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環境 要因 に よって変性 タ ンパ ク質 が小胞 体内腔 に蓄積す るこ とを小胞 体 ス トレス と

呼ぶ。 この小胞体 ス トレスに対 してUnfbldedProteinResponse（UPR） とい う生体応

答 が知 られ てい る。UPRを 引 き起 こす小胞体 ス トレスセ ンサー として、出芽酵母 では

Irelp、 高等真 核生物 ではIRE1が 同定 され てい る。Irelp／IRE1は 小胞体膜 貫通型 タ

ンパ ク質 であ る。その うち細胞質側 のRNaseド メイ ンは、UPR関 連 転写 因子HAO1／

XBP1のmRNAを 部位 特異的 に切 断 し、スプライ シ ングを誘 導す る。先行研 究か ら、

朋01∠XBPImRNA上 に2カ 所 存在 す るIrelp／IRE1切 断部位 には、それ ぞれ5’

－C（・3）NG（－1）NNG（＋3）N・3’で表 され るコンセ ンサス配列 が存在 し、G（・1）の3’ 末端

側 が切 断部位 で ある ことが示 され てい る。HAOImRNAに は コンセ ンサ ス配列 を含 む

部位 が10ヶ 所 あ るが、Irelpは スプ ライ シング部位 しか切 断 しないた め、Irelpの 基

質認識 には配列認 識 を越 えた高次構造認識 の存在が示唆 され る。そ こで本研 究 では、

Irelpに よる基 質認 識様式 を決 定す るため に、生化学的 な手法 と核磁 気共鳴法 を用 いて

朋01mRNAの 切 断機構 の解析 を行 った。

は じめ に、 タ ンパ ク質分解酵 素に よる限定分解 を行い 、切 断活性 を保 持 した安 定な

RNaseド メイ ン（994・1115）を同定 した。詳 細な切断機構 の解 明のため、同定 したRNase

ドメイ ンを用 いてinvitro基 質切 断実験 を行 った。そ の結果 、Irelpは7塩 基 の コンセ

ンサ ス配 列のみ で部位 特異的 な切 断 を行 う事 が示 され た。加 えて変異 体基質 の解析 か

ら、保存残基G（ －1）は切 断 に必須で あ る事 が分 かった。 また保存残基C（ ・3），G（＋3）は、

2塩 基 間の相補 的 な配列 関係 を保持す る事で塩基置換 が可能で あ り、 この残基 間の塩

基対形成 が示 唆 され た。そ こで、G（＋3）のみ を15N安 定同位 体標識 し、1H・15N且SQc

スペ ク トル 上でイ ミノプ ロ トンシ グナルの 同定 を行 った。 その結果 、HAC1∠XBP1両

コンセ ンサス配列 においてG（ ＋3）由来のイ ミノプ ロ トンシグナル を同定 した。観 測 さ

れた化学 シフ ト値 か ら、このイ ミノプ ロ トンシ グナル はG（ ＋3）・C（・3）塩基対 に よるもの

で ある と考 え られ た。また、この実験 を行 うにあた って、長鎖RNAの 任意 の グア ノシ

ンを効率 よく安 定 同位 体標 識す る方法 を開発 した。

以上 の結果 か ら、Irelpが 切 断部位 として認 識す る基質mRNAは 、コンセ ンサス配

列 中のC（・3），G（＋3）間で塩 基対 を形成 し、2残 基 目にG（ ・1）を持 つテ トラルー プを形成

してい る と考 え られ る。この様 式のテ トラルー プはH401mRNAの スプ ライ シン グ部

位 で のみ形 成可能 で あ り、そ の他 の コンセ ンサス配 列 を含 む部位 で は形成 出来 ない。

さらに、IRE1α が切 断す るXBPImRNA以 外 の4種 のmRNAの 全てで この様式 のテ

トラルー プが形成可能 であ るこ とか ら、Irelp／IRE1の 基質認識機構 は共通 してお り、

2残 基 目にG（ ・1）を持 つテ トラルー プの形成 が重要 な役割 を果たす と考 えられ る。
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Irelpは 小胞 体内 に蓄積す る変性 タンパ ク質 のセ ンサーで あ り、酵母 にお ける小胞体

ス トレス応答 （UPR） にお いて主要な役割 を果 た している。IrelpはUPR関 連転写 因

子HAO1のmRNAを 部位 特異的 に切 断す る ことでスプ ライ シングに寄 与す る。Irelp

が切断可能 な コンセ ンサス配列 はHAOImRNAに10カ 所存在す るが、スプ ライ シ ン

グを受 ける2カ 所以外 では切 断 され ない。本論 文では、Irelpに よる 朋01mRNAの

切断機 構 の詳細 を明 らか にす るた めに、IrelpのRNaseド メイ ンの同定 、基質HAOl

mRNAのNMR構 造解析 、RNaseド メイ ンとのNMR相 互 作用解析 、切 断実験 によ る

基質mRNAコ ンセ ンサス配列 の再検討 、部位 特異的安定 同位 体標識 法の開発 、NMR

による基質mRNAの 塩 基対形成 の検証 、な どが行 われ てい る。

本論文 の成 果 は以 下の通 りで あ る。 タンパ ク質分解酵 素 に よる限定分解 か ら、切断

活性 を保持 した安 定なRNaseド メイ ンを同定 し、大腸 菌 に よる大 量発 現精 製系 の確立

に成 功 した。切 断反応産物 の質 量分析やNMR解 析 か ら、このRNaseド メイ ンが全長

Irelpと 同 じ切 断機構 を持つ こ とを確認 した。基質HAOImRNAのNMR構 造解析 か

ら、 コンセ ンサス配列7塩 基 以外が、右巻 き2重 らせ んか らな るステム構 造 を持っ こ

とを明 らか に した。NMR相 互作用解析 か ら、RNaseド メイ ンが基 質mRNAの ステ ム

領域 とは相互作用 しない こ と、 コンセ ンサ ス配列7塩 基近傍 で相互作 用 してい る こと

を明 らか に した。 切 断に必 要な コンセ ンサス配列の再検討 か ら、7塩 基 の コンセ ンサ

ス配 列のみで部位 特異的な切 断が可能 である こと、保 存残基G（ ・1）は切 断に必須で ある

こと、保存残基C（ －3）お よびG（ ＋3）は2塩 基 間の相補 的 関係 の保持 が必須 で あ り、塩基

置換 が可能で あ ることを明 らか に した。 このC（・3）とG（＋3）の相補的 関係 か ら、塩基対

形成 が示唆 され たため、G（＋3）のみ を15N安 定 同位体標識す る新規 手法 を開発 し、NMR

に よるG（＋3）－C（－3）塩基対形成 の検 証に成 功 した。これ らの結果 か ら、基 質mRNAは 、

コンセ ンサス配列 中のC（ －3）－G（＋3）間で塩 基対 を形成 し、2残 基 目にG（ －1）を持つテ ト

ラル ープ を形成 し、Irelpに よって切 断部位 として認識 され る と帰 結 した。 この基質

mRNAの 特徴 は、最近発見 され たIRE1α の新 た な基質mRNAに お いて も見いだ され

てお り、本論 文 で提案 してい る基質mRNA認 識切断機 構 は、酵母Irelpだ けで な く高

等真核 生物IRE1に おいて も保 存 されて いる一般 的な機構 で ある と考 え られ る。

以 上の よ うに、本論 文は小胞体ス トレス応答 にお いて重要な役割 を果 たすIrelpの

RNaseド メイ ンによる基質mRNA認 識切 断機構 をNMRや 生化学 的なデー タか ら明

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。


