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研究成果の概要（和文）：分泌タンパク質は、小胞体で合成されて小胞体シャペロンによって立体構造形成をした後、
ゴルジ体で糖鎖修飾などの翻訳後修飾を受けて、最終目的地へと輸送されていく。小胞体ストレス応答とゴルジ体スト
レス応答は、細胞の需要に応じて小胞体とゴルジ体の機能を強化する機構である。本研究課題では、小胞体ストレス応
答やゴルジ体ストレス応答の主要な制御因子であるpATF6(P)とpXBP1(U)、TFE3の立体構造を解析することによって、ヒ
トの小胞体ストレス応答とゴルジ体ストレス応答の分子機構を明らかにするものである。解析の結果、pXBP1(U)につい
ては、結晶構造解析に充分な量のタンパク質を調製することができた。

研究成果の概要（英文）：Secretory proteins are synthesized and folded with endoplasmic reticulum (ER) 
chaperones in the ER, and received various post-translational modifications such as glycosylation. The ER 
and Golgi stress responses are the mechanisms that augment function of each organelle in accordance with 
cellular demands. In this project, we planned to reveal the mammalian molecular mechanisms of the ER and 
Golgi stress responses through the structural analyses of pATF6(P), pXBP1(U) and TFE3, key regulators of 
the ER and Golgi stress response. Finaly, we obtained pXBP1(U) protein for the analysis of X-ray 
crystallography.
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１．研究開始当初の背景 
 分泌タンパク質や膜タンパク質は小胞体
で合成され、小胞体シャペロンによって正し
い立体構造を形成した後、ゴルジ体で糖鎖修
飾などの翻訳後修飾を受けて、最終目的地へ
と輸送されていく。小胞体ストレス応答とゴ
ルジ体ストレス応答は小胞体とゴルジ体の
機能を制御する機構である。研究代表者は小
胞体ストレス応答とゴルジ体ストレス応答
の分子機構を解析しており、小胞体ストレス
応答の中心的制御因子 ATF6 と XBP1、及び
ゴルジ体ストレス応答の中心的制御因子
TFE3 を同定した。ATF6 はセンサー型転写
因子であり、平常時には小胞体膜貫通型のセ
ンサー分子 pATF6(P)として機能しているが、
小胞体の機能が不足すると（小胞体ストレ
ス）、膜の直下で切断されて転写因子
pATF6(N)に変換され、核へ移行して小胞体
の機能を担う遺伝子の転写を誘導する。しか
しながら、pATF6(P)がどのようにして小胞
体ストレスを感知するのかについては、まだ
ほとんどわかっていない。 
 一方、XBP1 の mRNA は平常時には前駆
体 mRNA であるが、小胞体ストレス時には
前駆体 mRNA がスプライシングを受けて成
熟型に変換され、そこから翻訳された転写因
子 pXBP1(S)が小胞体の機能を担う遺伝子の
転写を誘導する。興味深いことに、前駆体
mRNA からは制御因子 pXBP1(U)が翻訳さ
れ、不要な pXBP1(S)の分解を促進したり、
XBP1 の前駆体 mRNA を小胞体に繋留して
いるが、その分子機構については不明な点が
多い。 
 更に、TFE3 はゴルジ体ストレス応答を制
御する転写因子であるが、平常時はリン酸化
されることによって細胞質に繋留されてお
り、ゴルジ体の機能が不足すると（ゴルジ体
ストレス）脱リン酸化されて核へ移行し、ゴ
ルジ体の機能を担う遺伝子の転写を誘導す
る。しかしながら、脱リン酸化によって核へ
移行する分子機構については、まだよくわか
っていなかった。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究課題では pATF6(P)や
pXBP1(U)、及びリン酸化型と脱リン酸化型
の TFE3 の立体構造を明らかにすることで、
pATF6(P)のストレス感知機構や pXBP1(U)
の XBP1 前駆体 mRNA 繋留機構、TFE3 の
細胞質繋留機構を解明することを目指した。 
 小胞体ストレス応答とゴルジ体ストレス
応答は、細胞小器官の機能が細胞の需要に応
じて強化されるという「細胞小器官の量的調
節機構」の研究につながる学術的にきわめて
重要な研究である。研究代表者のこれまでの
成果も細胞生物学の教科書に記載されてお
り、研究代表者の元上司である森和俊教授
（京都大学大学院理学研究科）は、小胞体ス
トレス応答の研究で 2014 年のラスカー賞を
受賞している。本研究課題によって小胞体ス

トレス応答とゴルジ体ストレス応答の分子
機構を明らかにすることによって、細胞生物
学の教科書を更に書き換えることを期待し
ている。 
 また、小胞体ストレス応答やゴルジ体スト
レス応答は神経変性疾患など様々な疾患と
の関連が深いことから、これらの関連疾患の
予防・診断・治療に役立つ研究基盤を構築す
ることも期待している。 
 
３．研究の方法 
 しかしながら、ATF6 や XBP1 に関しては
これまで多くの研究者が立体構造解析を試
みてきたが、いずれも失敗に終わっている。
そこで本研究課題では、下記のように綿密に
タンパク質調製方法を検討することにした。
また、タンパク質を調製できたとしても、Ｘ
線構造解析のために結晶を調製する必要が
ある。pATF6(P)は膜タンパク質であり、結
晶化が特に難しい。そこで、研究代表者が所
属する兵庫県立大学大学院理学研究科と協
力関係にある理研播磨研究所が有する強力
Ｘ線自由電子レーザーである SACLA を用い、
小さい結晶あるいは結晶を用いずに立体構
造解析を行うことにした。 
 
４．研究成果 
(1) pATF6(P)の立体構造解析 
 pATF6(P)に関しては、小胞体内腔側の領
域に存在するシステイン残基間で形成され
るジスルフィド結合が活性化を制御してお
り、平常時には pATF6(P)がジスルフィド結
合 に よ っ て 多 量 体 を 形 成 す る こ と で
pATF6(P)の活性化を防いでいるという説が
ある。そこで、pATF6(P)を酸化的な環境と
還元的な環境で調製することで、単量体と多
量体の両方の立体構造を解析することを試
みた。大腸菌の細胞質は還元的な環境であり、
ジスルフィド結合は形成されにくいことか
ら、単量体の産生は大腸菌で行った。一方、
昆虫細胞の小胞体で産生することで、ジスル
フィド結合が形成された多量体の産生を試
みた。更に、pATF6(P)は N 型糖鎖付加を受
けること、このＮ型糖鎖が小胞体ストレスの
感知に関与している可能性があること、昆虫
細胞で付加されるＮ型糖鎖は哺乳類のもの
と は 異 な る こ と か ら 、 哺 乳 類 細 胞 で
pATF6(P)を調製することも計画した。 
 研究の結果、昆虫細胞で pATF6(P)を発現
させることができたが、結晶構造解析に充分
な量を得ることは今のところまだできてい
ない。大腸菌では発現がきわめて難しかった
が、レアコドンを改善した大腸菌株を用いる
ことで、ある程度の改善が見られた。哺乳類
細胞でも発現させることができたので、現在
大量培養系を立ち上げているところである。 
 
(2) pXBP1(U)の立体構造解析 
 pXBP1(U)には糖鎖もジスルフィド結合も
ないため、大腸菌内で組換えタンパク質を調



製することにした。通常の大腸菌株（BL21
株）ではほとんど発現が見られなかったため、
レアコドンを改善した Rosetta2 株を用い、
組換えタンパク質による毒性を提言するた
めに低温で発現誘導するプロモーターを用
い、更に組換えタンパク質のフォールディン
グを促進するために分子シャペロンである
trigger factor との融合タンパク質として発
現させた。混入している金属イオンを EDTA
で除去してからNi-NTAカラムで生成したり、
発現誘導のタイミングをいろいろと試行錯
誤して決定したりなど様々なパラメーター
を最適化した結果、900ml の培養液から
4.7mg の pXBP1(U)タンパク質を得ることが
できた。 
 Ni-NTA カラムでの精製後、陰イオン交換
カラムやゲル濾過カラムで精製したところ、
二量体だけでなく多量体が混入しているこ
とがわかった。ゲル濾過カラムの条件や、塩
濃度を増やすことでこの問題を解決し、現在
結晶化を進めているところである。 
 
(3) TFE3 の立体構造解析 
 TFE3 はリン酸化されると細胞質に、脱リ
ン酸化されると核へ移行することから、リン
酸化の有無によって立体構造が変化すると
考えられる。立体構造の変化に伴って、細胞
質繋留タンパク質と結合したり、核輸送タン
パク質と結合するのであると想像される。
TFE3 の細胞内局在性を制御するリン酸化部
位を決定したところ、108 番目のセリン残基
であることがわかった。そこで、このセリン
残基をアスパラギン酸に置換し、リン酸化さ
れたのと同じ状態を再現することにした。野
性型と置換型のTFE3を哺乳類細胞で発現さ
せたところ、確かに発現することを確認でき
た。現在、哺乳類細胞と大腸菌細胞でタンパ
ク質の調製を行っているところである。 
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