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【序論】

4 個体ス トレス とは

小胞体は5j
L:
;必タンパク質や膜タンパク質､ 脂質の合成やカルシウムイオンの貯留などの機能を担

つ･ てい る重要な細胞内小器官である｡ 分泌タンパクや膜タンパクは､ こ こ で糖鎖付加､ ジス ルフィ

ド結合などの修飾を受け､ 立体構造の形成が行われる｡ しか しながら成熟に失敗したタンパクは異

常タンパク ( u ld old ed p r o te in) と して認識され小胆体ス トレス (E R ス トレス) と して感知される.

異常タンパクが生じる原因と しては ､ 低グル コ
ー

ス状態における糖矧廓師の異常､ 遺伝的要因に伴

っ たシステイン残基の変異によるジスルフィ ド結合の異常､ 小胞体シ ャ ペ ロ ンの機能低下､ 許容を

上回るタンパク合成など多岐にわたる｡ こ のような多くの原因によっ て生 じた異常タンパ クの蓄積

は細胞にとっ て
､ さらには生体におい ても非常に有害である｡ 細胞はこの1 億 カ､ ら抜け出すため小

脆体ス トレス応答 (u p R ‥U nf old ed P ro t ei n R e sr x ' ns e) を起こす｡

_

E RI N

小胞体ス トレス応答に重要な役割を果たすのが小胞体膜上 に存在するセンサ
-

の 1 つ A T F 6 であ

る｡ A T F 6 は C 末端が小胞体内側に､
N 末端が細胞質側へ配向した 2 型膜貫通タンパクであり､ N

未側は転写因子として機能する ｡ 通常 A T F 6 は小胞体内領域で分子シャ ペ ロ ン G R P 7 8 と結合して

不活性の状敷こ保たれているが､ 小胞体内に異常タンパクが発生するとそれらの構造の回復をはか



るため G R P 78 が A T F 6 から解離する｡ フリ ー になっ た A T F 6 はゴルジ体へ と移行する｡ そ して ゴ

ルジ局在プロテア
ー

ゼである sit e-I-p r o te a s e(S I P) により膜貫通部位近傍で最初の切断を受け､ さら

に膜内部位で同様にゴル ジ局在プロテ ア ー ゼである S 2P によ っ て 2 番目の切断を受け N 末端側が

フリ ー になり､ 核 へ と移行 して G R P 7 8 をはじめとする小胞休シャ ペロ ンを誘導 し異常タンパクの

構造回復をはかる｡

本研究ではこの A Ⅳ6 を制御する新たな因子と して N U C B l を見出しその制御機構を解析した｡

N U C B l はもともと自己免疫疾患マウス由来の B 細胞株 K M . 1-7 の培養上清中に見いだされ B 細

胞の分化､ 増殖活性を有することが報告されたが｡ その後は細胞内におい てはゴルジ体内に局在す

るタンパクと して報告されて いる｡
N U C B l は C a

2 '

イオン結合タンパクにヰ萌数的な E F-h a nd モチ
ー

フを有しており､
この ドメインを介して ゴルジ体でのカルシウムイオン濃度の調節を行っ ているこ

とが示唆されてい る｡ しか しながらN U C B l の機能の詳細は明らかとな っ て いなかっ た.

【方法と結果】

ER 1 ヒ 岨 ; よるNLJC B l の萱現連中

小胞体ス トレス応答の制御に関わる因子の多くが､ 小胞体ス トレス により発現誘導される｡ 新た

な制御因子を探るため､
H T I O 8 0 細胞 ( ヒト線維肉腫) を用いてグル コ ー ス飢餓により発現誘導

される遺伝子 につ いてマ イクロア レイ解析を行い ､ 有意に発現誘導が認められた遺伝子群の中から

N U C B l に着目した｡ マイクロア レイの結果を確認するため N U C B l の発現誘導につ いて R T PC R

法 にて解析 した｡ その結果､ グル コ ー ス飢餓 (G S) ､ 2 D G ( 2 - d e o x y g 山c o s e) ､
T u ni c a m y cin 処

理 ( いずれも糖鎖付加を阻害し異常タンパクを発生させる代表的な E R ス トレス誘導剤) により､

コl ン トロ
ー ルであるG R P 7 8 同様に m R N A レベルでの発現上昇が確認された(Fig u r e 1 A) 0

次に N U C B l のタンパク レベ ルでの経時変化につ いてウ エ スタンプロ ッ ト法にて検討した｡ その

結果2 D G 処理後1 2 時間から発現の上昇が確認された(Fig u r e 1 B) ｡

H T I 0 8 0

2 D G O 6 1 2 2 4

N U C B I

G R P 7 8

β
-

a c ti n

Fig u r e 1 N U C B l のE R ス トレス に よる発現読書



坦U C Bl は E R ス トレス応答を抑制する

N U C B l が E R ス トレス応答の制御に関わっ ているかどうかを検討するために E R ス トレス によ

り誘導される代表的な遺伝子である GF W 7 8 のプロモ - タ 一 領域をルシフ ェ ラ
ー ゼベクタ

ー

に組み

込んだ pG R P 7 8 - L u c を用いて レポ 一

夕
ー

ア ツセイを行っ た｡ H T I O 8 0 細胞に pG R P 7 8 - L u c を遺

伝子導入し
､
T u nic a m y ci n 処理したとこ ろ､ 濃度依存的l コレシフ ェ ラ

ー ゼ創生が有意に上昇した｡

-

方で p G R P 7 8 - L u c とともに p N U C B l を遺伝子導入 した場合､
G R P 7 8 の ルシフ ェ ラ - ゼ創生は

いずれの濃度においても有意に抑制されることがわかっ た(Fig u r e 2 A) ｡

また､ E R ス トレス応答に重要な A TF 6 の 9 0 k D a の前馬区体から;創生型 p 5 0 A T F 6 へ;創生型 へ の

プロセッ シ ングのイベ ントに影響して いるかどうかを検討した Fla g 標識した A T F6 を H T I 0 8 0

細胞に遺伝子導入 し､ ¶ a p sig a rgin 処理による p9 0 A T F 6 の;創生型 p 5 0 A T F 6 へ のプロセッ シン

グを抗F[a g 抗体を用いてウエ スタンプロ ッ ト法により検討 した p9 0 A T F 6 は T h a p s b a rgin 処理

時間に依存してプロセッ シングされ､ p 5 0 A T F 6 のバ ンドが出現 した｡ これに対 して N U C B l を共

発現させると p 5 0 A T F 6 が減少することが明らかにな っ た(Fig u r e 2 B) ｡ よ っ て N U C B l は A T F 6

の プロセッ シングを抑制していることが示唆された｡
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Fig u r e 2 N U C B l はE R ス トレス応答を沖8Iする
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呈上レス下での AI T 6 と SI P の結合を抑制する

各種E R ス トレス誘導剤により､ S I P と A T F 6 の結合が増強されることを見出した (Fig u r e 3 A) ｡

そして､
N U C B l を共発現させた場合に A TF 6 と S I P の結合へ 影響を及ぼすのかどうかにつ いて

検討した｡
T h a p sig a rgin 処理後1

, 3 時間いずれにおいてもSI P と A T F 6 の結合が増強されたが
､

NIJ C B l の共発現下においてはその結合が減少することが明らかとな っ た (Fig u r e 3 B IP 上段) ｡ そ

れと
一

致 して A T F6 の プロセ ッ シ ングも抑制されて いた (Ly s a t e 上段) ｡ この ことから N U C B l

は A T F 6 の S I P との結合を抑制することによっ て;創生型へ のプロセ ッ シングを阻害していること

がこ強く示唆された｡
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次に A T F 6 の E R ス トレス 下での局在変化に対する N U C B l の影響を免疫蛍光染色により検討 し

た｡
A T F 6 は D T T 処理後2 0 分でゴルジ体へ と移行 し (矢印) さらに､ 4 0 分後では核局在も確

認された(矢頭) ｡ これに対して N U C B l を遺伝子導入した場合では､ D T T 処理後2 0 分での A TF 6

の ゴル ジ体移行は同様に観察されたが､ 4 0 分後での核移行は有意に抑制されて いた (矢印) ｡ こ

のことからN U C B l はゴルジ体で A TF 6 の活性化を抑制して いることが示唆された｡

A T F 6 A T F 6 + N U C B l

D T T
.
1 rn M

A T F 6 N u cL e u s M e r g e A T F 6 N U C B I M e r g e

o m i J + A Jr + r
2 0 m i n B JLJL 4]JL ■
4 0 m i J JL ■ql + I

Fig u re 4 N U C B l は ゴル ジ体で の A T F 6 活性化を阻害する

g U C B l には N 末シグナルペ プチドの切断型と非切断型が存在する

Fig u ｢ e l B , 2 B で見られるように N U C B l は内在性のもの
､ 遺伝子導入 したもの ､ いずれにおい

ても分子量のわずかに異なる 2 つの バ ンドが確認された｡ この分子量の差が N 末端の シグナル ペ

プチ ドの切断の有無によるものであるかどうかを検討するため, シグナルペ プチド切断部位周辺に



変異を導入 した N U C B l を作製した (Fig u r e 5 A) ｡ 切断部位周辺の アミノ酸置換は切断効率に大

きな変化をもたらすことが知られているc in vitr10 での シグナル ペプチダ ー ゼによる切断の有無を

検討 したとこ ろ､ 細胞溶解液から調製 した N U C B l (Fig u r e 5 E = a n e l ) は 2 本の バン ドを示 した

の に対して J

'

n vitr o で合成した N UC B l は上方のバン ドのみ (7 a n e 2) の シングノL/†ンドとなっ

た ｡ こ こ に シグナル ぺ プチダ ー ゼを含む ミク ロ ソ ー ム画分を加 えると下方の バ ン ドが現れた

(la n e 3) ｡ しか し V 2 4 F / A 2 6 F では下方のバ ンドは全く検出されなか っ た (la n e 4
､

5) ｡ また､

シグナル ペプチド部分 (1 - 2 6 a a) を欠損させた N U C B l は下方のバ ン ドと同様の泳動位置を示し

た (la n e 6) . 以上の結果から､ ウ エ スタンプロ ッ トで観察された N U C B l の 分子量の差は､
N 末

端シグナルペプチドの切断の有無によるものであることが強く示唆された｡
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Fig u r e 5 N U C B l はN 未シ グナル ペ プチ ドの切頼型 ､ 非切析型が存在する

担末シグナルぺプ 坤
これまで に N U C B l は､ 主 に j

.

)レジ体局在タンパクであり､ また細胞外分泌タンパクと して報告

されてい る｡ しか しながらこれらの局在制御の メカニ ズムにつ い てはまだ明らかとされていな い｡

N U C B l の局在の遠いがシグナル ペプチ ドの切断によっ て幕臓はれる可能性を検討するために､ 切

断されやすい変異体 P 2 8 A
､ 切断されない変異体 V 2 4 F / A 2 6 F を用いて細胞外 へ の分泌と細胞内

における局在につ いて検討した｡ 細胞にそれぞれの N UC B l 遺伝子を導入 し2 4 時間後､ 無血清培

地に交換し､ 6 時間培養した｡ そ して垣養上溝ならびに細胞をそれぞれ回収 し
､ 抗 V 5 抗休を用い

てウ エ スタンブロ ツティ ングを行っ た｡ その結果 ､ P 2 8 A は培養上溝中へ の分泌が認められたが､

V 2 4 F / A 2 6 F では明らかに5j
i :

;必が減少していた (Fig u r e 6 A) ｡

一

方細胞内局在は
､

V 2 4 F / A 2 6 F は W T 同様にj
t

) レジ体に局在するが､
P 2 8 A は j

'

)レジ体局在

も見られたものの大部分が小胞体局在を示 した (Fi9 u r e 6 B) ｡ 以上の結果から､ N U C B l はシグナ

ル ペプチドが残ったものが カレジ体に局在でき, 切断されたもの は細胞外へ と分泌されることが示

唆された｡



a
e

e

9

N
･

t

]

3

凸

｣

9

N

V
]

｣

寸

N

>

V
9
N

d

ト

≧

エ

リ

O
≡

s u p e r n a b nt E
C ell 吋s ate 一■ ●一 ●■ -

d i i[i

学i j i
■i i i

F 晦u r e 6 N 未シ グナル ペプチ ド切特に よる分泌 ､ 局在の変化

坦未シグ 岬
N U C B l - W T と P 2 8 A の A T F 6 のプロセッ シ ングの阻害効果について比較検討した｡ H T 1 0 8 0

細胞に F[a g
- 標識した A TF6 と N UC B l - W T または P 28 A を遺伝子導入し, T h a p sjg a rgj n で 3 時

間刺激後の A T F6 プロセッ シングをウ エ ス タンプロ ッ ト法 にて解析した｡ W T を遺伝子導入 した

場合では;副生型 A TF 6 の検出量は有意に減少したのに対 して ､
P 2 8 A の場合では M o c k に近 い レ

ベルで検出された (Fig u re 7 A) ｡

さらに N U C B l - W T
､
P 2 8 A の A T F 6 による G RP 7 8 のプロモ ー タ ー 活性へ の影響につ いてもル

シフ ェ ラ ー ゼアツ セイを用 いて検討した｡ その結果､
W T は遺伝子導入量に上[15 ル て顕著な抑制効

果が認められたの に対して ､
P 2 8 A はほとんど抑制効果がみられなか っ た｡

ほとんどが切断型となる P 2 8 A では A T F 6 のプロセ ッ シング抑献 創生が有意に減少したことか

ら､ 非切断型 N U C B l ( j
'

)レジ体局在) が A TF 6 の制御に重要な役割を果た して い る可能性が示

唆された｡
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Fig u r e 7 切群型 N U C B l のA T F 6 沖粥活性の低下
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Fig u r e 8 N U C B l は ゴル ジ件におけるA T F 6 議性牝イ ベ ン トを沖#I する

【まとめ】

本研究によリ E R ス トレス によっ て誘導されるゴルジ体局在タンパク ･ N U C B l が E R ス トレス

応答に重要な因子 j m 6 のi創生化をゴルジ体で抑制するという新規な制御メカニ ズムが明らかにな

っ た｡ さらに N U C B l の N 末シグナル ペプチドが､ ゴルジ体局在に重要であるこ とを明らかに し

た｡ 本研究は非常に複雑な小胆体ス トレス応答の解明につながりものであり､ E R ス トレスが関与

するとされるガン､ 糖尿病､ 神経変成疾患など多くの疾患の分子 レベ ルでの理解､ さらには治療法

の開発に貢献するものであると考えられる｡




