HA は、CRT とは共局在せず、HSC/HSP70 と

共局在した(Fig.10C)。 
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Fig.10 SEL1L は、Htt-polyQ76-GFP の凝集体形成を促進する 

(A)HEK293 細胞に Htt-polyQ76-GFP と SEL1L-HA もしくは ΔssSEL1L-HA をトラ

ンスフェクションし、24 時間培養した。Hoechst 33342 で核を染色し、蛍光顕微

鏡で Htt-polyQ76-GFP を観察した。MG132 は、蛍光顕微鏡で観察する 6 時間前

に添加した。Scale bar は 50μm を示す。 

(B)(A)の実験結果から Htt-polyQ76-GFP 凝集体の数を数え、Htt-polyQ76-GFP が

トランスフェクションされている細胞(約 300~500 個)に対する凝集体形成細胞

の割合を求め、グラフにした。独立した 3 回の実験を行い、平均値と標準偏差を

示した。Htt-polyQ76-GFP のみをトランスフェクションした細胞から得られた結

果と SEL1L-HA をトランスフェクションした細胞から得られた結果、もしくは

ΔssSEL1L-HA をトランスフェクションした細胞から得られた結果の有意差を両

側 Student’s t 検定によって検定した。n.s.は not significant(P>0.05)、*は P<0.05、

**は P<0.01、***は P<0.001 を示す。 

(C)Hela 細胞に、SEL1L-HA、ΔssSEL1L-HA をそれぞれトランスフェクションし、

一定時間培養後、MG132 を添加した。その後、細胞を固定し染色した。左側は、

HA 抗体と CRT(小胞体マーカー)で染色した結果を、右側は、HA 抗体と

HSP/HSC70(細胞質マーカー )抗体で染色した結果を示す。SEL1L-HA と

ΔssSEL1L-HA は Alexa Fluor 594 によって可視化し、CRT と HSP/HSC70 は Alexa 

Fluor 488 によって可視化した。scale bar は 10μm を示す。 
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4-8 SEL1L の分解中間体は、細胞質における polyQ 凝集体と結合する 

SEL1L の分解中間体が Htt-polyQ76-GFP 凝集体形成促進にどのように関連し

ているのかを調べるために、まず、両者が共局在するかどうかについて検討した。

HEK293 細胞に Htt-polyQ76-GFP と SEL1L-HA をトランスフェクションした細

胞を用意し、免疫染色を行った。プロテアソーム阻害剤非存在下では、polyQ の

大きな凝集体は小胞体外で観察された(Fig.11A) (凝集体が確認された 86 個の細

胞のうち 80%以上の細胞)。一方、プロテアソーム阻害剤を添加した時、凝集体

の観察された 94 個の細胞のうち 95%以上の細胞において、SEL1L の分解中間体

は polyQ の凝集体をリング状に取り囲むように存在していた(Fig.11B)。これは細

胞質シャペロンである Hsp70 や、TATA ボックス結合タンパク質 CREB 結合タ

ンパク質に代表される転写調節因子が polyQ 凝集体を取り囲む様子に似ていた

(Kim et al. 2002; Matsumoto et al. 2006) 。細胞質に発現する ΔssSEL1L-HA を用い

て同様の解析を行ったところ、凝集体が確認された 118 個の細胞のうち 70%以

上において、同様のリング状の染色像が観察された (Fig.11C) 。また、15%位の

細胞においては、ΔssSEL1L-HA と polyQ が完全に共局在していた (Fig.11C) 。 

 HeLa 細胞においても同様の解析を行った。その結果、polyQ 凝集体と SEL1L-

HA を発現している 62 個の細胞のうち 90%以上の細胞でリング状の染色像が観

察された。また、ΔssSEL1L-HA を発現している 92 個の細胞のうち 50％以上の

細胞で、リング状の様式が観察された。20%以上の細胞においては、両者は完全

に共局在していた(Fig.11D)。 

 polyQ23-GFP は、ポリグルタミン鎖が短く、通常は細胞内凝集体を形成しない。

しかし、SEL1L-HA や ΔssSEL1L-HA をトランスフェクションしたとき、少ない

ながらも大きな凝集体が観察される細胞もあった。SEL1L の分解中間体は、

polyQ23-GFP をリング状に取り囲むものもあれば、polyQ23-GFP と共局在するも

のもあった(Fig.11E,F)。また、polyQ23-GFP の凝集体は、Htt-polyQ76-GFP の凝集

体とは異なり、スポンジ状の比較的穏やかな凝集体であった。 

これらの結果から、SEL1L の分解中間体は凝集傾向をもつタンパク質である

Htt-polyQ76-GFP や通常は凝集体を形成しにくい polyQ23-GFP に対しても結合

し、凝集体の形成を引き起こしていることが明らかになった。 
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Fig.11  polyQ 凝集体の免疫細胞染色 

(A)HEK293 細胞に Htt-polyQ76-GFP と SEL1L-HA をトランスフェクションし、

培養した。培養後の細胞を固定し、HA 抗体と GFP 抗体を用いて染色した。HA

抗体は Alexa Fluor 596 で GFP 抗体は Alexa fluor 488 で可視化し、共焦点レーザ

ー顕微鏡で観察した。scale bar は上段が 10μm、下段が 5μm を示す。核は DAPI

で染色した。 

(B)(A)と同様の解析を MG132 添加の条件で行った。MG132 は、細胞を固定する

6 時間前に添加した。 

(C)(B)と同様の解析を ΔssSEL1L-HA を用いて行った。 

(D)(B,C)と同様の解析を HeLa 細胞で行った。 

(E)(B)と同様の解析を Htt-polyQ23-GFP で行った。 

(F)(E)と同様の解析を ΔssSEL1L-HA を用いて行った。 

 

 

 



54 

 

4-9 SEL1L の SLR 領域が polyQ 凝集体形成を促進する 

最後に、SEL1L のどの領域が polyQ 凝集体形成に重要なのかを解析した。タ

ンパク質間の相互作用を担う SLR 領域が重要ではないのかと考え解析を行った。

SEL1L の 5 番目から 9 番目の SLR 領域は、結晶構造が解析されている(Jeong et 

al. 2016)。そこで、この領域のみを発現するプラスミド(SEL1L-R5-9-HA)を作製

し、polyQ 凝集体形成に及ぼす影響を調べた。その結果、SEL1L-R5-9-HA を発現

させると、polyQ 凝集体形成が促進された(Fig.12A,B)。また、免疫染色を行うと、

polyQ 凝集体をリング状に取り囲む像が観察された (Fig.12C)。 

続いて、Filter-Trap-Assay を用いて polyQ 凝集体の形成を確認した。凝集体を

形成しない polyQ23-GFP のみをトランスフェクションした細胞においては、凝

集体の蓄積は観察されなかった。しかしながら、Htt-polyQ76-GFP と SEL1L-HA

をトランスフェクションした細胞においては、凝集体が形成され、プロテアソー

ム阻害剤を加えると、より凝集体形成が促進された(Fig.12D)。また、ΔssSEL1L-

HA や SEL1L-R5-9-HA を Htt-polyQ76-GFP とトランスフェクションした細胞に

おいて同様の解析を行ったところ、これらの SEL1L の variants は、Htt-polyQ76-

GFP の凝集体形成を促進していた(Fig.12D)。 

これらの結果から、SEL1L の SLR 領域が polyQ の凝集体形成の促進に重要で

あることが示唆された。 
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Fig.12  SEL1L repeat 領域は細胞質における polyQ 凝集体形成を促進する 

(A) HEK293 細胞に Htt-polyQ76-GFP と SEL1L-R5-9-HA をトランスフェクション

し、24 時間培養した。Hoechst 33342 で核を染色し、蛍光顕微鏡で Htt-polyQ76-
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GFP を観察した。MG132 は、蛍光顕微鏡で観察する 6 時間前に添加した。Scale 

bar は 50μm を示す。 

(B) (A)の実験結果から Htt-polyQ76-GFP の凝集体の数を数え、Htt-polyQ76-GFP

を発現している細胞に対する凝集体形成細胞の割合を求め、グラフにした。独立

した 3 回の実験を行い、平均値と標準偏差を示した。Htt-polyQ76-GFP のみをト

ランスフェクションした細胞と Htt-polyQ76-GFP と SEL1L-R5-9-HA をトランス

フェクションした細胞を比較し有意差を両側 Student’s t 検定によって検定した。

n.s.は not significant(P>0.05)、*は P<0.05、***は P<0.001 を示す。 

(C) HEK293 細胞に Htt-polyQ76-GFP と SEL1L-R5-9-HA をトランスフェクション

して培養した。MG132 を添加し、さらに培養した。培養後の細胞を固定し、HA

抗体と GFP 抗体を用いて染色した。HA 抗体は Alexa Fluor 596 で GFP 抗体は

Alexa fluor 488 で可視化し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。scale bar は上段

が 10μm、下段が 5μm を示す。核は DAPI で染色した。 

(D)HEK293 細胞に Htt-polyQ76-GFP と SEL1L- HA をトランスフェクション、も

しくは、Htt-polyQ23-GFP のみをトランスフェクションした。トランスフェクシ

ョン後の細胞を一定時間培養し、MG132 を添加し、さらに培養した。培養後の

細胞を回収し、細胞抽出液を段階希釈して Filter-trap assay に用いた。 

(E) HEK293 細胞に Htt-polyQ76-GFP と ΔssSEL1L-HA もしくは SEL1L-R5-9-HA

をトランスフェクションし (D)と同様の解析を行った。 

(F)SEL1L-HRD1 複合体の模式図。以前の解析から、HRD1 と複合体を形成でき

なかった SEL1L は、非常に不安定でユビキチンープロテアソーム系で分解され

ることが明らかになった。今回 ER レクチンである OS-9 や XTP3-B も SEL1L の

安定性を担保する細胞内因子であることが明らかになった。また、SEL1L とレ

クチンの複合体は、ER 膜内をより自由に移動して、ミスフォールドした基質を

回収し、HRD1 と結合することによって基質を逆行輸送している可能性も考えら

れる。 
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5.考察  

 

5-1 SEL1L の分解中間体は細胞質で検出される  

 今回、SEL1L の分解について様々な情報を得ることができた。先行研究より、

SEL1L の分解をプロテアソーム阻害剤で阻害すると分解中間体が形成されるこ

とが明らかになった(Iida et al. 2011)。今回の解析によってこの分解中間体は主

に細胞質で検出されることが示された(Fig.5,6,10C)。一般的には、プロテアソー

ム阻害剤で ERAD を阻害したとしても、分解中間体の蓄積は観察されない。し

かしながら、SEL1L はそのような一般的な基質と異なり細胞質に分解中間体が

検出された。分解中間体が細胞質で検出される SEL1L 以外の基質が存在するの

かは興味深い課題である。  

小胞体ストレスを誘起することや SEL1L に結合する OS-9 や XTP3-B、HRD1

をノックダウンすることによって、内在性の SEL1L の分解中間体が検出できた

(Fig.8A,B)。この結果は、ER 膜タンパク質である HRD1 や ER レクチンである

OS-9、XTP3-B と複合体を形成できなかった SEL1L は分解され、そして分解中

間体を形成することを示している(Fig.13)。小胞体ストレスを誘起することでな

ぜ SEL1L が分解されるのかについては、今後解析が必要である。  

 SEL1L は、膜貫通領域に親水性のアミノ酸や helix breaker として知られてい

るグリシンやプロリンが存在している(LGPEWDLYLMTIIALLLGTVI 赤字が親

水性アミノ酸、緑字が helix breaker アミノ酸)。SEL1L の膜貫通領域が、SEL1L

の分解中間体の形成に重要なことが示唆された(Fig.4C)。これらの残基が SEL1L

の安定性ひいては ERAD の調節に影響を与えている可能性が考えられる。今後

の解析で、膜貫通領域のどのアミノ酸が重要なのか、解析していきたい。 

 

5-2  SEL1L は小胞体から細胞質側に引っ張り出されたのち切断される  

 SEL1L の分解中間体は細胞質側で検出された。分解中間体はどこで形成され

るのであろうか。まず、SEL1L の分解中間体は、SEL1L が小胞体に輸送された

後に、逆行輸送されて生成することを確認した。全長の SEL1L は、ジスルフィ

ド結合を有しており、また、糖鎖型であった。一方、 SEL1L の分解中間体はジ

スルフィド結合が存在しておらず、N 結合型糖鎖が除去された脱糖鎖型であっ

た (Fig.6A,C,D)。これらの結果から、全長の SEL1L は、一旦小胞体に輸送され

ることが示された。次に、SEL1L の分解中間体は小胞体内腔で切断された後に

細胞質に引き出されたのか、全長の SEL1L が細胞質に引き出された後に切断さ

れたのかについて検討した。ロンボイドプロテアーゼが膜タンパク質を切断し

て ERAD による分解に関わることも報告されている(Fleig et al. 2012)。今回、基
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質の細胞質への引っ張り出しに関与する細胞内因子である p97 の機能を阻害し

た時、SEL1L の分解中間体は検出できなかった(Fig.6E)。この結果は、SEL1L の

分解中間体は小胞体内で切断された後に細胞質に逆行輸送されたのではなく、

細胞質に逆行輸送された後に切断されたことを示している。  

  

5-3 ER レクチンである OS-9 や XTP3-B は SEL1L の安定化に寄与する  

 HRD1 は、SEL1L と膜貫通領域で結合して SEL1L を安定化させる(Iida et al. 

2011; Hosokawa and Wada. 2016)。今回の解析によって、ER レクチンである OS-9

やXTP3-Bも SEL1Lを安定化させることが分かった(Fig.7)。OS-9あるいはXTP3-

Bのいずれかを共発現させるとSEL1Lの分解中間体の形成は抑制された(Fig.7A)。

一方、XTP3-B を単独でノックダウンしたときに SEL1L の不安定化は観察され

なかったが、OS-9 と XTP3-B の両方をノックダウンすると、OS-9 単独でノック

ダウンするよりも SEL1L が不安定になった。これらの結果は、XTP3-B も SEL1L

の安定性を担保する因子であることを示している。XTP3-B を単独でノックダウ

ンしたときに SEL1L の安定性に変化が確認されなかった原因は、おそらく

XTP3-B をノックダウンしたときに相補的なメカニズムで OS-9 の発現が誘導さ

れたことが原因であろうと考えられる。当研究室よりも先に van der Goot らは、

CRISPR/Cas9 でこれらの ER レクチンをノックアウトしたときの SEL1L の安定

性について解析をした(van der Goot et al. 2018)。その結果、OS-9、XTP3-B それ

ぞれを単独でノックアウトした時 SEL1L の安定性に影響を与えなかったが、両

者をノックアウトした時には SEL1L は不安定になった。この結果は、我々の結

果と異なっている。相違の原因は、我々の解析は siRNA を用いた一過性のノッ

クダウンの系であるが、彼らは CRISPR/Cas9 でのノックアウトの系であり、何

らかの相補機構が働いた可能性が考えられる。 

 SEL1L のみを過剰発現させると NHK-QQQ などの ERAD 基質の分解が促進さ

れる。SEL1L と OS-9 を共発現した際 NHK-QQQ の分解は、コントロールレベル

に抑制された(Fig.8H)。この結果は、SEL1L が安定化すると、ERAD が抑制され

るというこれまでの結果と一致している(Iida et al. 2011; Hosokawa and Wada. 

2016)。 

 OS-9 や XTP3-B が、SEL1L と複合体を形成し、SEL1L を安定化させた本研究

の結果から、SEL1L と OS-9 や XTP3-B などのレクチンの複合体は、小胞体膜内

をより自由に移動して、ミスフォールドした基質を回収し、HRD1 と結合するこ

とによって基質を逆行輸送している可能性も示唆された(Fig.12F)。 

 

 

 



59 

 

5-4 SEL1L のプロリンに富む領域は、SEL1L の分解中間体の形成に関与する  

 SEL1L の分解中間体の形成に重要な SEL1L 内の領域を解析した結果、SEL1L

のC末端側に存在しているプロリンに富む領域の重要性が示唆された(Fig.9C,D)。

プロリンに富むペプチドは、プロテアソームの機能を阻害することが報告され

ている(Anbanandam et al. 2008)。SEL1L は、このプロリンに富む領域の存在のお

かげで速やかな分解を免れているのではないだろうか。しかしながら、単独で発

現した野生型 SEL1L も十分速やかに分解されている。先述したように、SEL1L

の膜貫通領域は、非常に特殊なアミノ酸配列である。この特殊性が、SEL1L の

細胞質への引っ張られやすさ、ひいては安定性に関与しているのかもしれない。

また、SEL1L-ΔPR-HA を発現している細胞は、SEL1L-HA を発現している細胞

よりも速やかに ERAD 基質である NHK-QQQ を分解した(Fig.9D)。この結果は、

SEL1L の分解されやすさは、ERAD と関連があるという今までの結果を支持し

ている。  

 ERAD に関わる E2 である UBC6e をノックアウトすると、精子の形成不全が

起こることが報告されている(Koenig et al. 2014)。Hagiwara らは、この原因は、

UBC6e をノックアウトしたことにより SEL1L や EDEM などの ERAD enhancer

の分解が抑制されたことが原因であると報告している(Hagiwara et al. 2016 )。

UBC6e を欠損した細胞は、ERAD が活性化してしまい、本来分解されるべきで

はないタンパク質まで分解してしまう。その結果、精子形成に重要なタンパク質

まで ERAD で分解してしまい、精子形成に不全が生じたのではないのかと、

Hagiwara らは考察している。これらの結果は、行き過ぎた ERAD は、細胞にと

って有害であることを示している。今回、SEL1L のプロリンに富んだ領域を欠

損させると、ERADが促進された(Fig.9D)。SEL1Lのプロリンリッチドメインも、

行き過ぎた ERAD を抑制している重要な領域ではないであろうかと考えられる。

今回の解析によって、SEL1L が不安定になるほど ERAD が促進することが明ら

かになった。この結果は、Hagiwara らの結果と逆である。この相違については、

UBC6eをノックアウトしたときの SEL1Lの局在や分解中間体を解析することな

どで明らかにしていきたい。 

 

5-5 SEL1L の分解中間体は aggregation-prone なタンパク質である polyQ76-

GFP の凝集体形成を促進する  

 SEL1L の分解中間体の細胞質での役割を解析した。その結果、SEL1L の分解

中間体は、伸長したポリグルタミン鎖をもつタンパク質 polyQ76-GFP の凝集体

形成を促進することが示された(Fig.10,Fig.12,Fig.13)。また、観察されたほとんど

の polyQ76-GFP の凝集体において、SEL1L の分解中間体は polyQ76-GFP の凝集
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体の周りを取り囲むように存在していた(Fig.11A,B)。一般的には凝集体を形成し

ない polyQ23-GFP においても少ないながらも凝集体が確認された(Fig.11E,F)。  

 ポリグルタミンタンパク質の凝集体形成を促進する SEL1L の部位を同定しよ

うと試みた(Fig.12)。SEL1L は lumen 側に特徴的な Sel1-Like Repeat(SLR)領域を

持つ。この領域は、タンパク質間の相互作用に関与すると言われている TPR モ

チーフとよく似ている。この領域が、凝集体と相互作用することで凝集体の形成

に関与しているのではないのかと考えた。SEL1L には、11 個の SLR 領域が存在

している。5 番目から 9 番目までは結晶構造が定まっている(Jeong et al. 2016)。

そこでこの領域のみをプラスミド上に構築し(SEL1L-R5-9)、凝集体形成に対する

影響を解析した。その結果、polyQ76-GFP の凝集体形成の促進が観察された

(Fig.12A,B,C,D,Fig.13)ことから、SEL1L の SLR 領域が凝集体の形成に重要であ

ることが示された。  

 今回、SEL1L の分解中間体が aggregation-prone なタンパク質であるポリグル

タミンタンパク質の凝集体形成を促進することを見出したが、凝集体形成を促

進することで細胞にどのような影響を与えているのかは不明である。ポリグル

タミンタンパク質は、ERAD において基質の引っ張り出しに関与する p97 やプ

ロテアソームを阻害することで、ERAD を阻害している(Hirabayashi et al. 2001)。

SEL1L の分解中間体が、ポリグルタミンタンパク質が引き起こす ERAD の不全

に対してどのような影響を与えるのかを解析することは、SEL1L の細胞質での

役割の解明に非常に重要であろう。  

 ハンチントン病は、ポリグルタミンタンパク質が凝集体を形成することが特

徴である(Li et al. 2000)。凝集体が毒性を持ち、細胞に悪影響を与えていると考

えられてきたが、近年の解析などから、凝集体自体にも毒性はあるが、凝集体を

形成する前の可溶性の高い中間体の方が凝集体自体よりも毒性が高いとも報告

されている(Leitman et al. 2013)。SEL1L は、凝集体の形成を促進することで

aggregation-prone なタンパク質が引き起こす毒性を低減している可能性も考え

られる。それとも SEL1L が凝集体の形成を促進することで細胞毒性を引き起こ

すのか。この問題の解決は、aggregation-prone なタンパク質の性質を理解するう

えで非常に興味深い。  

 ポリグルタミンタンパク質以外にも α-synuclein や Amyloid-β など aggregation-

prone なタンパク質があり、それぞれで凝集体形成機構が異なっている。これら

の aggregation-prone なタンパク質に対して SEL1L はどのような影響を与えてい

るのであろうか。これらの解析をすすめることが、aggregation-prone なタンパク

質が引き起こす病態の解決に一役を担うかもしれない。  
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Fig.13 SEL1L の分解中間体の形成とその細胞への影響 

p97 依存的に細胞質にでてきた SEL1L は切断され分解中間体を形成する。

SEL1L の分解中間体は、ポリグルタミンタンパク質の細胞質での凝集を促進す

る。 
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最後に、SEL1L の分解に関わる E2 や E3 は何であろうか。今回の解析では、

SEL1Lの分解に関与するE2、E3共に明らかにすることはできなかった。Hagiwara

らは、UBC6e(UBE2J1)をノックアウトすると、SEL1L が増加することを報告し

ているが (Hagiwara et al. 2016 )、UBC6eが直接的にSEL1Lを分解しているのか、

それとも間接的に関与しているのかは明らかになっていない。UBC6e と SEL1L

の分解についての解析は、今後なされるべき課題であるだろう。また、今回同定

できなかった SEL1L の分解に関与する E3 に関しても、それが EDEM などの

ERAD enhancer 分子の分解にも関与するのかを含めて非常に興味深い。  

また、SEL1L の逆行輸送に関与する因子についても明らかにできなかった。

近年の解析から、出芽酵母において、Hrd1p-Der1p 複合体がレトロトランスロコ

ンである可能性が示唆された (Wu et al. 2020)。しかしながら、先行研究から

HRD1 は SEL1L と複合体を形成し、SEL1L を安定化させることが示されている

(Iida et al. 2011)。哺乳類における SEL1L の逆行輸送に HRD1 が関与するとは考

えにくい。Neal らは、出芽酵母において、Derlin ファミリーの Dfm1p が小胞体

膜に存在する ERAD 基質の逆行輸送に関与していると報告している(Neal et al. 

2018)。また、すべての小胞体膜タンパク質の ERAD において Dfm1p が基質の逆

行輸送に関係していると報告されている(Flagg et al. 2021)。Dfm1p は rhomboid- 

pseudoprotease タンパク質で、この領域が小胞体膜に存在する ERAD 基質の認識

に関与していると言われている。哺乳類においても多くの rhomboid- 

pseudoprotease タンパク質が存在し、ERAD に関与していると言われている

(Kandel and Neal. 2020)。今後の解析によって何が SEL1L の逆行輸送に関与して

いるのか明らかにしたい。 

ERAD を含めたタンパク質の品質機構の破綻は様々な病気の原因となること

が報告されている。SEL1L の機能を含めてタンパク質の品質管理機構の解析を

進めることにより、タンパク質品質管理機構の破綻が引き起こす病気の解決の

一助になると考えられる。  
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6.実験材料および方法 

 

実験試薬 

 試薬は特記したものを除き、ナカライテスク、同仁化学研究所、和光純薬工業、

Sigma-Aldrich 製のものを使用した。 

 

発現プラスミド 

 S-SEL1L 発現プラスミドは、Stanford 大学の Ron Kopito 博士より(Christianson 

et al. 2008)、Htt76-GFP-FLAG および Htt23-GFP-FLAG 発現プラスミドは、北海

道大学先端生命科学研究院の北村朗博士より分与していただいた(Kitamura et al. 

2006)。 

NHK-QQQ、SEL1L-HA、FolA-S-HA、OS-9v2-HA、そして XTP3B-HA 発現プ

ラスミドは、先行研究で作成された (Hosokawa and Wada.2016;Hirao et al. 

2006;Hosokawa et al.2008;Hosokawa et al 2009)。 

 ΔssSEL1L-HA 発現プラスミドは、N 末端側のシグナル配列(アミノ酸 2-21)を

欠損させた SEL1L を作成し、sub-cloning によって pMH ベクター(Roche Applied 

Science 社)の HindIII-EcoRI サイトに組み込んだ。SEL1L-ΔPR-HA は、PRD(Proline 

Rich Domain;アミノ酸 770-793)を欠損させた SEL1L を作成し、sub-cloning によ

って pMH ベクターの HindIII-EcoRI サイトに組み込んだ。SEL1L-R5-9-HA は、

SEL1L の SLR 5-9 領域(アミノ酸 352-537)の合成 DNA を pMH ベクターの EcoRI

サイトに組み込んだ。 

 

siRNA 

今回用いた siRNA の配列を以下に示す。negative control siRNA として StealthTM 

siRNA Negative Control Medium GC(Invitrogen)を用いた 

OS-9 #2 5’-GGAAACGCUGCUGUCCAGUUUGUUA-3’ 

OS-9 #3 5’-GGAGGAGGAAACACCUGCUUACCAA-3’ 

XTP3-B #2 5’-UUUCCCACUAUCCUUGUCCUCAUGG-3’ 

XTP3-B #3 5’-UUUCCAUGACAUACUUCGUAAGUCC-3’ 

HRD1 5’-UUGAUCUGCAGCAUGGCGGCGUCCA-3’ 

 

抗体 

 マウスモノクローナル抗 HRD1/synoviolin 抗体は、聖マリアンナ医科大学の中

島利博博士より分与していただいた。ウサギ抗 HSP70/HSC70 抗体は中部大学の

大塚健三博士より分与していただいた。ウサギ抗 SEL1L 抗体は先行研究で使用



64 

 

したものを用いた(Iida et al.2011)。ウサギ抗 GFP 抗体は、他の研究室の解析で用

いたものを利用した(Sakurai et al. 2018)。その他の抗体は、以下に記す。 

 

ウサギポリクローナル抗 HA 抗体 Rcenttec, Tokyo, Japan 

ウサギポリクローナル抗 c-myc 抗体(9E10) Santa Cruz Biotechnology , Dallas, TX, USA 

マウスモノクローナル抗 c-myc 抗体(HA-7) Santa Cruz Biotechnology , Dallas, TX, USA 

マウスモノクローナル抗 HA 抗体 Sigma-Aldrich 

ウサギポリクローナル抗 S タグ抗体 Abcam, Cambridge, UK 

マウスモノクローナル抗 FLAG 抗体(M2) Sigma-Aldrich 

ウサギモノクローナル抗 OS-9 抗体 Abcam, Cambridge, UK 

ウサギポリクローナル抗 XTP3-B 抗体 Sigma-Aldrich 

ウサギポリクローナル抗 HRD1/synoviolin 抗体 Protein-Tech, Rosemont, IL, USA 

ウサギポリクローナル抗 α1-AT 抗体 Dako, Glostrup, Denmark 

マウスモノクローナル抗 Actin 抗体 Millipore, Billerica,, MA, USA 

ウサギポリクローナル抗 CNX 抗体 Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA 

ウサギポリクローナル抗 PDI 抗体 Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA 

マウスモノクローナル抗 BiP 抗体 BD Transduction Laboratories 

ヒツジポリクローナル抗 α1-AT 抗体 The Binding Site, Birmingham, UK 

HRP 標識抗ウサギ抗体 IgG 抗体 BTI, Thermo Fisher 

HRP 標識抗マウス抗体 IgG 抗体 Zymed Laboratories Inc., Thermo Fisher 

Clean-Blot IP Detection Reagent Thermo Fisher Scientific. Rockford, IL, USA 

 

 

一般的な分子学的手法 

 核酸電気泳動などといった一般的な分子生物学的手法、およびタンパク質の

電気泳動については、Sambrook、Laemmli および Bradford(Laemmli. 1970; Bradford. 

1976; Sambrook and Russel. 2001)の方法に従った。また、大腸菌で精製させた

plasmid DNA の大量回収には、QIAGEN Plasmid Maxi Kit(QIAGEN)を使用し、付

属の説明書に準じて行った。 

 

細胞培養条件 

 HEK293 細胞、HeLa 細胞、HepG2 細胞、RD 細胞、そして Capan2 細胞は、低.

グルコース濃度(1g/L)または高グルコース濃度(4.5g/L)含有のDulbecco’s Modified 

Eagle Medium(DMEM)(Sigma-Aldrich)に、Fetal Bovine Serum(FBS)を 10%になるよ

うに混合し、ペニシリン 100,00Unit/mL、ストレプトマイシン 10,000μg/mL の混

合液を 1 %加えたものを培地として 37 ℃で、7 %炭酸ガスインキュベータ―に
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静置し培養した。 

 

細胞へのプラスミド DNA および siRNA のトランスフェクション 

 細胞をポリLリジンコートした 3.5cmディッシュに播種し、24時間培養した。

細胞へのプラスミド DNA 導入は、Lipofectamine 2000(Invitrogen, Waltham, Ma, 

USA)、ViaFect(Promega, Madison, WI, USA)、もしくは polyethylenemine(Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, USA) を用い、 siRNA 導入は Lipofectamine  RNAi 

MAX(Invitrogen)を用いて取扱説明書に準じて行った。 

 

培養液中に加えた試薬 

 MG132(Peptide Institutes, Osaka, Japan)、Z-VAD-FMK(Peptide Institutes)、NMS-

873(Cayaman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)、thapsigargin(Sigma Aldrich)、

tunicamysin(Sigma-Aldrich)は、DMSO に溶かし、それぞれ終濃度 20μM、30μM、

2.5μM、1.5μM、そして 5μg/mL になるように培地に添加した。添加後特に断りが

ない限り 6 時間続培養した。 

Cycloheximide(Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)は、PBS に溶かし、終濃度 100 μM

になるように培地に添加した。 

 

細胞の可溶化とウエスタンブロット法 

 PBS(-)で細胞を 2 回洗浄した後、3.5cm ディッシュ 1 枚当たり 150μL の 1%  

NP-40を含む lysis バッファー(50 mM Tris-HCl(pH7.6)、150 mM NaCl、2 mM MEM、

0.2 mM AEBSF、1μg/mL leupeptin、1μg/mL pepstatin)を加え、ラバーポリスマンで

細胞を回収した。回収した細胞を氷上で 20 分間静置し、細胞を溶解させた。そ

の後、4℃、12,000rpm で 20 分間遠心し、上清と沈殿にわけて回収し、実験に用

いた。遠心後の上清画分を回収し、cell lysate として解析に用いた。不溶性画分

については、2% SDS を含む Laemmli のバッファーを加えて超音波発生装置

(Misonix)を用いて超音波破砕することで可溶化した。 

 細胞抽出液に含まれるタンパク質はLaemmliのバッファーおよび還元剤である

DTT を加えるもしくは加えずに、65℃で 15 分加熱した。このサンプルを SDS-

PAGE を行い、タンパク質を分離した。PVDF 膜(Millipore)にタンパク質を転写

し、Blocking OneTMを用いて室温で 1 時間ブロッキングした。その後、膜を 0.1% 

Tween-20 を含む PBS(-)で 2 回洗浄し、CanGet Signal Solution1(TOYOBO)もしく

は Blocking OneTM で希釈した 1 次抗体と常温で 1 時間または 4℃で一晩反応さ

せた。PBS-T で 2 回洗浄し、CanGet Signal Solution2(TOYOBO)もしくは Blocking 

OneTMで希釈した 2 次抗体と常温で 1 時間反応させた。最後に、PBS-T で 4 回洗

浄したのち、Pierece Western Blotting Substrate(Thermo Fisher Scientific)を用いて化
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学発光を行い、LAS-4000(GE Healthcare Bio-sciences, Uppsala, Sweden)を用いて特

異的バンドを検出した。シグナル強度は ImageQuant software(GE Healthcere Bio-

sciences)で定量化した。 

 

代謝ラベルと免疫沈降 

 HEK293 細胞用いた代謝ラベルと免疫沈降は、先行研究を参照した(Hosokawa 

and Wada. 2016)。タンパク質に取り込まれた放射性同位体は、Typhoon FLA 

PhosphorImager(GE Healthcare Bio-sciences)で可視化した。シグナル強度は

ImageQuant software(GE Healthcere Bio-sciences)で定量化した。 

 

細胞分画 

 HEK293 細胞を Subcellular Fractionation Kit for Cultured Cells(Thermo Fisher 

Scientific)を用いて、取扱説明書に準じて細胞分画を行った。 

 また、同上の細胞を 30-G 注射針を通過させることで破砕した(Wada et al. 1997)。

破砕する際には、等張バッファー(250 mM sucrose、10 mM HEPES(pH7.4)、1 mM 

CaCl2)を用いた。破砕した細胞を 300×g で 5 分遠心し、その上清をもう一回

1,500g で 5 分間遠心した。遠心後のサンプルを上清とペレットに分離したのち、

上清をさらに 100,000 g で 1 時間超遠心し、上清とマイクロソームに分離した。 

 

Live-cell imaging (Hoechst 33342) 

 細胞を 3.5cm ディッシュで培養したのち、プラスミドをトランスフェクショ

ンした。顕微鏡で観察する 30 分前に Hoechst 33342(Dojindo, Kumamoto, Japan)で

核を染色した。その後、LAS AF6000(Leica microsystems, Wetzlar, Germany)で画像

を撮影した。 

 

免疫蛍光細胞染色 

 HEK293 細胞や HeLa 細胞を 3.5cm ディッシュ上のカバーグラスで培養したの

ち、所定のプラスミドをトランスフェクションした。一定時間培養後、細胞を

PBS(+)で 3 回洗浄し、4%パラホルムアルデヒドを含む PBS(-)を添加し 15 分間

室温で静置することで細胞を固定した。PBS(-)で 3 回洗浄後、0.2% TritonX-100

を含む PBS(-)を加え 4 分間氷上に静置し透過処理を行った。透過処理後の細胞

を 3 回 PBS(-)で洗浄したのち、ブロッキング溶液(PBS(-)、5% BSA、10%ヤギ血

清)を添加し、常温で 30 分間静置した。その後、液を捨て、一次抗体を所定の濃

度で希釈したブロッキング溶液を細胞に添加し、常温で 1 時間静置した。PBS(-)

で 3 回洗浄し、二次抗体と DAPI を所定の濃度で希釈したブロッキング溶液を添

加し、常温で遮光しながら 1 時間静置した。PBS(-)で 3 回洗浄したのち、マウン
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ト剤である Prolong Gold(Molecular Probes)を用いてカバーガラスを被せて封入し、

縁を覆うようにネイルマネキュアで密封した。蛍光は、共焦点レーザー顕微鏡

SP8(Leica Microsystems)で取得し、LAS-X を用いて解析した。解析で用いた抗体

は以下で示す 

一次抗体 

マウスモノクローナル抗 HA 抗体(HA-7) Sigma-Aldrich 

ウサギポリクローナル抗 CRT 抗体 Affinity Bioreagents, Golden, CO, USA 

ウサギポリクローナル抗 HSP/HSC70 抗体 中部大学大塚健三博士より分与 

マウスモノクローナル抗 GFP 抗体 Roche 

二次抗体 

Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗ウサギ抗体 IgG 抗体 Clontech, Takara Bio 

Alexa Fluor 594 標識ヤギ抗マウス抗体 IgG 抗体 Clontech, Takara Bio 

 

Filter Trap Assay 

 Filter Trap Assay は、論文の方法を参照した(Wanker et al. 1999; Kitamura et 

al.2006) 。HEK293 細胞を 0.5% TritonX-100 を含むバッファーを用いて回収し、

超音波で破砕後、1% SDS を含むバッファーで可溶化した。可溶化したサンプル

を希釈し、それぞれをポアサイズが 0.2μm の酢酸セルロースメンブレンにアプ

ライした。SDS 耐性の polyQ 凝集体を GFP 抗体で検出した。 
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7.論文目録 

 

 

主論文 

 本論文中に示した研究成果のうち SEL1L の分解中間体に関する解析について

は以下の論文に公表した。 

 

SEL1L degradation intermediates stimulate cytosolic aggregation of polyglutamine-

expanded protein 

(SEL1L の分解中間体はポリグルタミンタンパク質の細胞質での凝集を促進す

る) 

Tokuya Hattori, Ken Hanafusa, Ikuo Wada, Nobuko Hosokawa 

2021 年 8 月発行 

FEBS Journal, 第 288 巻第 15 号 4637 項～4654 項に掲載 

Doi: 10.1111/febs.15761 
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