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研究成果の概要： 
近年、多くの疾患が様々なストレスによって引き起こされることから、細胞のストレス応答

機構を探ることは、ストレスに対する生体防御機構を知るうえで重要な研究課題である。細胞
のストレス応答反応の一つとして、細胞に対して熱ストレス・ミトコンドリア機能障害・酸化
ストレス・UV 照射などのストレスを与えると、ストレス顆粒と呼ばれる凝集体が細胞質に形成
されることが知られている。我々は、ストレスの種類に応じて TIS11 がストレス顆粒に局在す
ることを初めて発見し、ストレス顆粒内で TIS11 が mRNA 不安定化因子として機能していること
を報告した。 
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１．研究開始当初の背景 
神経成長因子（NGF）は交感神経や知覚神

経の分化・生存維持・再生修復に必須となる
神経栄養因子の一つである。そこで、神経細
胞特有のプログラムを解明することを目的
として、NGF の作用機序に焦点を置いた研究
が世界中で繰り広げられ、NGF によって発現
誘導される初期応答遺伝子として転写因子
やサイトカイン類などの遺伝子が報告され
ていた。我々は、ホルボールエステル（TPA）

で誘導されることが知られている TIS
（TPA-Induced Sequences）遺伝子群におい
て、TIS11 遺伝子が NGF 刺激時の初期応答遺
伝子の一つであることを報告した。この発見
を機に、我々は TIS11 遺伝子の発現調節機構
を解明するために、TIS11 遺伝子のプロモー
ター領域の解析を進め、TIS11 遺伝子の発現
調節機構の一端を解明することができた。さ
らに、TIS11 遺伝子の翻訳産物である TIS11
タンパク質は特異な Zn2+フィンガー構造を有
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しており、我々は TIS11 タンパク質の機能解
析についても研究を進めた。その結果、NGF
に応答して交感神経細胞様に分化する副腎
髄質 PC12 細胞を用いて、TIS11 が転写活性化
因子であることを初めて発見し、TIS11が NGF
の生理作用に関与する転写調節因子の一つ
であることを示した。さらに、細胞質で合成
された TIS11 は、核内へ移行して、はじめて
転写調節機能を発揮することから、核-細胞
質間における物質輸送という視点から研究
を進め、TIS11 の一次構造にて核内移行シグ
ナル領域ならびに核外移行シグナル領域を
同定し、TIS11 が核-細胞質間をシャトルして
いることを見出した。一方、海外の研究グル
ープによって、TIS11 が腫瘍壊死因子α、顆
粒球マクロファージコロニー刺激因子、イン
ターロイキン-3 などの mRNA の 3’非翻訳領
域に存在する AU-rich エレメントに結合し、
mRNA を不安定化させることが報告された。さ
らに、TIS11 がアポトーシス誘導因子として
機能することも報告された。以上のことから、
我々の研究成果と海外の研究グループの研
究成果を考慮すると、TIS11は多機能性の Zn2+

フィンガータンパク質であることが想定さ
れた。 
 
２．研究の目的 

細胞のストレス応答反応の一つとして、
細胞に対して熱ストレス・ミトコンドリア
機能障害・酸化ストレス・UV 照射などのス
トレスを与えると、ストレス顆粒と呼ばれ
る凝集体が細胞質に形成されることが報告
され、その生理的意義が注目されている。
通常、翻訳中の mRNA はリボソームが複数連
なったポリソーム構造をとる。しかしなが
ら、ストレスが加わると、不完全な翻訳開
始装置が構築され、ポリソーム構造が崩壊
し、それらが凝集してストレス顆粒が形成
され、その結果、翻訳反応が抑制されると
考えられている。事実、ストレス顆粒には、
未翻訳の mRNA、一部の翻訳制御因子、リボ
ソームタンパク質の分解物などが存在する
ことが報告されている。ストレス顆粒の形
成によるストレス特異的な翻訳抑制は、ス
トレスに適応するための細胞の防御機構の
一つとされ、ストレス時における異常なタ
ンパク質合成を最小限に抑え、ストレスか
ら細胞を保護すると考えられている。我々
は、ストレス条件下において TIS11 がスト
レス顆粒に局在することを独自に見出した。
そこで、本研究では、ストレス条件下で形
成されるストレス顆粒における TIS11 の機
能的役割を解明することを目的として、以
下に示す研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1)ストレス条件下における TIS11 ファミリ

ー分子のストレス顆粒への移行様式の解析 
① TIS11 ファミリー分子の GFP（green 

fluorescent protein）融合タンパク質
発現ベクターの作製 

TIS11、TIS11b あるいは TIS11d のペプチド
断片(野生型および変異型)をコードする DNA
断片を PCR 法により増幅し、種々の DNA 断片
を GFP 発現ベクターに組み込んだ。次いで、
蛍光自動シークエンサーにより DNA断片の塩
基配列を確認した。 
② 遺伝子導入細胞の免疫蛍光染色法 
COS7 細胞は、10%牛胎仔血清を含む DMEM を

用いて 37℃、5%CO2 存在下で継代培養した。 
COS7 細胞をチャンバースライドに播種し、細
胞密度が 80%になるまで培養した。次いで、
種々の発現ベクターを COS7 細胞内へ遺伝子
導入し、14 時間後に遺伝子導入細胞に対して
熱ストレス処理（44℃、30 分間）、FCCP 処理
によるエネルギー枯渇ストレス（2μM FCCP、
1 時間）あるいは亜ヒ酸処理による酸化スト
レス（1 mM 亜ヒ酸、30 分間）を与えた。そ
の後、TIA-1 抗体を用いて遺伝子導入細胞を
免疫蛍光染色し、作製した細胞標本を共焦点
レーザー顕微鏡で検鏡し、TIS11 ファミリー
分子の細胞内局在の解析を行った。 
(2) p53 誘導性アポトーシスにおける TIS11
の細胞内局在の解析 
tsAM5D 細胞は、10%牛胎仔血清および G5 サ

プリメント(インスリン、トランスフェリン、
亜セレン酸、ビオチン、ヒドロコルチゾン、
塩基性線維芽細胞増殖因子、 上皮増殖因子)
を含有する DMEM を用いて、IV 型コラーゲン
をコートしたディッシュ上にて 33℃、5%CO2
存在下で継代培養した。また、培養温度を
33℃から 39℃にシフトすることにより、p53
誘導性のアポトーシスを惹起させた。TIS11
の mRNA 発現量は、 TIS11 遺伝子に対する特
異的プライマーを用いたリアルタイム RT- 
PCR 法により定量した。TIS11 の細胞内局在
の解析は、TIS11 抗体および TIA-1 抗体を用
いた免疫蛍光染色を行い、作製した細胞標本
を共焦点レーザー顕微鏡で検鏡した。 
 
４．研究成果 
特定のペプチド断片を GFPに融合させたタ

ンパク質を細胞内に発現させることにより、
GFP の局在を指標にして、融合したペプチド
断片の細胞内移行活性を評価することがで
きる。そこで、ストレス条件下における TIS11
の細胞内局在を解析するために、まず初めに
TIS11 の全長（1-320）および Zn2+フィンガー
領域（76-161）の GFP 融合タンパク質発現ベ
クターを作製した。次いで、それぞれの GFP
融合タンパク質を COS7 細胞に一過性に発現
させた後、熱ストレス、ミトコンドリア機能
阻害剤 FCCPによるエネルギー枯渇ストレス、
亜ヒ酸による酸化ストレスを与えた。その後、



 

 

 

Fig. 1.  Subcellular localization of TIS11-GFP fusion proteins under the various stress conditions. 

 

Fig. 2.  Recruitment of TIS11 mutants to stress granules under the oxidative stress condition. 

 

Fig. 3.  Effect of various stresses on recruitment of TIS11 family proteins to stress granules. 

 



 

 

ストレス顆粒のマーカー分子である TIA-1
（T-cell intracellular antigen-1）に対す
る免疫蛍光染色を行い、GFP と TIA-1 の局在
を指標に TIS11 の全長および Zn2+フィンガー
領域のストレス顆粒への移行について解析
した(Fig.１)。  
熱ストレスや FCCP によるエネルギー枯渇

ストレスを与えた細胞では、TIS11 全長
（GFP-TIS11 (1-320)）は細胞質全体に顆粒
状に存在し、その顆粒が TIA-1 陽性のストレ
ス顆粒と一致したため、 熱ストレスや FCCP
によるエネルギー枯渇ストレスでは TIS11全
長はストレス顆粒に移行することが判明し
た。一方、亜ヒ酸による酸化ストレスを与え
た細胞では、TIS11 全長（GFP-TIS11(1-320)）
は細胞質全体に存在したが、顆粒状には存在
せず、TIA-1 陽性のストレス顆粒へ移行しな
かった。これらの知見から、TIS11 全長はス
トレスの種類に応じてストレス顆粒に局在
することが判明した。 
熱ストレスや FCCP によるエネルギー枯渇

ストレスを与えた細胞では、TIS11 の Zn2+フ
ィンガー領域（GFP-TIS11(76-161)）は細胞
質に顆粒状に存在し、TIA-1 陽性のストレス
顆粒へ局在することが判明した。これらの知
見から、熱ストレスやエネルギー枯渇ストレ
スにおける TIS11全長のストレス顆粒への移
行は、 Zn2+フィンガー領域のストレス顆粒移
行活性に依存することが示唆された。一方、
亜ヒ酸による酸化ストレスを与えた細胞で
は、TIS11 全長（GFP-TIS11(1-320)）がスト
レス顆粒に局在しなかったのに対して、
TIS11 の Zn2+フィンガー領域（GFP-TIS11 
(76-161)）はストレス顆粒に局在したことか
ら、酸化ストレス条件下では Zn2+フィンガー
領域のストレス移行活性が抑制されること
が示唆された。 
そこで，TIS11 の変異体を用いて，Zn2+フィ

ンガー領域のストレス顆粒移行活性を抑制
する機能ドメインの解析を試みた（Fig. 2）。
その結果、酸化ストレス条件下では、Zn2+フ
ィンガー領域と C末端領域からなる欠失変異
体(GFP-TIS11(76-320))が、全長(GFP-TIS11 
(1-320)）の場合と同様に、酸化ストレス条
件下においてストレス顆粒移行活性を示さ
なかったことから、C 末端領域にストレス顆
粒移行活性を抑制する機能ドメインが存在
することが考えられた。さらに、C 末端領域
に存在する 14-3-3 タンパク質の結合モチー
フに変異（S178A）を加えたところ、C 末端領
域によるストレス顆粒移行活性阻害が阻止
された。以上のことから、酸化ストレス条件
下において 14-3-3 タンパク質が TIS11 分子
の C 末端領域に結合することで、TIS11 のス
トレス顆粒移行活性が阻害されることが示
唆された。今後、TIS11 のストレス顆粒移行
活性に対する 14-3-3 タンパク質の影響につ

いて詳細な検討を行う予定である。 
TIS11 は、分子内に存在する Zn2+フィンガ

ー領域を介して、腫瘍壊死因子α、顆粒球マ
クロファージコロニー刺激因子、インターロ
イキン-3 などの mRNA の 3’非翻訳領域に存
在する AU-richエレメントに結合することが
知られている。したがって、ストレス顆粒内
に未翻訳 mRNA が蓄積されていることを考慮
すると、TIS11 は Zn2+フィンガー領域を介し
てストレス顆粒内の未翻訳 mRNA と結合する
ことで、ストレス顆粒に局在することが示唆
された。 

TIS11 の Zn2+フィンガー構造は Cys-Cys- 
Cys-His 型であり、この Zn2+フィンガー構造
を有する TIS11ファミリー分子として TIS11b
および TIS11d が知られている。また、いず
れのファミリー分子も Zn2+フィンガー構造を
介して mRNA に結合することが報告されてい
る。そこで、各種ストレス条件下における
TIS11b および TIS11d の細胞内局在を調べた
（Fig. 3）。その結果、TIS11b 全長(GFP- 
TIS11b)および TIS11d 全長（GFP-TIS11d）も
熱ストレスやエネルギー枯渇ストレスでは
ストレス顆粒に局在し、酸化ストレスではス
トレス顆粒に局在しなかった。したがって、
これらの知見は、TIS11b および TIS11d も
TIS11 と同様にストレス特異的にストレス顆
粒へ移行することを示している。以上の結果
から、TIS11b および TIS11d もストレス顆粒
内に存在する未翻訳の標的 mRNA に結合し、
ストレス条件下における標的 mRNA の安定性
に関与していることが示唆された。今後、
TIS11b および TIS11d のストレス顆粒移行活
性を制御する分子メカニズムについても検
討していく予定である。 
さらに、我々は、p53 による神経細胞死と

TIS11 との関連性についても検討した。本来、
p53 はアポトーシス誘導と細胞周期停止に関
わる転写因子であり、癌の研究領域では癌化
の進展を抑制する分子として知られている。
一方、神経疾患の研究領域では、近年、いく
つかの神経変性疾患において、p53 が活性化
されて、p53 誘導性アポトーシスを介して神
経細胞死が起こることが報告されている。
我々は、カテコールアミン合成の第一律速酵
素であるチロシン水酸化酵素遺伝子のプロ
モーターを利用してカテコールアミン産生
細胞に温度感受性 SV40 large T 抗原遺伝子
を発現させたトランスジェニックマウスを
作製し、副腎髄質細胞の不死化細胞株 tsAM5D
細胞の樹立に成功した。tsAM5D 細胞の細胞生
物学的特性として、39℃条件下ではグリア細
胞由来神経栄養因子（GDNF）/毛様体神経栄
養因子（CNTF）によって神経細胞様に分化す
るが、GDNF/CNTF が存在しない場合では急速
にアポトーシスが起こることが挙げられる。
最近、この細胞死のメカニズムを解析したと



 

 

ころ、39℃では T 抗原が不活性化されること
によって、T 抗原に結合していた p53 が遊離
し、p53 の転写活性化能が亢進することでア
ポト−シスが起こることを見出した。そこで、
tsAM5D細胞が p53誘導性のアポトーシスを評
価するためのモデル細胞になることが判明
したので、tsAM5D 細胞を用いて、p53 誘導性
アポトーシスに対する TIS11の機能的役割に
ついて検討した。その結果、p53 誘導性アポ
トーシスが起こる際に TIS11が発現誘導され、
TIA-1 陽性のストレス顆粒に局在することを
見出した。TIS11 は mRNA 不安定化因子として
機能することが知られているので、p53 によ
るアポトーシスが起こる際に、発現誘導され
た TIS11 は、ストレス顆粒内に存在する mRNA
に結合し、mRNA の分解系を制御していること
が示唆された。 
 細胞はストレスに対応するために、遺伝子
発現を調節する必要があり、遺伝情報を担う
mRNA の量を適切に調節する必要がある。つま
り、mRNA の合成と分解のバランスがストレス
特異的に調節され、mRNA の存在量が規定され
ると考えられている。したがって、ストレス
条件下では、ストレスに対応するために、遺
伝情報を担う mRNA の安定性が厳密に制御さ
れることになる。今後、ストレス顆粒内にお
いる TIS11 の mRNA 不安定化作用を詳細に調
べることは、ストレス条件下における mRNA
の分解制御機構を解明するうえで意義のあ
る研究課題になると考えられる。 
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