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      The J-protein family is an evolutionary conselirved protein group whose
members shqre a J-domain that promotes the binding of an Hsp70 family member to
unfolded proteins and enhances ATPase activity of the Hsp70 protein. The

J-protein/Hsp70 teams play important roles in a variety of cellular processes, including

protein synthesis, folding, and degradation.
      Recent Studies have shown that a mammalian ER-localized transmembrane

J-protein, DNAJB12, cooperates with Hsc70, a cytosolic Hsp70 family member, to

promote the degradation of misfolded ER membrane proteins in a process called
ER-associated degradation (ERAD). /n si/ico search of mammalian genomes has

identified DNAJB14, which exhibits a high sjmilarity to DNAJB12. In this study, 1 aimed

to reveal the basic character and function of this protein.

      1 first studied the expression of DNAJB74 by RT-PCR using total RNA from
mouse tissues. Interestingly, compared with DNAJB72 mRNA that was widely

expressed in mouse tissues, DNAJB74 mRNA was expressed more weakly, being
most abundant in testis, implying its specific role in this tissue.

      To characterize DNAJB14, 1 raised antibodies specific for the N- and C- termini
of this protein. The immunostaining and proteinase K protection assay revealed that,
like DNAJB12, DNAJB14 is an, ER-localized, single membrane spanning protein with

its J-domain in the cytosol. Further, co-immunoprecipitation showed that DNAJB14

also binds Hsc70 via its J-domain.

      Next, 1 tested whether DNAJB14 can also accelerate the degradation of
misfolded membrane proteins by performing cycloheximide chase experiments.

Strikingly, the overexpression of DNAJB14 greatly enhanced the degradation of
CFTRAF508, a misfolded polytopic membrane protein, in a manner dependent on the
function bf the proteasome. Similarly, DNAJB14 accelerated the degradation of T-cell

receptor a subunit, a single-pass membrane protein, but failed to stimulate the

degradation of null-Hong Kong (NHK) variant of al-antitrypsin (AIAT), a misfolded ER
luminal protein. Thus, DNAJB14 resembles DNAJB12 in its architecture, and basic

function.

     In summary, my work has established that the mammalian ER possesses two
analogous J-proteins (DNAJB14 and DNAJB12) that can promote the ERAD of

misfolded transmembrane proteins. Whether they have evolved to play distinct roles in
vivo must await fu rther studies.
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Jタ ンパク質 ファ ミリーは進化的 に保存 され た一群のタ ンパ ク質で ある。その分子 内には、

J領 域 とい う共通 配列が存在す る。Jタ ンパ ク質の多 くは、このJ領 域 を介 して熱 シ ョックタ ン

パ ク質Hsp70と 結合 し、そのATP水 解活 性 を高 める。Jタ ンパ ク質 とHsp70両 者 は協 調 して働 き、

細胞 内の タンパ ク質の合成や分解 、折 り畳みや会合 に関 し重要 な役割 を担 っている。最 近、動

物細胞 工学研究室で は、小胞体膜 に局在 しJ領域 をサ イ トゾル側 に向 けた新 規の膜タ ンパ ク質

DNAJB12を 見 出 した。DNAJB12は サ イ トゾルのHsc70と 協調 して働 き、小胞体 の構 造異常膜 タン
く

バ ク質 の小胞体 関連分解 に関 るこ とを報告 した。そ こで哺乳動物 ゲノム を1n8∫ 〃ooで 探索 し

た結 果、DNAJBI2に 非常に高 い相同性 をもつDNAJB14と い うJタ ンパ ク質 を見 出 した。本研究 は

DNAJB14の 構造 と細胞 内での生理機 能 を明 らか にす るため に行 ったもの である。

最初 に、マウスの各臓器か ら全RNAを 抽出 し、DNAJBI4の 発現 をRT－PCRに よ り調べ た所 、

DNAJB12は ユ ビキ タス に発現 していたが、DNAJB14の 発現量 は一般 的に低 く、発現が一番高 い臓

器は精巣 であ った。DNAJBI4の 機能 を調べ るために、N末 側 、C末 側領域 に対 する抗体 を作製 し

た。この抗体 を用 いて 、まず、この タンパ ク質の細胞 内局在 お よび トポ ロジー を調べ た ところ、

DNAJB14は 、DNAJB12と 同様、小胞体の1型 膜タ ンパ ク質で あ り、J領 域 をサイ トゾル側 にも って

いた。 また免疫共沈 降実験 によ り、DNAJB12と 同様Hsc70がJ領 域 に結合 している ことが明 らか

とな った。

次にDNAJB14が 小胞体膜 の構 造異常タ ンパ ク質の分解 を促進 するか どうか を調 べた。構造

異 常タ ンパ ク質の モデル として、嚢胞性線維症膜 コンダクタ ンス制 御因子 （CFTR）の508番 目の

Pheが 欠失 したCFTR△F508を 用 いた。DNAJBI4を 過剰発現 する と、CFTR△F508は 野生型 に比

較 しよ り早 く分解す る こと、この分解 はプ ロテア ソーム依存 的に起 こることがわか った。また

別の構 造異 常モデル膜 タンパ ク質 と して、T細胞 受容体 αサ ブユニ ッ トを単独で発現 させ た所、

この異 常膜 タ ンパ ク質 もDNAJB14の 過剰発現 に よ り分解が早 まる ことが 明 らか とな った。一方、

小胞 体 内腔 の可溶 性構造 異常 タ ンパ ク質で ある α1－antitrypsinの ヌル ホ ンコ ン型変異 タ ン

パ ク質 （NHK）の分 解には、全 く影響 を与 える ことはなか った。 この ことは、DNAJB14は 小胞体

内腔の異常 タ ンパ ク質の分解に は関与 しないが、小胞体膜に ある構造異常 タ ンパ ク質を特異的

に分解す る ことを示唆 してお り、 この性質 はDNAJB12と 非常に似 ている ことがわか った。

要約す る と、本論文 は、小胞体膜 にはJ領 域 をサイ トゾル側 に向 けた1型 の膜 タ ンパ ク質

と してDNAJB12の 他 に、も う1つDNAJB14が 存在 し、精巣で特異 的に発現が高 い こと、また小

胞体膜の構造異 常タ ンパク質の分解 を促進す る機 能 をもつ ことを明 らか に したもの である。

以上の よ うに、本論文は新規の小胞体膜 タ ンパク質DNAJBI4が 小胞体膜 に局在 する構造異

常膜 タンパ ク質を特異 的に分 解促進す る活性 をもつ ことを示 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。


