
小胞体ス トレス応答に関与する新規膜貫通型リボヌクレアーゼ分子の機能解析

Functional and、 アses of a novel transmembrane一 Nase concerning endoplasmic

reticult■ l stresss―response.

代表研究者 奈良先端科学技術大学院大学 河野憲二

Nara lnstitute of Science&Technology

(研究目的)

ウィルス感染、グルコース濃度の低下、薬剤摂取等により、動物細胞の小胞体内に変性

蛋白質が蓄積すると、細胞は小胞体シャベロン遺伝子群の転写 レベルでの誘導 。蛋白質

合成の抑制・変性蛋白質の分解 という 3つ の手段でこの環境ス トレスに対抗する。 この

応答は小胞体ス トレス応答と呼ばれ、酵母からヒトに至るまで保存されている細胞のホ

メオスタシスに関わる重要な応答機構である。小胞体膜上の IttElは 、アミノ末端側を

小胞体内腔にカルボキシル末端側を細胞質に向けた I型膜貫通蛋白質で、内腔側領域で

変性蛋白質の蓄積を感知し、キナーゼ/リ ボヌクレアーゼ活性をもつ細胞質側領域でその

情報を細胞質や核へ伝える興味深い分子である。私達が独自に単離したヒトhlttEl βは、

小胞体ストレスに呼応し 28S ribosomal RNA(rぶ恥 を特異的に切断し蛋白質合成を抑

制することを見出したが、構造の類似した hlttEl αはシャペロン遺伝子群の誘導を起こ

すことが知られている。本研究は、(1)hIREl αと hlttEl β両者の作用の違いがどのド

メインに依存しているのか、また (2)IIじ 1の小胞体内腔側のドメインはどのようにし

て構造異常の蛋白質を感知しているのか、について明らかにすることを目的とした。

(研究経過と考察)

l lttElのサイトゾル側領域の機能解析

小胞体ストレスセンサーである I間1は、N末側半分を小胞体内腔にC末側半分をサ

イトゾル側に向けた I型の膜貫通型蛋白質である。C末側にはキナーゼ領域と RNase領

域をもち、N末側は構造異常蛋白質を感知していると考えられる。酵母では 1種類しか

ないが、哺乳動物ではαとβの 2種類がクローニングされており、 C末側はキナーゼ領

域が 80%、 Rセse領域が 60%同 一アミノ酸という非常に高い相同性を示す。興味深



いことに I斑31α はユビキタスに発現されているが、IREl βは消化器系の器官特異的に

高発現している。C末側の相同性が高いにも関わらず、動物細胞に過剰発現させるとIREl

αは Unfolded Protein Response(UPR:月 胞ヽ体シャベロン遺伝子群の転写レベルでの

誘導)を誘起するが、IttEl βでは 28S rRNAの 特異的な切断が観察され、また細胞死が

引き起こされる。この作用の違いを Imlの どの領域がになっているかを明らかにする

ために、C末側領域でαとβのキメラ蛋白質を作製してその生理活性を調べた。IIEl α

の Rllase領域をβと入れ換えたもの (α /β と表記)、 藤Elβ の INase領域をαと入れ

換えたもの (β /α と表記)の cDNAを 動物細胞発現用ベクターに組み入れたものを作

製し、培養 Hela細胞に発現させ、UPRと 28S rRNAの切断活性をそれぞれ測定した。

α/β は 28S fNA切断活性を示したが UPR活性は示さず、逆にβ/α は UPR活性は

示したが 28S rRNA切 断活性は示さなかった。この結果から、両者の活性の相違はそれ

ぞれの INase領域の相違により起こることが明らかとなった。今後は、この活性の相違

を in vitroで実証し、またその活性の違いが in v�oでどのような生理的意味をもつの

かを明らかにしたい。

2 1RElによる構造異常タンパク質蓄積の感知機構

酵母の UPRは小胞体膜貫通タンパク質 藤Elが、小胞体内に構造異常タンパク質が蓄

積してきたことを感知して活性化されることにより起こる。この活性化がどのようにし

て起きるかを解析していた時に、非ストレス時には IttElと BiPが結合しており、小胞

体ストレス時には IElと BiPとの結合がはずれるという結果を得た。このことは、「非

ストレス時には 厭Elの 2量体化が BiPとの結合により抑えられているが、ストレス時

には BIPが構造異常タンパク質に結合することにより IttElか ら遊離し、BiPの遊離に

より IttElが 2量体化し活性化する」という小胞体ストレスの BiPによる負の制御説を

支持した。この実験事実は、我々は酵母の系で、米国の Do Ronらは動物細胞の系で確

認した。しかしその結果は小胞体ストレスの活性化と、IttElと BIPとの結合解離が協調

して起こることを観察しただけであり、あくまでも間接的な結果を示したものであった。

今回我々は、BIPの温度感受性変異株を用いることにより、この仮説が正しいことをよ

り直接的に示すことに成功した。BIPは機能的領域が大きく2つ に分けられ、N末側が

ATP結合水解活性、C末側が基質結合認識領域となっている。酵母 BiPの変異株は大き

く2つに分けられ、 1つ は ATP結合領域の変異型 (タイプ A)であり、もう 1つは基質



結合領域の変異型 (タ イプS)である。タイプ Aでは、許容温度でツニカマイシン処理

をして小胞体ストレスをかけると UPRは起こるが、非許容温度ではどちらの条件下で

も UPRは起こらなかった。この時、抗 藤El抗体により免疫沈降をすると、非許容温度

下では小胞体ストレスの有無にかかわらず、IFElと BIPとは結合したままであることが

明らかとなった。一方、タイプ Sの非許容温度下では、小胞体ストレスをかけても、ま

たかけなくても、どちらの条件下でもUPRは誘導され、免疫共沈降実験でもIRElと BiP

との結合は認められなかった。以上の結果は、藤Elの活性化は小胞体ストレスの有無で

はなく、BiPと IttElと の結合状態に依存していることを示しており、我々の仮説が正し

いことを示している。今後は、さらにこの事実を検証するために、in vitroの系で IttEl

と BiPとの結合解離の制御機構を明らかにすること、また IRElの N末側の機能領域を

詳細に解析していき、小胞体ストレスを IttElがどのように感知しているのか分子レベ

ルで明らかにしていきたい。
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NAIST  Ken」l Kohno

Abstract

When the cells arc cxposed to endoplaslnic rcticuluⅡ l(ER)streSS,incorrcctly

foldcd proteins accumulatc in the ER lumcn. To maintain ccllular homcostasis,

cclls cause unfolded protcin rcsponse (UPR), whiCh induces transcriptional

activation of gcncs encoding ER― residcnt molecular chaperones, including BiR

Thc ER transmembranc protcin IREl containing both kinasc and ribonuclcasc

activities,plays important roles in scnsing the ER strcss and tranducing thc signals

from ER to cytoso1/nucleus.Hcre we report both the activation mechanisln and

the role of ribonulease domain of IMl.First we present rnore direct evidence of

the BiP― dcpcndcnt IREl regulation model using yeast BiP mutants: mutations

stabilizing BiP association with IREl llnpaircd UPR signaling cvcn undcr

condition of ER stress,whilc mutations disrupting this association constitutively

activate UPR pathway。 「Γhis result suggests that the dissociation and association of

BiP to IREl directly rcgulates the degrec of IREl activationo Second, chimeric

protcin analyses of RNasc rcgeion betwecn IRElα  and lu13 showed that RNase

domain of IM13 carl■es thc activities of thc clcavagc of 28S rRNA and

cytotoxicity,whcrcas RNase domain ofIMlα has thc activity ofl」 PR induction.

These results suggest that the different function bctwecn IMlα  and IM13

dcpcnds on the diffcrcnt activiy of RNasc rcgion.


