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研究成果の概要（和文）：生体膜リン脂質中の飽和脂肪酸の増加（膜リン脂質飽和化）によりIRE1, PERKが活性化する
一方で、ATF6は活性化しないことが明らかとなった。さらに異常タンパク質蓄積時には、IRE1が高度に多量体化（クラ
スター化）し活性化するのに対し、膜リン脂質飽和化時にはクラスター化せずに活性化することを見出した。すなわち
、膜リン脂質飽和化によるIRE1の活性化は異常タンパク質の蓄積によるものと質的に異なることが示唆された。また膜
リン脂質飽和化によるUPR活性化に関わる小胞体膜タンパク質の解析から、膜リン脂質飽和化に対する恒常性維持機構
の存在が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Increased levels of saturated fatty acids in membrane phospholipids (membrane 
lipid saturation) activated IRE1α and PERK, but did not activate ATF6α. A conventional ER stressor 
induced clustering of fluorescently tagged IRE1α fusion protein, but membrane lipid saturation did not. 
These results suggest membrane lipid saturation and unfolded proteins activate the UPR through different 
mechanisms. Analysis of an ER membrane protein involved in the UPR activation upon membrane lipid 
saturation revealed a homeostatic mechanism against membrane lipid saturation.

研究分野： 脂質生物学
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１．研究開始当初の背景 
 肥満の進行に伴い、高血圧症、インスリン
抵抗性、糖尿病および冠動脈性心疾患の危険
性が高くなることが知られており、肥満はい
わゆるメタボリックシンドロームの発症と
密接に関係している。肥満の進行により脂肪
組織に過剰に蓄積した脂肪は、その分解によ
り多量の遊離脂肪酸を血中に放出し、高脂肪
酸血症を呈する。高濃度の血中遊離脂肪酸は
脂肪組織以外の細胞に取り込まれることに
より、細胞障害や細胞死を引き起こす。この
現象は脂肪毒性（Lipotoxicity）と呼ばれ、
膵臓、肝臓、心臓および骨格筋など様々な臓
器で起こり、インスリン抵抗性、メタボリッ
クシンドロームと密接に関わっている。近年、
培養細胞を用いた解析から、脂肪毒性は遊離
脂肪酸の中でもパルミチン酸などの飽和脂
肪酸によって引き起こされること、飽和脂肪
酸は細胞死のみならず、小胞体ストレス応答
（UPR: Unfolded Protein Response）を引き
起こすことが明らかとなっており、脂肪毒性
が引き起こす病態において、飽和脂肪酸によ
り誘導される UPR の関与が非常に注目され
ている。しかし、飽和脂肪酸によってどのよ
うに UPR 経路が活性化するのか、その詳細
は不明であった。研究開始当初、研究代表者
は、リン脂質中の飽和脂肪酸鎖の増加（膜リ
ン脂質飽和化）により、UPR のセンサータン
パク質である IRE1、PERK の活性化がおこ
ることを見いだしていた。また膜リン脂質飽
和化による UPR 活性化に関わる小胞体膜タ
ンパク質として ERUMS（ER-membrane 
protein required for UPR induced by 
membrane lipid saturation ）を同定してい
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ERUMS の作用機構を詳細
に解析するとともに、膜リン脂質飽和化に
よる UPR 活性化に関わる IRE1、PERK の
相互作用分子をさらに同定することにより、
脂肪毒性発症の分子メカニズムに迫ること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 HeLa 細胞、もしくはマウス胎仔繊維芽細
胞（MEF）に対して飽和脂肪酸、もしくは
SCD（stearoyl-CoA desaturase）阻害剤を培
地中に添加することにより、膜リン脂質飽和
化を誘導した。UPR の活性化は、CHOP や
DNAJB9 などの UPR 下流遺伝子の定量
PCR や UPR センサータンパク質のウェスタ
ンブロットによりおこなった。IRE1 のクラ
スター化は、蛍光タンパク質を付加した
IRE1 を HeLa 細胞に発現させ、共焦点顕微
鏡下で観察した。キナーゼ阻害剤のスクリー
ニングは、購入可能な約 100 種類のキナーゼ
阻害剤の効果を定量 PCR により評価するこ
とでおこなった。IRE1 相互作用タンパク質
の同定は、IRE1 欠損 MEF 細胞にレトロウ

イルスでTAP（tamdem affinity purfication）
タグを付加した IRE を導入し、安定発現細胞
を樹立した後、その細胞から IRE1 をタンデ
ムアフィニティー精製し、共沈降物を
LC-MS/MS で解析することによりおこなっ
た。 
 
４．研究成果 
（１）膜リン脂質飽和化による UPR 活性化
の性状解析 
 膜リン脂質飽和化と異常タンパク質の蓄
積による UPR 活性化の比較解析をおこなっ
た。その結果、膜リン脂質飽和化時には IRE1, 
PERK が活性化する一方で、ATF6 は活性化
しないことが明らかとなった（異常タンパク
質の蓄積時には IRE1, PERK, ATF6 すべて
が活性化）。さらに異常タンパク質蓄積時に
は、IRE1 が高度に多量体化（クラスター化）
し活性化するのに対し、膜リン脂質飽和化時
にはクラスター化せずに活性化することを
見出した。すなわち、膜リン脂質飽和化によ
る IRE1 の活性化は異常タンパク質の蓄積に
よるものと質的に異なることが示唆された。 
さらにキナーゼ阻害剤ライブラリーを用い
た IRE1 の活性化に関わるキナーゼのスクリ
ーニングを行ったところ、PKC の阻害剤が膜
リン脂質飽和化による IRE1 の活性化を選択
的に抑制することを見出した。 
 
（２）ERUMS の機能解析 
 ERUMS 欠損 MEF を樹立し、解析したと
ころ、ERUMS 欠損 MEF では膜リン脂質飽
和化による UPR の活性化が著しく抑制され
ていた。一方、ツニカマイシンによる UPR
には ERUMS 欠損の影響はなかった。この
ERUMS 欠損 MEF に、レトロウイルスによ
り ERUMS を安定発現させたところ、膜リン
脂質飽和化による UPR の活性化が野生型
MEF と同様にみられた。このことから、
ERUMS が膜リン脂質飽和化による UPR の
活性化に関与する分子であることが明らか
となった。 
 この ERUMS 欠損 MEF、ERUMS 発現抑
制細胞の性状解析をおこなったところ、脂肪
滴の形成が亢進していることを見出した。そ
こでトリグリセリド合成酵素を発現抑制し
たところ、ERUMS の発現抑制細胞でみられ
た膜リン脂質飽和化による UPR 活性化の抑
制が解除された。このことから、ERUMS の
発現抑制により、飽和脂肪酸のトリグリセリ
ドへの取り込みが亢進し、膜リン脂質飽和化
が抑制された結果、UPR が抑制されたことが
示唆された。すなわち、飽和脂肪酸による
UPR の活性化が膜リン脂質飽和化によって
起こることがさらに支持された。ERUMS に
対するモノクローナル抗体を樹立し、
ERUMS のタンパク質を検出したところ、膜
リン脂質飽和化時に ERUMS タンパク質が
ユビキチン・プロテアソーム系により分解さ
れることが明らかとなった。このことから、



膜リン脂質飽和化時に ERUMS が分解され、
トリグリセリド合成を制御することで膜リ
ン脂質の飽和化を抑制するという恒常性維
持機構が示唆された。 
 
（３）IRE1 相互作用タンパク質の同定・解
析 
 UPR センサータンパク質のうち、真核生物
に高度に保存された IRE1 に着目し、相互作
用タンパク質の探索を行った。まず、IRE1
欠損 MEF 細胞にレトロウイルスで TAP
（tamdem affinity purfication）タグを付加
した IRE を導入し、刺激依存的な活性化がみ
られる細胞株を確立した。この細胞株におい
ても、異常タンパク質の蓄積により IRE1 の
クラスター化がみられる一方、膜脂肪酸の飽
和化時には IRE1 のクラスター化はみられな
かった。この細胞株から IRE1 を TAP 法によ
り精製し、共沈降物を LC-MS/MS により解
析した結果、複数の IRE1 結合分子を同定し
た。同定した結合タンパク質のうちの 1 つで
ある ANXA2 を発現抑制したところ、膜リン
脂質の飽和化 IRE1 依存的な遺伝子発現誘導
が抑制された。一方、ANXA2 の発現抑制は
ツニカマイシンによる IRE1 依存的な遺伝子
発現誘導には影響しなかった。このことから、
ANXA2 が膜リン脂質の飽和化 IRE1 の活性
化に関わることが示唆された。 
 
 以上のように、本研究から膜リン脂質飽和
化による UPR 活性化が、異常タンパク質蓄
積によるものと質的に異なることが明らか
となり、膜リン脂質飽和化による UPR 活性
化に選択的に関わる分子の候補を見出した。 
また膜リン脂質飽和化に対する恒常性維持
機構の存在が明らかとなった。本研究の成果
を基盤に今後膜リン脂質飽和化による UPR
活性化の分子機構とその生理学的・病態生理
学的意義が明らかになることが期待される。 
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