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小胞体ストレス応答遺伝子の機能と誘導機構

学位論文内容の要旨

  小胞体ストレス（小胞体機能の障害に伴い，成熟不全蛋白質が小胞体に蓄積する）に

対して細胞は様々な防御機構を作動させる．1）リポソームでの蛋白質合成の抑制，2）

小胞体シャペロンによる蛋白質の修復，3）小胞体から細胞質への排出とユビキチン→

プロテアソーム系による分解（小胞体関連分解：ER-associated degradation，ERAD)があ

る．小胞体ストレスが関与すると考えられる疾患はとして，アルツハイマー病やパーキ

ンソン病，ポリグルタミン病などの神経変性疾患の他，脳虚血，双極性うつ病，糖尿病，

リウマチなどがある，これらの疾患の原因解明と治療には小胞体ストレス応答機構の解

明が重要と考えられる．そこで，小胞体ストレス応答遺伝子の機能と誘導機構の解明を

本研究の目的とした．

！ ： /J,胞 佳 冬 ヒ ヒ 墨 ！三 よ ~ MnSODQ誘 導 とNF-KB： AP-1 cD活性 -f匕

  小胞体ストレスによって活性化した小胞体ストレスセンサーIRE1はTRAF2と結合し，

JNKを活性化することが報告されている，そこで，同じTRAF2の下流に存在するNF-KB

も小胞体ス卜レスによって活性化されるか検討した．小胞体ストレスによってNF・KBが

活性化し，IRE1のドミナントネガティブ体によってそのNF-KBの活性化が抑制される

ことが判明した．また，TRAF2のドミナントネガティブ体も小胞体ス卜レスによるNF-

KBの活性化を抑制した，これらの結果より，NF-KBは小胞体ストレスによって活性化し，

その活性化シグナルはIRE1とTRAF2を介して伝達されることが示された．さらに，こ

のシグナル伝達経路によるMnSODの誘導を見出した．このMnSODの誘導はIRE1のド

ミナントネガティブ体によって抑制された．また，小胞体ストレスはIRE1を介してJNK

の下流のAP-1も活性化することが示されたことから，小胞体ストレスによるMnSODの

誘導にはIRE1を介したNF-KBやAPー1の活性化が関与する可能性が示唆された．

2：ヒ．ヒERAD閏連遺伝壬(HRD1，SELl)Q固定と機能鯉蚯

  酵母のERADに関与する小胞体膜分子としてHrdlpとHrd3pがある．Hrdlpはユビキ

チンリガーゼ（E3）として基質蛋白質のユビキチン化に働き，RING―fingerドメインを有
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している，一方，Hrd3pはHrdlpの活性調節や安定化に関与する分子として報告されて

いる，そこで，HrdlpとHrd3pのヒトホモログの同定を行い，それらの誘導機構と機能

について解析した．アミノ酸の相同性，ドメイン構造および局在予測を用いて探索した

結果，Hrdlpの候補としてKlAA1810を，Hrd3pの候補としてSEL1を同定した，ヒトHRDl

は完全長をクローニングし，これらの遺伝子について実際に小胞体に発現するか確認し

たところ，確かに小胞体に局在することが示された．また，SELlとHRDlは細胞内で相

互作用することが示された．さらに小胞体ストレス誘導試薬によってHRDlとSELlは

誘導されたことから，酵母の特徴が保存されていることが明らかになった．さらに，HRDl

はE3活性を有するこIとが示された．そこで，HRDlのE3活性によって小胞体ストレス

が抑制されるか検討した結果，HRD1はE3活性依存的に小胞体ストレスによるアポトー

シス抑制することが判明した，

！ ：4ニ胞 佐ろヒ ヒ丕 l三 よる HRD1，SEI：！ Q透婆 とIREl-XBP1，ATF6丞Q閣皇

  HRD1とSEL1はいずれの小胞体ストレス応答系を介して誘導されるかIRE1－XBP1お

よびATF6の関与について解析した．その結果，HRD1はIREl-XBP1の経路によって誘

導されるが，SELIはATF6によって誘導される可能性が示唆され，誘導経路に特異性が

あることが判明した．さらに，HRDIとSEL1の誘導に関与するCIS-エレメントの同定を

行った，HRD1のプロモーター領域には小胞体ス卜レス応答に関与するERSE配列がニつ

存在し，そのうちーっはERSEのコンセンサス配列に完全に一致していた．ー方，SEL1

はERSEに類似した配列が存在したが，完全なERSEは見られなかった．そこで，HRD1

やSEL1のプロモーター領域の各種変異体を用いて解析した結果，HRD1はERSE配列が

転写促進に重要であったのに対し，SEL1はERSE様の配列に加え，その近傍のCGTGG

という配列が関与することが判明した，さらにATF6およびXBPIの過剰発現に対するこ

れ らの エレ メン 卜の応答性は，小胞体ストレスに対する応答と一致していた．

4．  HRDli三よるAPP金鰹とAf3産生抽制

  アルツハイマー病における老人斑の主成分であるp‐アミロイドの前駆体蛋白質APPが

HRD1による分解を受けるか検討を行なった．免疫沈降した結果，APPとHRD1蛋白質

はHRD1のC末端にあるproline-richドメインを介して結合することを見出した．また，

HRD1を高発現した293細胞株において，強制発現したAPP蛋白質量の明らかな発現低

下が見られた，さらに，Apの産生量に対するHRD1の影響を検討した結果，Ap（1－40），（1-42)

は共にHRD1の高発現細胞株においてその産生量が低下することが示された．さらに，

ATF6と XBP1に よ る UPR活 性 化 に よ っ て APPが 分 解 さ れ る こ と が 判 明 し た ，
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

小胞体ストレス応答遺伝子の機能と誘導機構

  小胞体の機能が障害されると，成熟が不完全な蛋白質が小胞体に蓄積する．この

状態を小胞体ストレスと言い，これに対して細胞は様々な防御機構を作動させる．1）

リボソームでの蛋白質合成の抑制，2）小胞体シャベロンによる蛋白質の修復，3）

小胞体から細胞質への排出とユビキチンープロテアソーム系による分解（小胞体関

連分解： ER-associated degradation，ERAD)がある．

  小胞体ストレスが関与すると考えられる疾患は様々な報告があり，アルツハイマ

ー病やパーキンソン病，ポリグルタミン病などの神経変性疾患の他，脳虚血，双極

性うつ病，糖尿病，リウマチなどがある．これらの疾患の原因解明と治療には小胞

体ストレス応答機構の解明が重要と考えられる，そこで，小胞体ストレス応答遺伝

子の機能と誘導機構の解明を本研究の目的とした．

  申請者は，小胞体ストレスによるNF-KBの活性化に機構について解析した．その

結果，小胞体ストレスによってNF-KBが活性化し，その活性化は小胞体ストレスセ

ンサーIRE1を介することを新たに発見した．また，IRE1とTRAF2が結合し，小胞

体ストレスによるNFーKBの活性化はIRE1ーrIRAF2の結合を介して伝達されることを

示した．

  っぎに，このシグナル伝達経路によって誘導される遺伝子としてMnSODを申請

者は発見した，小胞体ストレスによるMnSく）Dの誘導に：IRE1が関与すること，さら

に，小胞体ストレスはIRE1を介してTRAF2の下流のAP-1も活性化することを示め

した，以上の通り申請者は，小胞体ストレスによる1RE1を介したNFーKBやAPー1の

活 性 と ， そ の 経 路 によ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝子と して MnSODを 示し た．

っぎに申請者は，小胞体ストレス防御応答のーつERADの解析を行った，酵母の
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ERAD関連分子HrdlpとHrd3pのヒトホモログとして，アミノ酸の相同性，ドメイ

ン構造および局在予測を用いて探索した結果，新規にHRD1をクローニングし，SEL1

(Hrd3p)を同定した，さらに，これらの遺伝子について，実際に小胞体に発現する

ことを示し，SEL1とHRD1が細胞内で相互作用することを明らかにした．また，小

胞体ストレス誘導試薬によってHRD1とSEL1は誘導されることを示し，酵母のホモ

ログであることを明らかにした，さらに申請者は，HRD1はE3活性を有することを

示し，HRD1がE3活性依存的に小胞体ストレスによるアポトーシス抑制することを

見出した．

  申請者らはさらにHRD1とSEL1の小胞体ストレスによる誘導機構について解析し

た，始めに，IRE1ーXBP1およびATF6いずれの小胞体ストレス応答系を介して誘導さ

れるか検討した．その結果，HRD1はIREl-XBP1の経路によって誘導されるが，SEL1

はAF6によって誘導される可能性を示し，誘導経路に特異性があることを明らかに

した．さらに，HRD1とSEL1の誘導に関与するCIS-エレメントの同定を行い，HRD1

のプロモーター領域には小胞体ストレス応答に関与するERSE配列が存在し，SEL1

はERSEに類似した配列が存在することを明らかにした．また，SEL1の誘導には

CGTGG配列も重要であることがわかった．これらのことから申請者は，XBP1に対

する応答にはERSEが重要であり，ATF6の応答にはERSE以外のCGTGG配列も関

与することを示し，これらの配列差が小胞体ストレス対する誘導経路の差を生むこと

を明らかにした．

  最後に申請者は，アルツハイマー病における老人斑の主成分であるp．アミロイドの

前駆体蛋白質APPがHRD1による分解を受けるか検討を行なった，その結果，APP

とHRD1蛋白質はHRD1のC末端にあるproline－richドメインを介して結合すること

を見出した，また，HRD1を高発現した293細胞株において，強制発現したAPP蛋

白質が減少することを見出した．さらに，Ap (1-40），（1―42）は共にHRD1の高発現

細胞株においてその産生量が低下することを示した，加えて，ATF6とXBP1による

UPR活性化によってAPPが分解されること見出した．

  以上の通り，申請者は小胞体ストレス防御機構として新規のシグナル伝達経路IRE1

を介したNF-KBの活性化を見出した．また，ERADに注目し，新規遺伝子としてHRD1

をクローニングした．さらにHRD1の誘導機構を解明し，HRD1が小胞体ストレス防

御作用を有すること，APPを分解することによってApの産生を低下させることを発

見した，よって，申請者は博士（薬学）の学位を受領するに十分な資質を有するもの

であることを認めた．
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