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小胞体ストレスとは-般に､小胞体におけるタンパク質の高次構造形成が不全をき

たし､構造異常タンパク質が小胞体内に蓄積することをいう｡真核細胞には､この状

態を回避するために､小胞体ストレス応答機構が備わっている｡小胞体ストレス応答

として当初から知られていたのが､小胞体内在性分子シヤペロンの転写レべルでの発

現誘導である｡本研究は､小胞体ストレス応答により発現が誘導される新規遺伝子を､

HeLa細胞を用いたサブトラクション法を用いて検索することから開始した｡その結果､

脂質代謝関連遺伝子STARD4 cDNAを新規に取得し､その転写機構の解析を行った｡

ヒトSTARD4の発現誘導がプロモ-タ-領域に依存していることを､様々な小胞体ス

トレス誘導剤を用いてレポ-タ-アッセイにより確かめた｡このSTARD4プロモ-タ-

領域内には､小胞体ストレス依存的活性型転写因子ATF6により制御されるシスエレメ

ントERSE (ER Stress response Element)様の配列が3つ存在する｡そこで活性型ATF6

やドミナントネガテイブ型ATF6を用いてSTARD4遺伝子プロモ-タ-領域の活性化レ

ベルを調べる実験を行ったところ､STARD4遺伝子の発現誘導にATF6が関与しているこ

とが示された｡また､各ERSE様配列の重要性を調べるため､これらの配列に対し個別

に変異を導入し､そのプロモ-タ-活性の評価を行ったところ､ ERSE様配列のひとつ

に変異を導入したときにプロモ-タ-活性化レベルが半分以下にまで低下し､この

ERSE様配列が機能していることが示された｡

sTARD4mRNAの発現量を経時的に調べると､他の小胞体ストレス応答標的分子とは異

なり小胞体ストレスにより-過的に上昇した後､数時間で元のレベルにまで低下する｡

アクチノマイシンDで転写反応を止めてSTARD4 mRNA量の変化を調べたところ､他の

mRNAに比べて速く減少しているということは認められなかった｡よって､ STARD4発現

レベルの小胞体ストレスによる-過的な上昇後の急速な低下は､ STARD4mRNAの選択的

な分解克進ではないと考えられ､そのメカニズムは未だ不明である｡

sTARD4の局在を調べるため､ -過的に発現させ細胞ライセ-トを超遠心法により分

画すると､ STARD4は可溶性画分に認められた｡さらに蛍光抗体染色を行ったところ､

sTARD4はサイトゾルマ-カ-として用いたHSC70と似た染色パタ-ンをとるが､濃く

染まる領域が細胞膜近くに存在することが明らかになった｡ STARD4はサイトゾルタン

パク質であるが､細胞膜付近に集まり機能している可能性がある｡

sTARD4は脂質結合ドメインSTARTを有し､脂質代謝に関わるとされるSTARD分子群

に分類される｡興味深いことに､小胞体ストレス応答のアウトプットとして最近､膜

の形態や脂質組成の変化が着目されている｡出芽酵母でも､小胞体ストレス応答経路

の活性化により､脂質代謝関連の遺伝子の発現が誘導された｡真核生物全般で小胞体

ストレスに対応する手段として､小胞体膜の性状を変化させるという現象があると考

えている｡
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小胞体は膜タンパク質や分泌タンパク質の合成やその立体構造の組み立てなどを行う

だけでなく､構造異常タンパク質が生成しないよう監視する品質管理機構も有してい

る｡細胞内外からの種々のストレスにより構造異常タンパク質が蓄積することを小胞

体ストレスと呼び､細胞はそのストレスを解消するためにUnfToldedProtein Response

(upR)と呼ばれるストレス応答をする｡ B細胞が抗体産生のプラズマ細胞に分化する

時には､小胞体が急激に発達するがその時にUPR経路の活性化が必要なことが報告さ

れている｡小胞体が発達するためには膜合成が行われねばならず､ UPRと脂質合成と

の関連が注目されているが､未だ明らかとなってはいない｡申請者は､ UPRが起こっ

た時に転写誘導される遺伝子をサブトラクション法で抽出した中に､今まで全く解析

されていない脂質代謝に関連すると考えられるSTARD4遺伝子を見出した｡ STARD4

遺伝子は小胞体ストレスにより誘導されることを確認するとともに､その転写誘導機

構に着目し以下の新知見を得た｡

1) STRD4遺伝子は､ツニカマイシン､タプシガルジンなどの小胞体ストレス誘

導剤処理により転写レベルで誘導される｡

2)レポ-タ-遺伝子を用いてプロモ-タ-領域の同定を試みたところ､転写開始

点上流から300bp内に転写誘導能があり､その中に3つのERSE(ER stress

response element)様配列を見出した｡点突然変異を導入することにより種々の変

異を導入しどのERSE配列が重要かをレポ-タ-アッセイにより調べたところ､

2番目のERSEが大きく貢献していることがわかった｡

3)恒常的活性型ATF6の過剰発現によりレポ-タ-遺伝子の発現が誘導され､ド

ミナントネガテイブ型ATF6の過剰発現によりレポ-タ-遺伝子の発現誘導が完

全に抑えられたことから､ STARD4遺伝子の発現誘導にATF6が関与しているこ

とが示唆され､前項の結果を支持する結果を得た｡

4)小胞体ストレス時初期のSTARD4遺伝子の-過的発現誘導は､ mRNAの分解

昂進によるものではない｡

以上のように,本論文は小胞体ストレス時における脂質代謝関連遺伝子STARD4の

転写誘導機構を初めて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-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｡


