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細 胞 が グル コー ス飢 餓 な どの ス トレス を受 け る と、 小 胞 体 で の タ ンパ ク質 の折 りた

たみ に不 具合 が 生 じ、構 造 異 常 タ ンパ ク質 が 小胞 体 内 に 蓄積 す る。 この 状 態 は 、小 胞

体 ス トレス と呼 ばれ 、細 胞 に とっ て 致命 的 で あ る。 そ こで細 胞 は 、 これ らのス トレス

に対 抗 す るた め 、UnfoldedProteinResponse(UPR)と 呼 ば れ る一 群 の遺 伝 子 の転 写 レ

ベ ル で の 誘 導 と タ ンパ ク質 の翻 訳 抑 制 か らな る細 胞 内 シ グ ナ ル 経 路 やEndoplasmic

Reticulum-AssociatedDegradation(ERAD)と 呼 ばれ る異 常 タ ンパ ク質 をユ ビキ チ ン ー

プ ロテ ア ソー ム 系 に よ り分 解 す る経 路 を活 性 化 す る。 小 胞 体 ス トレス セ ンサ ー 分 子

IRE1は 、小 胞 体 ス トレス応 答 にお い て重 要 な 分 子 のひ とつ で あ り、哺 乳 動 物 に はIRE1α

とIRE1β の二 つ の パ ラ ロ グ の 存在 が 知 られ て い る が 、 小 胞 体 ス トレス応 答 にお け るそ

の役 割 は 異 な って い る。IRE1α は 、小 胞 体 ス トレス条 件 下 で 転 写 因子XBP1のmRNAを ス

プ ライ ソ ソー ム非 依 存 的 に選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グす る こ とに よ り、小 胞 体 分 子 シ ャペ

ロ ンやERAD関 連 因子 な どのUPR標 的遺 伝 子 群 を転 写 レベ ル で誘 導 す る。 一 方 、IRE1β

は 、 同 条件 下 で28SrRNAの 部 位 特 異 的 切 断 お よび タ ンパ ク質 の翻 訳 抑 制 を導 く こ とが

示 され て い る。

本 論 文 は 、このIRE1の 各 機 能 の 詳 細 を 明 らか にす る こ とを 目的 に 、(1)「IRE1α とIRE1β

の機 能 の違 い にお け るRNase領 域 の役 割 」、(2)「XBIPImRNAス プ ライ シ ン グ のinvitro

で の解 析 」 の2点 につ い て解 析 を行 った 結 果 を ま とめ た もの で あ る。

ま ずrlRE1α とIRE1β の機 能 の 違 い にお け るRNase領 域 の役 割 」 につ い て 解 析 を加 え

た。 特 にIRE1α とIRE1β の機 能 の違 い に着 目 し、IRE1α とIRE1β のRNase領 域 を入 れ 換

えた キメ ラ体 を作 製 し、 そ の機 能 差 が そ れ ぞれ のRNase領 域 に依 存 す る こ とを培 養 細

胞 に 強 制発 現 させ る こ とに よ りinvivoの 系 で示 し、 次 に各IRE1組 換 え タ ンパ ク質 を

用 い て 、 そ の機 能 差 が それ ぞ れ のRNase領 域 の基 質 特 異 性 に依 存 す る こ とをinvitro

の 系 で 明 らか に した。

ま た 、 小 胞 体 ス トレス応 答 特 異 的 に観 察 され るXBIPImRNAス プ ライ シ ン グ の分 子 機

構 は 、IRE1α に よっ て切 断 され る こ と以外 ほ とん どわ か っ て い ない 。そ こで 、XBIPImRNA

ス プ ライ シ ン グ の 分 子 機 構 を さ らに詳 細 に解 明 す る た め 、 この ス プ ライ シ ン グ反 応 を

IRE1α 組 換 え タ ンパ ク質 と細 胞 抽 出液 を用 い てinvitroで 再構 成 す る系 を構 築 した。

XBPImRNAス プ ライ シ ン グは 、核 抽 出液 よ りも細 胞 質 抽 出液 で 効 率 よ く起 き る こ とか ら、

この 反応 はサ イ トゾル で起 きて い る可 能 性 が 高 い こ とが示 唆 され た。 ま た 、 こ の反 応

には 、GTPは 必 須 で あ るが 、ATPは 必 須 で は な い こ とが わ か った 。酵 母Irelpに よ っ て

引 き起 こ され るHACImRNAの ス プ ライ シ ン グは 、tRNAス プ ライ シ ン グ と同様 な機 構 で

行 わ れ る こ とが わ か っ て お り、GTPとATPが 必 須 で あ る こ とが既 に報 告 され て い る こ と

を考 え る と、XBPImRNAス プ ライ シ ン グ機 構 は、HACImRNAス プ ライ シ ン グ とは異 な る

新 た な ス プ ライ シ ン グ様 式 で あ る可 能 性 が 高 い こ とが 明 らか とな った。
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小胞 体ス トレスセ ンサーで あるIRE1は 、真核 生物すべ てに保存 されてい る と考 え

られてい るセ ンサー であ るが、進化 の過程 で重複 し哺乳動物細胞 ではIRE1α 、IRE1

βとい う2つ のパ ラ ログが ある。IRE1α は転写 因子XBPlmRNAの スプ ライ シングに

関与 してお り、ス トレス存在 下で小胞体 品質管理 に関 わる遺伝子 群 の転 写誘 導 を行 な

い、IRE1β は28SrRNA切 断活性 を もってお り、翻訳 レベル を抑制す る ことが知 られ

てい る。本論文 は、 ヒ トIRE1の 機能 を明 らか にす る目的で、IRE1α とIRE1β の生

理活性の違い がC末 端側 のRNase領 域 に依存 してい るこ とをinvivo、invitroで 示す

とともに、IRE1α に よるXBPlmRNAの スプ ライ シン グ反応 の無細胞 再構築系 を考案

しIRE1α に よるXBPlmRNA切 断後 の リガーゼ反応 をにな う分 子の単離 を試み た も

のである。

本論文第一章 は、IRE1α とIRE1β の機 能差異 をにな う領域 の同定 を試みた ものであ

る。 申請者 は両者 の機 能差異 をにな る領域 はC末 側 のRNase領 域 にある と考 え、そ

の領域 を入れ換 えたキ メラ遺伝子6種 を作製 し、それ ぞれ の遺伝 子 を培養細胞 で発 現

す ることに よ り、IRE1α 活1生はXBPlmRNAの スプ ライ シング とBiPプ ロモー タを

もつル シフ ェラーゼ レポー ターア ッセイで、IRE1β は28SrRNA切 断活性 を指標 とし

て調べ た。その結 果IRE1α のRNase領 域 を もつIRE1は 、IRE1α の活性 を示 し、IRE1

βのRNase領 域 をもっIRE1は 、IRE1β の生理活性 を強 く示す こ とが わか った。次

にIRE1α 、IRE1β それ ぞれのサイ トゾル側部分 の組換 えタンパ ク質 をバ キュ ロウィ

ル スを用 いて作製 し、XBPlmRNAと28SrRNAのIRE1に よる切 断反応 をinvitro

で調べ た ところ、invivoで 調 べた結果 を支持す る結果 を得 た。 この こ とか ら、IRE1

のRNase領 域 がそれ ぞれ の特異性 を規 定 してい る とい う新知見 を示 した。続 いて第 二

章では、IRE1α のXBPlmRNAス プ ライ シングに関与す る未 知分子 を単離 同定す るた

めの、invitroの スプ ライ シング再構築 系 にっいて述 べてい る。IRE1α のサイ トゾル

側領域 の組換 えタンパ ク質 とXBPlmRNA前 駆体 にHeLa細 胞 由来の無細胞抽 出液 を

加 えるこ とによ りXBPlmRNAス プライ シ ング反応 を試 験管内で再現で きる ことを初

めて示す こ とに成功 した。 この反応 系 を用 いてATP,GTP要 求性 について調べた とこ

ろ、酵 母 のIre1-HaclmRNAの 系 とは異 な る こ とが わ か り、哺 乳 動 物 のIRE1α

一XBPlmRNAの スプ ライ シングは酵母 の系 と関与す る因子が異な る可能性が あるこ と

を示 した。

以上の よ うに、本論文 は哺乳動物IRE1α 、IRE1β の生理機 能 を明 らか にす る とと

もに、IRE1α に よるXBPlmRNA前 駆体 の細胞質 スプ ライ シング機構 の解 明 に迫 る 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。


