
審査 の 結果 の 要旨

氏名 築茂 由則

本研 究は 糖尿病
､

神 経変成 疾患
､ 癌な ど多く の 病 態と深 い 関与 が指 摘 され て

い る小胞 体 ス ト レ ス 応答 の 分子機構 に つ い て 明らか に す る た め
､

ス ト レ ス 応 答

に主要 な役割 を果た す ÅT F 6 の 活性化 を調 べ る系 に お い て
､ 抑制 的 に働く 新た

な制御因子 と して N U C B l の 発 見と機能解析 を試 みたも の で あり
､ 下記 の 結果

を得 て い る ｡

1 . N U C B l は小 胞体 ス ト レ ス 下 に お い て 発 現 が誘導され る こ と を R T-P C R
､

W e st e r n -bl otti n g に よ り 明 らか に した ｡ さらに プ ロ モ ー タ ー 解析 を行 っ た結

果 ､
ヒ トと マ ウ ス 間 で保 存され て い る E R ス ト レ ス 応答配列 E R S E II を同

定 した ｡ E R S E II を含む プ ロ モ ー タ ー

領 域を L u cife r a s e 遺伝 子 に つ な い だ

pl a s mi d を用 い て L u cif e r a s e a s s ay を行 っ た 所 ､ 小 胞 体 ス ト レ ス 誘 導剤

T u n ic a m y ci n 処理 に よ り活性 が増強され
､

E R S E II に 点変異 を導入 した場合

は そ の 活性が 著 しく減少 した こ と か ら E R S E II は N U C B l の 発現誘導に お

ける シ ス エ レ メ ン トと して機能 しうる こ とが示 され た ｡

2 ･ 小胞体 ス ト レ ス 応答 に お ける N U C B l の 機 能 を調 べ るた め
､

一

過性 発現 の

系 にお い て
､

ス ト レ ス 応 答 の マ
ー カ ー

遺伝子 で ある 小胞体局在 の 分 子 シ ャ

ペ ロ ン G R P 7 8 の 発 現 へ の 影響をそ の プ ロ モ ー タ ー

を用 い た L u cife r a s e a s s ay

と w e ste r n- bl otti n g に よ り評価 した ｡ そ の 結果 N U C B l を過剰発現 させ た 場

合 で は ､ 明 らか に G R P 7 8 の 発現が 抑制 され る こ とが 示 され た ｡

3 ･ G R P 7 8 の 発現誘導にお い て 重 要な小胞体膜結合型転写因子 A T F 6 の 活性 化

に対す る N U C B l の 影響に つ い て W e st e r n -bl otti n g に より 調 べ た ｡ 小胞体 ス

ト レ ス 依存 的に認 め られた A T F 6 の 活性型 - の プ ロ セ ッ シ ン グは ､
N U C I∋1

の 過剰発現 に よ り抑制 され ､ 反対 に si R N A を用 い て N U C B l の 発現 を抑制

した 場合 で は A T F 6 の 活性型 バ ン ドが 増加 した ｡ よ っ て N U C I∋1 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 ｡



4 . 免疫染色 に よ り N U C B l
､

ÅT F 6
､ なら び に A T F 6 プ ロ セ ッ シ ン グ酵 素 s I P

が 小 胞体 ス ト レ ス 下 にお い て ゴ ル ジ 体 に 共 局在 す る こ と を示 した ｡ ま た
､

A T F 6 と s I P が ス ト レ ス 依存的 に結合す る こ と を発見 し ､
N U C B l を発現 さ

せ た 場合で は そ の 結合 が抑制 され る こ と が免疫沈 降法 に よ り示 され た ｡

5 . 免疫染色 に よ り ス ト レ ス 下で の A T F 6 の 局在変化 - の N U C B l の 影響を調

べ た ｡ A T F 6 は ス ト レ ス 誘導剤 D T T 処 理 2 0 m i n 後 に ゴ ル ジ体 - 移行 し 4 0 m i n

後 で は さらに核移行 も見 られた が N U C B l を過剰発現 させ た 場合で は 4 0 m i n

後 にお い て も ゴ ル ジ局在を示 す割合が 多か っ た ｡ よ っ て N U C B l は ゴ ル ジ

体 で A T F 6 の 活性 化 を抑制 して い る こ とが 示唆され た ｡

6 . 過去 の 文献 に お い て 報告 され て い た N U C B l の ゴ ル ジ体局在と 細胞 外分泌

を制御す るメ カ ニ ズ ム と して N 末端 に 存在す る小胞体 シ グナ ル ペ ブ チ ドの

切断 の 有無 が 重要 で ある こ と を
､

切断 の 起 こ らな い 変 異型 N U C B l を作製

す る こ と で 明らか に した ｡ 切断 の 有無 は 野生型 と変異型 をi n vit r o にて 転写 ､

翻訳 させ た 産物 と シ グナ ル ペ プ チ ダ
ー ゼ を含む ミ ク ロ ソ

- ム 画分 と を反応

させ たサ ン プ ル も用 い て W e st e r n-bl otti n g を行 い ､ 分子量 の 違 い に よ り 示 し

た ｡ 切 断され な い 変異体で は ゴ ル ジ 体に局在 し
､ 培養上清中 - の 分 泌が 認

め られ な い こ と か ら
､

N 末端 シ グナ ル ペ プ チ ド の 切 断型 N U C B l は 分泌 さ

れ ､ 非切断型 N U C B l が ゴ ル ジ体に残 れ る こと が示唆された ｡

以上
､ 本論文 は小胞 体ス トレ ス に より 発現 が誘導され る遺伝子 N U C B l の 機

能解析 を行 っ た結果 ､ 小胞体 ス ト レ ス 応 答に重 要な転写 因子 A T F 6 の 活性 化 を

抑制す る 因子 と して働く こ と を明 らか に した ｡ 本研究 は こ れ ま で 未知 に等 し か

っ た A T F 6 の 負の 制御機構 を明らか に す る こ と で 複雑 な小胞 体 ス ト レ ス 応 答 の

分子機構 の 解明 に重要 な貢 献 をなす と考え られ ､ 学位 の 授 与 に値す る も の と考

え ら れ る ｡




