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細胞 内で はフォールデ ィン グに失敗 した異 常 タンパ ク質 が恒 常的 に生 じてい る。 細

胞 は これ らを認識 して修復 または分解 、無毒化す るこ とに よ り、恒常性 を維 持 してい

る。小胞 体で構造 異常 タンパ ク質 が生 じる と、 これ らの タ ンパ ク質 は小胞体 か らサ イ

トゾル へ と逆行輸送 された後 、プ ロテ ア ソー ム系で分解 され る。 この過程 は小胞体 関

連分解（ER・associatedproteindegradation；ERAD） と呼 ばれ てい る。構 造異常膜 タ ン

パ ク質の分解 に関 して は、出芽酵母 にお いてER膜 に局在す るDnaJタ ンパ ク質 であ

るHlj1が 基質 の分解 を促進 す る ことが報告 され ていた。 しか し、高等真 核生物 で膜 タ

ンパ ク質の分解 に関与す るDnaJfamilyタ ンパ ク質 は同定 され ていなか った。 私 は、

その候補 と してDNAJB12に 着 目 した。 この タンパ ク質 は、酵母 か らヒ トまで保存 さ

れ てい るが、そ の機能 は不 明 であった。 トポ ロジー解 析、免疫染 色実験 、及 び免疫沈

降実験 か ら、DNAJB12は 小胞 体 に局在す るII型 の一回膜貫通 タンパ ク質で あ り、 自

身のJ・domainを 介 して、Hsc70（ サイ トゾル のHsp70フ ァミ リー タ ンパ ク質） と結

合 す るこ とが判 明 した。次 に、DNAJB12の 過剰発 現及 びsiRNAを 用 いた、ノックダ

ウン法 に よ り小胞体 の構造 異常膜 タ ンパ ク質 の分解 に及 ぼす影響 をパル スチ ェイス 実

験 で調べ た。そ の結 果、DNAJB12は この よ うなタンパ ク質 に対 して、著 しい分解促

進能 を持 っ こ とが明 らかにな った。

さ らに、DNAJB12の 細胞 内にお ける更 なる機能解析 をす るために、質量 分析法 を

用 いてDNAJB12の 相 互作用因子 の探 索 を行 った。 その解 析 の結果 、DNAJB12の 相

互作用 因子 としてp62（Sqstm1／A170） が同定 された。p62は 高等動物 のサイ トゾル に

局在す るタンパ ク質 であ り、アポ トー シスな どの様 々な シグナル伝 達や選択 的オー ト

フ ァジー に関与 してい ることが報 告 され てい る。そ の過程 にお いて細胞 内でP62の 存

在量 が制御 され るこ とが、細胞 の恒常性維 持 に重要 であ るこ とも報告 され てい る。 こ

の こ とか ら私 はDNAJB12が 小胞体膜上 でp62を 分解 し、ア ポ トー シスをは じめ とす

るシグナル伝 達 を制御 してい るので はないか と予想 した。実験 の結果、細胞 内でP62

の一部 はDNAJB12依 存的 にプ ロテア ソー ム系 で分解促進 され る ことが明 らか になっ

た。 さらに、DNAJB12依 存的 なp62の 分解 は、 どの よ うな生理的 な意義 を持っか調

べ る 目的 で、DNAJB12の 発現抑 制が細胞の アポ トー シスにお よぼす影響 を検証 した。

アポ トー シス誘 導条件下 、DNAJB12の ノックダ ウンをお こな うと、ア ポ トー シス を

起 こ してい る細胞 の割合が著 しく上昇 した。 この結果 か ら、DNAJB12は アポ トー シ

スの制御 に も重 要で あ ることが示 唆 され た。本研 究か ら、p62の 量 を適切 な レベル に

保 った めに、小胞 体の膜 タンパ ク質DNAJB12が 重要 な役割 を果 た してい る とい う新

知見 を得 た。



論文審査結果の要 旨

申請者氏名 山本 、洋 平

細胞 内では構造異 常 タンパ ク質 が常 に生 じてお り、 これ らのタ ンパ ク質 が分解 され

る事 で細胞 内の恒 常性 が保 たれ てい る。 さらに、タ ンパ ク質分解 は シグナル伝 達物 質

な どの分解 を通 して細胞 内プ ロセ スの制御 に関わ ってい るこ とも知 られ てい る。構 造

異常膜 タンパ ク質 の分解 に関 しては、出芽酵母 にお いて小胞体 膜 に局在す るDnaJタ

ンパ ク質で あるHlj1が 基質の分解 を促 進す る ことが報告 され ていた。 しか し、高等真

核 生物 で膜 タンパ ク質の分解 に関与す るDnaJfamilyタ ンパ ク質 は同定 され てい な

かった。

申請 者 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 小 胞 体 膜 に 局 在 す る新 規 の 膜 タ ンパ ク 質 で あ る

DNAJB12が 、小胞体 内の可溶性 の構造 異常 タンパ ク質 の分解 には関与 しないが、小

胞体膜 上 の構造 異常膜 タンパ ク質 の分解 をプ ロテア ソー ム系で促進す るこ と、そ の分

解 にはHsc70が 関ってい るこ とを初 めて明 らかに した。 さらに、DNAJB12の 細胞 内

にお け る更な る機 能解析 をす るために、質量分析法 を用 いてDNAJB12の 相 互作 用因

子の探 索を行 った。そ の結果 、DNAJB12の 相互作用因子 と してp62（Sqstm1／A170）

を同定 した。p62は 高等動物のサイ トゾル に局在 す るタンパ ク質 で あ り、アポ トー シ

ス をは じめ とす る様 々なシ グナル伝 達 の制御 や選択的オー トフ ァジー に必要 な分子 で

ある。一方 、細胞 内 にp62が 過剰 量存在す る と、アポ トー シスの異常充進や細胞 の癌

化な どを引 き起 こす事 がわ かってい る。 この こ とか ら、細胞 内のP62は 適切 な量に保

たれ る必要 があ る と考 え られ る。 申請者 はp62タ ンパ ク質 の分解 制御 に、今 まで報告

され ていたオー トフ ァジー に よる分解 だ けでな く、DNAJB12を 介 したプ ロテ ア ソー

ム系 も関与 してい るこ と、DNAJB12依 存 的なp62の 分解 がアポ トー シスの異 常充進

を抑制す る働 きをもっ こ とも明 らかに した。 この こ とか らDNAJB12は 細胞 内の恒 常

性 を維持 す る上 で極 めて重要 な役割 を果 た してい るこ とが 申請者 の研究 に よ り初 めて

明 らか となった。

以上の よ うに、本論 文は哺乳動物細胞 にお いてDNAJB12が 構造 異常膜 タンパ ク質

の分解 だ けで な く、サイ トゾル にお けるp62の 新 た な代謝制御 に も関与 してい ること

を明 らか に した もの で、学術上 、応 用上貢献す るところが少 な くない。 よって審査委

員 一同は 、本 論文が博 士 （バイオ サイエ ンス） の学位 論文 と して価 値 あ るもの と認 め

た。


