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研究成果の概要（和文）：本研究では小胞体ストレス応答における IRE1 経路で見いだされた、

スプライソソーム非依存型スプライシング機構の構造的基盤を解明した。具体的には酵母

Ire1p の RNase ドメインと基質 mRNA の構造解析および相互作用解析に取り組み、NMR 解析から

RNase ドメインの低分解能構造と基質 mRNA のステム領域の構造情報を得た。さらに変異体を用

いた切断実験と相互作用解析から配列特異的な mRNA 切断機構を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Structural bases of spliceosome indepemdent splicing found on IRE1 
pathway in ER stress response, are investigated. Specifically an RNase domain of yeast 
Irelp and its target mRNAs are applied to structural and interaction study. Based on NMR 
data, secondary structures of the RNase domain and the target mRNAs are determined. 
Cleavage experiments and NMR titration experiments of many mutants have revealed the 
site-specific RNase reaction mechanism of Ire1p. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)IRE1 は小胞体ストレス応答において RNA
を切断するセンサー兼トランスデューサー
である。 
 ウィルス感染、グルコース濃度の低下、薬
剤摂取等により、小胞体内に変性蛋白質が蓄
積すると、細胞は、小胞体シャペロン遺伝子
群の転写レベルでの誘導、蛋白質合成の抑制、
変性蛋白質の分解という３つの手段でこの
環境ストレスに対抗する。この応答は小胞体
ストレス応答（UPR）と呼ばれ、酵母からヒ
トに至るまで保存されている細胞のホメオ
スタシスに関わる重要な応答機構である。小
胞体膜上の IRE1 は、N末側を小胞体内腔に C

末側を細胞質に向けた I 型膜貫通蛋白質で、
内腔側領域で変性蛋白質の蓄積を感知し、細
胞質側領域を自己リン酸化することで UPRを
誘導する。 
 
(2)酵母 Ire1p は HAC1 mRNA を切断してスプ
ライソソーム非依存型スプライシングを引
き起こす。 
 酵母 Ire1pは異常蛋白質を検出すると２量
体化して自己リン酸化をおこすことによっ
て活性化する。活性化した Ire1p は小胞体シ
ャペロン遺伝子群の転写活性化因子 HAC1 の
mRNA を特定の部位で切断し、スプライソソー
ム非依存型のスプライシングにより活性型
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Hac1p の翻訳が可能になる。この全く新しい
スプライシングは、5'側と 3'側の切断が独立
に起こる、tRNA リガーゼが関与する、細胞質
で行われるなどの特徴を持ち、酵母から高等
動物まで広く保存されている。 
 
(3)国内・国外の研究動向。 
 IRE1 経路における mRNA の切断機構は、酵
母では UCSF の Walter らにより、ヒトでは京
都大学の森和俊らにより発見されている。奈
良先端大の河野らはヒト IRE1 のキメラを用
い、mRNA 切断における配列特異性が RNase ド
メインに帰属されることを明らかにしてい
る。Ire1p の小胞体内腔側領域に関しては
Walter らにより結晶構造の報告があったが、
この成功には河野らのドメイン解析のデー
タが重要な役割を果たしている。このように
日本の IRE1 研究は世界的に見ても極めてレ
ベルが高いが、その成果は国内の構造研究と
上手く結びついていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では小胞体ストレス応答における
IRE1 経路で見いだされた、スプライソソーム
非依存型スプライシング機構の構造的基盤
の解明を目指す。具体的には酵母 Ire1p の
RNase ドメイン、基質 mRNA、およびこれらの
複合体の構造解析を行い、配列特異的な mRNA
切断機構を明らかにする。また RNase ドメイ
ンを含む C末端ドメイン全長の結晶構造解析
を行い、C末端ドメインが持つ mRNA 切断活性
の調節機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)Ire1p RNase ドメインの構造解析。 
 児嶋らは RNaseドメインを単量体として調
製する発現精製系を確立している。またこの
RNaseドメインのCDスペクトルからαヘリッ
クス含量が約 40％であることを示してきた。
そこでNMR測定のための13C/15N安定同位体標
識を行い、NMR 信号の帰属のための各種測定
と立体構造決定のための NOESYの測定を行う。
これら NMR測定についてはすでに良好な結果
を得つつある。 
 立体構造決定には児嶋らのグループで用
いてきた最新の NMR テクノロジー（例えば高
速測定を可能にする非線形サンプリング、4D
スペクトルのグラフィック解析を可能にす
る Sparky の python 機能拡張、C12E5/hexanol
を用いた残余双極子カップリング情報の取
得とそれを用いた構造精密化など）を奈良先
端大に既設の超高感度 NMR プローブや 800 
MHz NMR と組み合わせて使用するため、従来
に比べ極めて短時間で立体構造決定を完了
できる状況にある。これらは国内で決定され
た新規 NMR 構造としては最大となる２７kの
蛋白質複合体などに使用しており（JBC 2007, 

2004, 2003 など）、すでに実績のある国内最
高レベルの NMR 解析システムである。 
 
(2)HAC1 mRNA の NMR 構造解析。 
 Ire1p C 末端ドメイン全長および RNase ド
メインは、HAC1 mRNA の２つのステムループ
を切断する。３つの塩基は切断に必須である。
また児嶋らは河野憲二教授（奈良先端大）の
協力を得て酵母 Ire1p がヒト XBP1 の mRNA を
切断できることを明らかにしているが、XBP1 
mRNA においてもこれら３つの塩基は保存さ
れている。そこで Ire1p が認識する RNA 配列
に配列特異的な立体構造があるかどうかを
明らかにするために、HAC1 mRNA の２つのス
テムループの立体構造を解析する。 
 HAC1 mRNA の最初のステムループについて
は NMR 信号の帰属を終えている。RNA と RNase
の組み合わせでは通常困難であると考えら
れている安定な複合体の作成にも成功して
おり、HAC1 mRNA のステム領域ではなくルー
プ領域が Ire1p の RNase ドメインによって認
識されていることを示すデータを得ている。
児嶋は核酸の NMR構造解析において実績があ
り（Nature Chem. Biol. 2005, JACS 2007, 
2004, 2002 など）、総説執筆を依頼されるな
ど構造解析技術のレベルの高さは世界的に
良く知られている（Methods Enzymol. 2001, 
1995 など）。 
 
(3)C 末端ドメイン全長の結晶構造解析。 
 Ire1p C 末端ドメイン全長については大腸
菌での大量発現系と精製系の確立に成功し
ており、安定なドメインとして良好な NMR ス
ペクトルを得ている。このドメインは分子量
56k であり、NMR による通常の構造決定は困
難である。そこで研究分担者の箱嶋が結晶構
造解析に取組む。すでに複数の結晶化条件で
結晶を得ており、結晶化条件の最適化とデー
タ収集を進めている。箱嶋はキナーゼや
RNase の結晶構造解析において実績があり
（Methods Enzymol. 2007, Structure 2006, 
Mol. Cell 1999, Cell 1997, JBC 1994, JMB 
1992, 1990 など）、この分野において深い知
識と経験を有する世界的に有名な結晶学者
の１人である。 
 
(4)変異体を用いた mRNA 認識機構の解明。 
 HAC1 mRNA を用いて NMR 滴定実験を行い、
HAC1 mRNA の認識に関与する RNase ドメイン
のアミノ酸残基を同定する。RNase-mRNA 複合
体の NMR構造が得られている場合はそれを用
いる。認識に関与する残基の点変異体を作成
し、ゲルシフト法により in vitro での結合
活性を定量的に解析するとともに切断活性
を確認する。既知の RNase 活性欠損変異体１
０種についても同様な実験を行い、mRNA の認
識と切断に関与する残基の違いを明らかに



する。また塩基配列の認識に関与する変異体
については、異なった RNA 配列を認識するか
どうかを検証する。 
 
４．研究成果 
(1) Ire1p RNase ドメインの構造解析。 
 児嶋らが確立した酵母 Ire1p の RNase ドメ
インを単量体として調製する発現精製系を
用い、NMR および CD などからこの RNase ドメ
インの構造情報を得た。また、NMR 測定のた
めの 13C/15N 安定同位体標識を行い、NMR 信号
の帰属のための各種測定と立体構造決定の
ための NOESY の測定を行い、信号帰属と構造
解析を進めた。ピークの重なりやマイナーピ
ークの存在によって帰属は困難を極めたが、
三菱化学生命科学研究所の河野らによる選
択標識技術により主鎖帰属を完了すること
が出来た。そこでこれらの NMR 信号の帰属を
用い、RNase ドメインの低分解能構造を得た。
また mRNA 切断活性に重要な領域がミリ秒領
域の運動を持つことが分かった。 
 
(2)HAC1 mRNA の NMR 構造解析。 
 酵母 Ire1p C 末端ドメイン全長および
RNase ドメインは、HAC1 mRNA の２つのステ
ムループを切断する。ループには切断に必須
な、種を超えて保存されている３つの塩基が
存在する。そこで Ire1p が認識する RNA 配列
に配列特異的な立体構造があるかどうかを
明らかにするために、HAC1 mRNA の２つのス
テムループの NMR 構造解析を行った。 
 化学合成法と酵素法を用いて13C/15N安定同
位体標識を行い、NMR 信号の帰属のための各
種測定と立体構造決定のための NOESYの測定
を行った。また化学合成法において特定部位
のみを安定同位体標識するための新規標識
技術を開発した。これらを用いて NMR 信号を
解析したところ、ループ内の保存残基が塩基
対を形成することを示唆する結果が得られ
た。 
 
(3)C 末端ドメイン全長の結晶構造解析。 
 酵母 Ire1p C 末端ドメイン全長については
大量発現系と精製系の確立に成功しており、
安定なドメインとして良好な NMRスペクトル
を得ている。しかしこのドメインは分子量
56k であり、NMR による通常の立体構造決定
は困難である。そこでこのドメインの結晶化
を行い、良好な結晶を得た。しかし海外の競
合グループの構造研究が先行したため、C 末
端ドメイン全長については競合グループの
座標を用いることで本研究を加速すること
とした。 
 
(4)変異体を用いた mRNA 認識機構の解明。 
 HAC1 mRNA を用いて NMR 滴定実験を行い、
HAC1 mRNA の認識に関与する RNase ドメイン

のアミノ酸残基を同定した。HAC1 mRNA の認
識に関与する RNase ドメインや HAC1 mRNA に
点変異を導入し、NMR を用いて構造情報と in 
vitro での結合活性を解析するとともに切断
活性を解析した。 
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