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動物細胞において､小胞体に変性タンパク質が蓄積 した場合 (この様な状態を小胞体ス トレ

スと呼ぶ)､変性タンパク質センサーである小胞体膜タンパク質 IRElαが活性化 し､転写因子

ⅩBPlの前駆体 mRNA(XBPlumRNA)を二ヶ所の特異的部位で切断し､スプライシング反応

を開始させる｡ このスプライシングによって ORF中の 26塩基のイン トロンが切 り出され､

フレームスイッチが引き起こされる｡スプライシングされた成熟型 mRNA(XBPIsmRNA)か

らは機能的転写因子が合成され､小胞体分子シャペロンなどの発現誘導を通して､変性タンパ

ク質の毒性から細胞を守る｡このスプライシング反応は細胞質で起こる非常にユニークな反応

であるにもかかわらず､そのメカニズムは十分には理解 されてお らず､そもそも XBPlu

mRNAがどのように小胞体膜上のIRElαに出合 うのかについては全く明らかにされていなか

った｡そこで､IRElによるXBPlumRNAのスプライシング機構の中でも特にXBPlumRNA

とIRElαが出会 うステップに着目して解析を行った｡

ジギ トニンを用いた細胞分画法によって､非ス トレス条件下の細胞ではXBPlumRNAは膜

上に分布することを見出した｡さらに､XBPlumRNAはIRElαによってスプライシングされ､

XBPIsmRNAになると膜上から解放されることも明らかにした0XBPlumRNAの変異解析

から､XBPlumRNAの膜局在化にはXBPlumRNAにコー ドされるタンパク質が必要である

ことを明らかにした｡XBPlumRNAの膜局在化能はPuromycin処理によって著しく減弱す

ることから､XBPlumRNAは自身を翻訳中のリボソームから伸長中の新生ポリペプチ ドを介

して膜にリクルー トされる可能性を示唆する結果が得られた｡さらに､XBPlumRNAがコー

ドするⅩBPluタンパク質はC末端側に存在する高度に疎水的な領域(HR)を介して膜に結合す

ることを見出した｡HRの欠失やアミノ酸置換による疎水性度の低下は変異体の mRNAの膜

局在化能を大幅に減弱させたことから､XBPlumRNAは自身を翻訳するリボソームから伸び

出た新生鎖の HRを介して膜にリクルー トされるという分子モデルを提唱することができた｡

最後にXBPlumRNAが膜局在化の生理的意義を検証するために膜に局在化 しないⅩBPlu変

異体を作製 し小胞体ス トレス時の IRElαによるスプライシング効率を調べたところ､野生型

と比較 して効率がかなり低下していたことから､XBPlumRNAは膜に局在化することでスプ

ライシングを効率化 していることを明らかにした｡

本研究はXBPlumRNAのIRElαによる細胞質スプライシングにおける未知のステップで

あるXBPlumRNAの膜局在化機構の存在とそのメカニズムを明らかにした｡この機構の様に

mRNA の成熟化のために自身がコー ドするタンパク質を利用する例は知 られてお らず､

mRNAの細胞内局在化機構 としても興味深い例を発見できたと考えている｡
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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UnfoldedProteinResponse(UPR)と呼ばれるス トレス

応答をする｡UPR は酵母からヒトまで保存されているス トレス応答であり､細胞の生存だけ

でなく発生や分化にも重要な応答経路であることが明らかとなってきている｡真核生物すべて

に保存 されている経路は IREl経路であり､その標的分子は酵母などの下等真核生物では

HAClmRNA､多細胞生物ではXBPlmRNAでいずれも転写因子をコー ドしてお り､活性化

した IRElによる特殊なスプライシングを受けることが知られている｡ IRElは小胞体膜上に

局在する小胞体ス トレスセンサーであり､分泌蛋白質経路にはいらないはずの HACl/XBPl

mRNAが､何故ス トレス下で効率よくスプライシングを受けるのかは謎であった｡

申請者は､動物細胞における IRElα-ⅩBPl経路において､転写因子 ⅩBPlをコー ドす

る前駆体XBPlumRNAが小胞体膜に局在 し､ス トレス下でIRElαによる細胞質スプライシ

ングを受け成熟型XBPIsmRNAに変換すると小胞体膜から遊離する､という新知見を得､そ

の制御機構を分子レベルで明らかにした｡まず申請者は､晴乳動物細胞を細胞分画しその分画

に含まれるRNAを解析することにより､XBPlumRNAの多くが膜画分に来ること､逆にス

トレス下で生成するXBPIsmRNAの多くはサイ トゾル画分に来ることを見出した｡次にこの

膜-の局在化が､①XBPlumRNAイントロン部分の特殊なループ構造によるのか､②イン ト

ロン配列によるのか､③翻訳されるタンパク質によるのかを､様々な変異型XBPlumRNAを

作製L細胞に発現させることにより検討 し､③の翻訳されるⅩBPluタンパク質のイン トロン

以降の配列 (3'断片と表記)に依存していることを見出した｡さらに､puromycin処理をする

とXBPlumRNAが膜から遊離すること､3'断片にコー ドされる疎水性領域 (HR2)が膜-の

局在化に必要なことを明らかにした｡また､膜に局在化 しないⅩBPlu変異体を作製 し小胞体

ス トレス時の IRElαによるスプライシング効率を調べたところ､野生型と比較して効率がか

なり低下していることがわかった｡以上の結果より､XBPlumRNAは自身を翻訳するリボソ

ームから伸長 している新生鎖の HR2領域を介 して膜に局在化 してお り､この機構により小胞

体ス トレスに効率良く対応 していることが明らかとなった｡

以上のように､本論文は､小胞体ス トレス時におけるXBPlumRNAの膜局在化機構 と局

在化による効率良いス トレス応答機構を分子レベルで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｡


