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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレスシグナル系におけるNO調節性性タンパク質の同定を試みた．その結
果，UPRセンサーの中，IRE1αおよびPERKがNOによって修飾されることがわかった．一方，ATF6にはまったく影
響を及ぼさなかった．IRE1のS－ニトロシル化は変性タンパク質を認識する初期段階には影響しないことが明ら
かとなった．しかしながら，RNase活性に必要な部位（KEN domain）におけるCys931/Cys951がNOの標的であり，
このとき，酵素活性は消失することが認められた．したがって，NOはIRE1αのCys931をニトロシル化すること
で，酵素活性を抑制していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：S-nitrosylation modulates important cellular processes in many cell types. 
We attempted to elucidate the effects of  S-nitrosylation on unfolded protein response (UPR) 
pathway. We found that nitric oxide (NO) can S-nitrosylate the ER stress sensors IRE1α and PERK. 
However S-nitrosylation of IRE1α inhibited its ribonuclease activity, S-nitrosylation of PERK 
activated its kinase activity and downstream phosphorylation/inactivation or eIF2α. Overexpression 
of IRE1α(Cys931) prevented S-nitrosylation and inhibition of its enzymatic activity, indicating 
Cys931 is the predominant site of S-nitrosylation. These results indicated that nitrosative stress 
leads to dysfunctional ER stress signaling, thus contributing to neuronal cell death.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 生体内でストレスあるいは受容体刺激に
伴って産生される NO や過酸化水素などの活
性酸素種（ROS）はタンパク質システインチ
オール基を酸化修飾する．とくに，システイ
ン残基が活性に重要な機能を担っている場
合，酸化により著しく機能変化を起こすこと
が知られている．申請者はこれまでに NO に
よる神経細胞死とそれに起因する神経変性
疾患発症機構について解析し，世界で初めて
ニトロソ化ストレスのタンパク質品質管理
系における標的（Parkin, PDI）を同定した
（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004, Science 
2005, Nature 2006）．さらに，新規 NO 結合
性タンパク質の網羅的同定法を開発し，多く
の NO 基質の単離にも成功している（Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 2011）．一方，NO や
ROS 以外にもシステインチオール基を酸化修
飾する物質は多く存在する．とくにメチル水
銀などがこれに該当することから，この作用
メカニズムに注目してきた．メチル水銀誘発
性神経細胞死におけるタンパク質品質管理
機構破綻／小胞体ストレス惹起機構を解析
したところ，NO と似た性質を示すものの，標
的や修飾部位が異なっていることを見出し
ている（Neurotox. Res.2015）．このことは，
小胞体ストレスを誘起するセンサーやシグ
ナルがレドックス制御され，さらに，感受性
が酸化ストレス毎に異なる可能性があるこ
とを示唆している．このような知見や報告は
これまでに全くされていない．したがって，
酸化ストレスの基質同定と作用様式を解析
することは，病態発症に連関している小胞体
ストレス経路（unfolded protein response, 
UPR）の新規な調節機構を提示することに繋
がることが予想され，本研究を計画した． 
 
２．研究の目的 
 これまでに１）酸化ストレスがどのように
小胞体ストレスセンサー活性を調節してい
るか？ ２）センサー毎の役割は理解されて
きているが，酸化ストレス感受性の違いはあ
るか？ ３）環境変化やストレスよる UPR の
活性化／不活性化は起こるか？ などの課
題はほとんど解析されていない．申請者はこ
れらの問題に対して，センサータンパク質や
UPR の酸化修飾による機能制御を切り口とし
て明らかにしていくことを計画した．２年間
の計画において，センサーおよび下流シグナ
ル分子が酸化ストレスによってどのような
影響を受けるのかを明らかにするため，基質
タンパク質の網羅的な単離同定を進め，最終
的に病態モデルでの検証を行う． 
 
３．研究の方法 
 まず小胞体ストレスシグナル系における
NO 結合性タンパク質の探索を行った．つぎに，
各種酸化ストレス剤（親電子性化合物）の効
果，修飾の特異性，酵素活性への影響を検討
する．単離されたタンパク質に対して，分子

サイズの異なる親電子性化合物である硫化
水素や 1,2-NQ などによっても酸化するか否
か，改変ビオチンスイッチ法や酸化修飾部位
を認識する抗体を使用して調べた．また，重
要なタンパク質（センサー蛋白質など）は
個々の特異的抗体を用いて個別に調べた． 
 各種センサー分子や標的タンパク質の修
飾部位改変型遺伝子発現細胞／ノックアウ
ト MEF などを使用して，酸化修飾の小胞体ス
トレスシグナルへの影響について詳細に調
べた．最終的に，酸化ストレス誘発性の神経
細胞死惹起経路をタンパク質修飾から証明
することを試みた． 
 各種親電子性化合物（酸化ストレッサー）
による酸化修飾に伴う酵素活性変化ならび
に UPR シグナルへの影響を調べた．とくに，
センサーの２量体／多量体化／自己リン酸
化，RNase 活性（xbp-1 mRNA スプライシング）
や JNK 経路，eIF2α リン酸化／ATF4 経路に
対して，親電子性化合物はどのステップに影
響を及ぼすのかを RT-PCR やウェスタンブロ
ット解析から明らかにした．ATF6 に関しては
ゴルジ体で限定分解を受けるので，その切断
の有無に関して特異的抗体を使用して検討
した．さらに，高感度 UPR 検出レポーターア
ッセイシステム（ERAI(ER stress activated 
indicator) ， UMAI （ UPR mediated ATF4 
indicator）やウェスタン解析を利用して，
どのUPR経路を活性化／不活性化するのかを
細胞レベルで明らかにした．  
 
４．研究成果 
 まず初めに，小胞体ストレスシグナル系に
おける NO 結合性タンパク質をビオチンスイ
ッチ法を用いて解析した．同時に，特異的抗
体を用いて分子特異的な修飾の有無を観察
した．その結果，UPR センサーの中，IRE1α
および PERK が NOによって修飾されることが
わかった．一方，ATF6 にはまったく影響を及
ぼさなかった．そこで，NO による IRE1 経路
への影響について解析を進めた．IRE1 は小胞
体内腔に変性タンパク質センサー機能を有
し，この蓄積に応じて，２量体／多量体化／
自己リン酸化を引き起こす．そこで，NO処理
をしたところ，これらの応答にはまったく変
化が認められなかった．このことから，IRE1
の S－ニトロシル化は変性タンパク質を認識
する初期段階には影響しないことが示唆さ
れた．つぎに，RNase 活性（xbp-1 mRNA スプ
ライシング）について調べたところ，NOはこ
のスプライシングを抑制した．そこで，RNase
活性に必要な部位（KEN domain）における Cys
残基を Ser 残基に変換した変異体を作成し，
NO の影響を調べた．興味深いことに，
Cys931/Cys951がNOの標的であることがわか
ったが，とくに，Cys931 変異体を発現した細
胞では NO の抑制効果が消失することが認め
られた．以上より，NO は IRE1αの Cys931 を
ニトロシル化することで，酵素活性を抑制し
ていることが示唆された． 



 メチル水銀は濃度，処理時間依存的に神経
細胞死を惹起することを確認した．この刺激
によって，速やかな ATF6 の限定分解や eIF2
のリン酸化が認められた．一方，IRE1 はそれ
自体の自己リン酸化は検出されたものの，下
流の XBP1 mRNA のスプライシングは全く認め
られなかった．そこで，IRE1 KO MEF を使用
し，これに Cys931 ならびに 951 を Ser に置
換した変異体をトランスフェクションする
ことでその効果を観察した．その結果，C931S
変異体発現細胞でのみ，メチル水銀による
XBP1 mRNA のスプライシングが認められた．
このことから，メチル水銀は IRE1 の Cys931
を標的として，この経路を阻害することがわ
かった．IRE1-XBP1 経路は抗細胞死効果に重
要なシャペロンなどの発現に関わっている．
一方，PERK および ATF6 経路は CHOP の発現を
介してアポトーシスを惹起することが知ら
れている．そこで，PERK 特異的阻害薬
GSK2606414 を処理し，メチル水銀による UPR
と細胞死に対する影響を調べた．GSK2606414
はメチル水銀による CHOP 発現を阻害し，ア
ポトーシス細胞数を有意に抑制することが
わかった．以上より，環境性親電子性化合物
であるメチル水銀は小胞体ストレスを介し
てアポトーシス様の細胞死を惹起すること，
これは主に PERK と ATF6 経路の活性化による
ことが明らかとなった． 
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