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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレス応答に関わるセンサータンパク質の一つであるPERKの活性化機構を明らかに
するため、PERK小胞体内腔ドメインおよびPERKの活性制御因子である分子シャペロンBiPのX線結晶構造解析を目的とし
た実験を行なった。それぞれのタンパク質は大腸菌を用いて大量発現させ、高純度にまで精製することに成功した。さ
らに両者の複合体形成を確認したが、現在までに結晶構造解析が可能な良質な結晶を得ることはできていない。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the activation mechanism of an unfolded protein response (ER stress r
esponse) sensor protein, PERK, the luminal domain of human PERK and human BiP, which is the regulator of P
ERK also known as an Hsp70 molecular chaperone, were expressed in Escherichia coli cells and purified with
 high purity. The interaction of these two proteins were examined by GST pull-down assays. The crystalliza
tion trials for the target proteins have not succeeded to date.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
タンパク質の正常な折れたたみや異常な

タンパク質の分解除去といった品質管理は
細胞機能の正常な維持において非常に重要
な機構である。真核生物における分泌タンパ
ク質のフォールディングは細胞内小器官の
一つである小胞体において主に行われるが、
小胞体中に過剰量のタンパク質が蓄積した
場合は小胞体ストレス応答（ ER stress 
response または unfolded protein response: 
UPR）と呼ばれる生理反応により細胞内での
恒常性維持がはかられている。 
ヒトの小胞体ストレスを感知するセンサ

ーとして IRE1（inositol requiring 1）、PERK
（ PKR-like ER kinase ）、 ATF6 （ activating 
transcription factor 6）という小胞体膜上に局在
する三種類のタンパク質が知られている。こ
れらは全て一回膜貫通型の膜タンパク質で
あり、非ストレス時には小胞体内腔側ドメイ
ンにHsp70分子シャペロンファミリーに属す
る BiP（GRP78）タンパク質が結合すること
で待機状態にあるが、小胞体ストレス時には
BiP が解離することによってセンサータンパ
ク質が活性化し、下流へとシグナル伝達され
て、翻訳抑制・フォールディング促進・タン
パク質分解・アポトーシス誘導などの UPR
反応が引き起こされる（図１参照）。 

 

 
 
図１．小胞体ストレス応答における三種類

のセンサータンパク質． 
 
『IRE1』は小胞体ストレス下で二量体化し、

自己リン酸化により活性化される。活性化
IRE1 は転写因子 XBP1（X-box binding protein 
1）の活性化を促し、小胞体分子シャペロン
や ERAD（ER-associated degradation）関連遺
伝子の転写を誘導する。『PERK』は IRE1 同
様に小胞体ストレス下で二量体を形成して
自己リン酸化により活性化される。リン酸化
PERK は 翻 訳 開 始 因 子 で あ る eIF2
（eukaryotic initiation factor 2  subunit）を直
接リン酸化することで、翻訳開始レベルを低
下させる。また同時に転写因子 ATF4 の活性
化を誘導することで、アポトーシス関連転写
因子遺伝子群を活性化する。『ATF6』は小胞
体ストレス下で、ゴルジ体へ移動し RIP
（regulated intramembrane proteolysis）により
b-ZIP ドメインが遊離する。b-Zip ドメインに
より UPR 標的遺伝子を活性化する。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト由来の UPR センサータン

パク質 PERK（hPERK）およびその制御因子
BiP（hBiP）を標的とし、主に構造生物学的
手法を用いて PERK-eIF2-ATF4 経路の UPR
機能発現に関わる分子機構の解明を目的と
する。 
 PERK は中央の膜貫通領域を挟んで、N 末
端側小胞体内腔ドメインとC末端側細胞質ド
メインに分けることができる。非ストレス環
境下で PERK は、その小胞体内腔ドメイン
（luminal domain; LD）において BiP と相互作
用し、不活性化状態が保たれているが、小胞
体中に未フォールドタンパク質が蓄積する
と分子シャペロンである BiP は優先的にそれ
らの異常タンパク質と結合するため、PERK
からは離脱すると考えられている。その結果、
PERK は LD どうしで結合して二量体化ある
いは多量体化されるようになり、リン酸化活
性を有する細胞質ドメイン（kinase domain; 
KD）による自己リン酸化により活性化され、
下流の eIF2のリン酸化を引き起こす。 
この経路中で安定に存在すると予想され

る PERK-BiP 複合体（待機状態複合体）は互
いに比較的強く結合していると考えられる
ため、相互作用解析をすすめるのに好ましい
試料であると考えられる。本研究では、この
PERK-BiP 複合体の X 線結晶構造解析を行い、
非ストレス時の制御状態に関する構造情報
を得るとともに、変異体解析により相互作用
機序を分子レベルで解明することに主眼を
おく。UPR センサータンパク質としては、こ
れまでに IRE1 の小胞体内腔ドメイン、PERK
と IRE1 の細胞質ドメインの結晶構造が明ら
かとなっているが、PERK 小胞体内腔ドメイ
ンについての構造情報は未だ報告されてい
ないため、本研究による成果の有益性が認め
られる。また、Hsp70 ファミリーに属する分
子シャペロンと基質タンパク質との相互作
用に関する知見が得られる点において、UPR
研究分野だけでなく分子シャペロンによる
タンパク質機能発現機構の解明という点か
らも本研究は有意義であると言える。 
 
３．研究の方法 
(1) 大量発現方法の検討 
 hBiP との相互作用が予想される hPERK の
N 末端側小胞体内腔ドメイン（hPERK-LD）
は Glutathione S-transferase（GST）との融合タ
ンパク質として、hBiP は両末端のシグナル配
列を削除して His タグとの融合タンパク質と
して、大腸菌での大量発現を行なった。宿主
大腸菌としては、大腸菌においてヒト由来の
タンパク質を発現させる際に問題となるレ
ア コ ド ン 利 用 に 対 応 し た菌 株 で あ る
Rosetta(DE3)およびRosetta-gami2(DE3)を用い
た。目的タンパク質を得るための発現条件最
適化のため、発現誘導条件を検討した。 
 
(2) 高圧巻き戻し法による可溶化 
 大腸菌において封入体が形成され、細胞破
砕後に不溶性画分として回収されるタンパ



ク質に対して高圧処理することで、タンパク
質が巻き戻しされる例が知られている。不溶
性画分に回収された hPERK-LD について、
200 MPa での高圧処理を施すことでタンパク
質の巻き戻しによる可溶化を試みた。 
 
(3) タンパク質の精製および相互作用解析 
 GST-hPERK-LD タンパク質は上記の高圧
巻き戻し法により、His-hBiP タンパク質は Ni
アフィニティ樹脂を用いたカラムクロマト
グラフィーにより精製した。調製した
GST-hPERK-LD および hBiP タンパク質につ
いて、GST プルダウン法による相互作用解析
を行なった。予め Glutathione Sepharose 樹脂
を充填したカラムに GST-hPERK-LD、GST、
緩衝液のそれぞれを供し、緩衝液によってカ
ラムを洗浄して非特異的吸着試料を溶出さ
せた後に hBiP を供した。その後、再度緩衝
液でカラムを洗浄してから樹脂の一部を回
収し、SDS 電気泳動によって相互作用の有無
を確認した。 
 
(4) 発現、精製方法の再検討 
 不溶性発現の割合が多い hPERK-LD につ
いて、発現コンストラクトの改変を行なった。
融合タンパク質の種類を変更した他、C 末端
を短くすることも試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 大量発現方法の検討 
構築済みの発現プラスミドを用いて大腸

菌 Rosetta(DE3)を形質転換し、0.5 mM IPTG
添加の後、25C で一晩培養したところ
GST-hPERK-LDおよびHis-hBiPの大量発現が
確認された。超音波破砕を行なった後の遠心
分離により、GST-hPERK-LD は不溶性画分、
His-hBiP は可溶性画分に回収された。そこで
hPERK-LD について、発現誘導条件を最適化
するため、添加する IPTG 濃度および培養温
度、宿主大腸菌等について検討した。
hPERK-LD は酸化的な環境である小胞体内腔
に位置するため、ジスルフィド結合の存在が
予想される。そこで、大腸菌細胞質中でのジ
スルフィド結合形成を促進させるため、trxB
お よ び gor 遺 伝 子 に 変 異 の あ る
Rosetta-gami2(DE3)菌株を用いたが、不溶性発
現は改善されなかった。また、標的タンパク
質の発現を緩やかにするため、IPTG 終濃度
を 0.1 mM、培養温度を 15C としたが、可溶
性画分への回収率は上がらなかった。この他、
フォールディングを助ける分子シャペロン
の発現を促すための発現誘導時におけるエ
タノール添加、hPERK-LD と hBiP の共発現
も行なったが効果は認められなかった。 
 
(2) 高圧巻き戻し法による可溶化 
上記のように不溶性発現となるタンパク

質に対して、高圧処理の有効性が報告されて
いるため、GST-hPERK-LD 高圧巻き戻しを試

みた。GST-hPERK-LD を大量発現させた大腸
菌から洗浄操作によって封入体のみを回収
し、可溶性を高める効果のあるアルギニン、
還元剤である TCEP、あるいは hBiP の有無に
よる条件下で、200 MPa の高圧処理を施した。
その結果、アルギニンと TCEP を共に含む条
件で GST-hPERK-LD の有意な可溶化が認め
られた。また、このとき hBiP の有無は
GST-hPERK-LD の可溶化に影響を与えなか
った（図２参照）。巻き戻しにより可溶化し
た GST-hPERK-LD は PBS（phosphate buffered 
saline）に対して透析して、以下の実験に用い
た。 
 

 

図２．hPERK-LD の高圧巻き戻し．高圧処
理後の遠心上清をSDS-PAGEにより分析した．
M: 分子量マーカー． 
 
(3) タンパク質の精製および相互作用解析 

His-hBiP タンパク質は Ni-NTA 樹脂を用い
たアフィニティクロマトグラフィーにより
精製した。この試料と高圧処理によって得た
GST-hPERK-LD とを用いて、GST プルダウン
法による相互作用解析を行なった。予め高圧
巻 き 戻 し GST-hPERK-LD が Glutathione 
Sepharose 樹脂と結合することを確認した。プ
ル ダ ウ ン ア ッ セ イ で は bait と し て
GST-hPERK-LD、GST、PBS、prey として bait
の 10 倍量（モル比）の His-BiP を用いた。そ
の結果、GST や PBS を用いた対照実験結果と
比較して、GST-hPERK-LD と His-BiP との間
の相互作用が示唆される結果が得られた。こ
の結果を受けて、調製した hPERK-LD と BiP
との混合溶液で結晶化条件のスクリーニン
グを行なったが、現在のところ結晶は得られ
ていない。 
 
(4) 発現、精製方法の再検討 

hPERK-LD については、不溶性画分から高
圧巻き戻しによる可溶化の過程で、正しいフ
ォールドを持つタンパク質の割合が低いこ
とが危惧されたため、可溶性発現するような



条件を再度検討した。 
pET-48 を用いた thioredoxin（Trx）との融

合タンパク質での発現コンストラクト、
hPERK-LDのC末端側を短くした発現コンス
トラクトを新たに構築した。宿主大腸菌とし
ては Rosetta-gami2(DE3)を選択した。この条
件でタンパク質を大量発現させたところ、
hPERK-LC の C 末端を短くした発現コンスト
ラクトでは改善が認められなかったが、Trx
融合タンパク質での発現コンストラクトで
は、発現誘導時の培養温度を 25C あるいは
15C とした場合に、Trx-hPERK-LD を可溶性
発現させることに成功した。Trx-hPERK-LD
を Ni-NTA カラムに吸着させた後、プロテア
ーゼ処理によって Trx タグと hPERK-LD に分
離し、陰イオン交換カラムクロマトグラフィ
ー、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーによ
って精製した（図３参照）。hPERK-LD につ
いて、巻き戻し過程を経ない精製系が確立で
きたことで、今後の変異体解析等を効率的に
行うことができるようになった。現時点では、
hPERK-LD を高濃度に濃縮した場合に、凝集
し沈殿が生成するという問題があるため、結
晶化には成功していない。安定性を向上させ
る緩衝液条件の検討および、hPERK-LD の構
造維持と hBiP との複合体形成に不必要な領
域を削減するような発現コンストラクトの
改変をすすめている。 
 

 

図３．hPERK-LD のゲルろ過カラムクロマ
トグラフィー結果．load: ゲルろ過カラムに
供した試料、17-26: 分画番号、M: 分子量マ
ーカー． 
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