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研究成果の概要（和文）：細胞は特定のストレス刺激に応答して、細胞質内にストレス顆粒と呼ばれる一過性の構造体
を形成する。細胞はストレス顆粒を形成することで蛋白質の翻訳を一時的に停止させ、またストレス顆粒内に細胞死促
進因子を取り込みその機能を阻害することで、ストレス環境下での細胞の生存を促進する。
申請者は神経変性疾患の病態において、細胞内で観察される複合的なストレス環境（小胞体ストレスと酸化ストレス）
では、ストレス顆粒の形成が抑制されていることを見出し、その分子メカニズムの解析を行った。さらに、病態モデル
細胞株を用いた実験から、このようなストレス顆粒形成の抑制が、神経変性疾患の神経細胞死を促進させることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：Stress granules (SGs) are phase-dense particles that appear in the cytoplasm of 
eukaryotic cells that have been exposed to certain types of stress such as arsenite, hypoxia, and ER 
stress. By assembling SGs, cells shut down protein synthesis temporarily to prevent accumulation of 
mis-folded proteins. SGs also contribute to cell survival under stressful conditions by sequestering some 
apoptosis regulating factors and suppressing their functions.
In this study, I focused on the regulation of SG formation under multiple stess conditions which are 
often seen in various severe diseases. In neurodegenerative diseases, cells undergo cell death because of 
multi-stress, ER stress and oxidative stress. Here I found that in oxidative conditions, ER stress cannot 
induce SG formation, rendering cells vulnerable to cell death. By establishing model cell line for one of 
typical neurodegenerative disorders, I confirmed that neuronal cell death is promoted by SG suppression.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞は特定の種類のストレス刺激（ウイル
ス感染、低酸素、小胞体ストレスなど）にさ
らされると、細胞質内にストレス顆粒と呼ば
れる一過性の構造体を形成する。House 
keeping 遺伝子をコードするような多くの
mRNAがRNA結合蛋白質とともにストレス
顆粒に取り込まれ、蛋白質の翻訳が一時的に
停止する。細胞はストレス顆粒を形成し、蛋
白質の翻訳を一時的に停止することで、スト
レス環境下での異常蛋白質の蓄積を防ぎ、さ
らなる細胞損傷を防御している。一方、熱シ
ョック蛋白質などのストレス環境下での細
胞生存に必須な蛋白質をコードするような
mRNAは、ストレス顆粒へはとりこまれず、
むしろ積極的に蛋白質へと翻訳されること
が知られている。すなわち、ストレス顆粒の
形成はストレス環境下での蛋白質翻訳を選
別・最適化し、細胞の生存に寄与する基本的
な細胞のストレス応答機構であることがわ
かる。さらに最近、ストレス顆粒には種々の
アポトーシ関連因子が取り込まれることが
次々と明らかになってきた。ストレス顆粒は
アポトーシス関連因子を取り込みその機能
を阻害することによっても、ストレス環境下
での細胞の生存に寄与する。 
 生体内で細胞は様々な種類や強度の複数
の刺激に同時にさらされている。しかしなが
ら、このような複合的なストレス環境下にお
けるストレス顆粒形成の制御や、細胞生存と
の関連はこれまで全く知られていなかった。
そこで、申請者は複合ストレス環境として、
神経変性疾患における神経細胞に着目した。 
 神経変性疾患では、神経細胞内に異常蛋白
質の蓄積による小胞体ストレスと、活性酸素
種 ROS の産生による酸化ストレスとの両方
が生じ、結果的に神経細胞死が起こる。小胞
体ストレスはストレス顆粒形成を強く誘導
することが知られているが、酸化ストレスに
よるストレス顆粒形成に関してはほとんど
報告がなかった。そこで予備実験として、細
胞に小胞体ストレスと酸化ストレスの両方
を与えた時のストレス顆粒形成を観察した
結果、酸化ストレスが小胞体ストレスによる
ストレス顆粒形成を強く抑制することを見
出した。さらにこの時、ストレス顆粒形成の
核となる RNA 結合因子の一つ TIA1 が酸化
修飾を受けることがわかった。酸化修飾の標
的残基として同定したCys残基をSer残基に
置換した点変異体を細胞に発現させると、酸
化条件下でも小胞体ストレスによるストレ
ス顆粒形成が回復することを確認した。 
 
２．研究の目的 
 酸化ストレスによるストレス顆粒形成抑
制の分子機構の詳細を明らかにする。さらに、
実際に酸化ストレスと小胞体ストレスの両
方が誘導される神経変性疾患において、酸化
ストレスが小胞体ストレスによるストレス
顆粒形成を阻害し、その結果神経細胞死を促

進することを、疾患モデル細胞を用いて検証
する。 
  
３．研究の方法 
 これまでに行った予備実験の結果から、酸
化ストレスによるストレス顆粒形成抑制は、
TIA1 の酸化修飾に起因すると考えた。そこ
で、TIA1 が酸化されるとストレス顆粒形成
が抑制される分子機構として二つのモデル
を提唱し、それぞれ検証を行う。具体的には、
①TIA1 が酸化されることにより TIA1 自身
の多量体化が阻害されるか、あるいは     
②TIA1が酸化されると TIA1と標的 mRNA
との結合が阻害されるか、をそれぞれ検証す
る。   
 次に、神経変性疾患におけるストレス顆粒
形成の細胞死への関与を解析する。はじめに、
実際に神経細胞を用いて、酸化ストレスが小
胞体ストレスによるストレス顆粒形成を抑
制し、細胞死を促進することを検証する。次
に、申請者がこれまでに樹立したポリグルタ
ミン病のモデル細胞株を用いて、TIA1 が酸
化されることを確認する。次に、酸化されな
い TIA1/CS 点変異体を細胞に発現させた場
合には、ストレス顆粒形成の回復がみられ、
細胞死の抑制がみられることを確認する。 
 
４．研究成果 
(1) 酸化ストレスによるストレス顆粒形成抑
制機構の解明 
 RNA結合分子である TIA1はそのN末端領
域に存在する RNA 結合領域を介して標的
mRNA と結合し、C 末端領域の prion like 
domain を介して自身が多量体化することで、
ストレス顆粒形成の核となると考えられて
いる。そこで、酸化修飾を受けた TIA1 がス
トレス顆粒形成を抑制する分子機構として
二つの可能性を考えた。はじめに、酸化スト
レスによって修飾を受けた TIA1 は、自身の
多量体化が抑制されると予想し、Mycタグを
付加した TIA1 と Flag タグを付加した TIA1
を細胞内に共発現させ、共沈実験を行うこと
により両者の結合を検証した。その結果、酸
化ストレスの有無による両者の結合の変化
は見られなかった。したがって、酸化ストレ
スは TIA1 の多量体化へは影響しないと考え
られた。次に、酸化修飾を受けた TIA1 が標
的 mRNA との結合能を失う可能性を考え、
TIA1と標的mRNAとの結合をRIP assayの手
法を用いて検証した。その結果、酸化ストレ
ス条件下で TIA1とその結合標的mRNAであ
る TNFや COX2 mRNAとの結合が著しく低
下することがわかった。さらに、酸化されな
い変異体である TIA1/CS変異体では、酸化ス
トレス条件下でも標的 mRNA との結合が低
下しないことを確認した。以上のことから、
酸化ストレス条件下では、TIA1が酸化修飾を
うけることにより、標的 mRNAとの結合能を
失い、結果としてストレス顆粒形成が抑制さ
れると考えられた。 



(2) 神経細胞におけるストレス顆粒形成 
 神経変性疾患における神経細胞内でのス
トレス顆粒形成と細胞生存への関与を検証
するため、予備実験として神経細胞であるマ
ウス海馬由来 HT22 細胞を用いて、実際に神
経細胞において酸化ストレスが小胞体スト
レスによるストレス顆粒の形成を抑制しう
るかを検証した。HT22 細胞はグルタミン酸
受容体を持たないため、細胞に高濃度のグル
タミン酸を添加することにより、細胞内に
ROSが蓄積し、酸化ストレスによる細胞死が
誘導される。HT22 細胞にグルタミン酸を添
加し、細胞内に ROSの蓄積を促した場合には、
小胞体ストレスによるストレス顆粒の形成
が抑制され、この時細胞死が促進することが
確認された。細胞に酸化されない TIA1 変異
体を発現させた場合には、ROSの存在下でも
ストレス顆粒形成が見られ、細胞死が抑制さ
れることも確認した。 
 次に、申請者が樹立した神経変性疾患モデ
ル細胞を用いてストレス顆粒形成と細胞死
への影響を検証した。ハンチントン病を代表
とするポリグルタミン病は、グルタミンをコ
ードする CAG 塩基配列の繰り返しが原因遺
伝子で異常に伸長する（通常は 20 回程度で
あるのに対し、40回以上）ことで引き起こさ
れる神経変性疾患である。これまでの報告か
ら、ポリグルタミン病では、神経細胞内に異
常タンパク質蓄積による小胞体ストレスと
ROS の産生による酸化ストレスとの両方が
誘導され、細胞死が引き起こされることが知
られている。  
 申請者が樹立したポリグルタミン病モデ
ル細胞株は、細胞に試薬（Shield1）依存的に
ポリグルタミン（polyQ）を発現誘導・蓄積
させることができ、Shield1依存的に polyQを
細胞内に蓄積させると、異常タンパク質蓄積
による小胞体ストレスと、ROSの蓄積による
酸化ストレスの両方が生じる。はじめにモデ
ル細胞株を用いてストレス顆粒形成の有無
を検証した。その結果、Shield1を細胞に添加
した場合には、ストレス顆粒形成はほとんど
観察されなかった。一方、Shield1と同時に細
胞を抗酸化剤 NAC で処理した場合には、ス
トレス顆粒形成が観察された。このことから、
神経変性疾患モデル細胞においても、ROSに
よる酸化ストレスが小胞体ストレス誘導性
ストレス顆粒形成を抑制していることが示
唆された。また、このモデル細胞に TIA1 の
酸化されない変異体 TIA1(C/S)を発現させた
場合には、Shield1を添加しただけでストレス
顆粒の形成が見られることも確認した。さら
に細胞を長時間培養し、細胞死の検証を行っ
た結果、NACの添加、あるいは TIA1(C/S)の
発現によりストレス顆粒形成を回復させた
場合には、細胞死が顕著に抑制された。 
 以上のように、本研究から、酸化ストレス
条件下ではストレス顆粒形成の核となる分
子の一つ TIA1 が酸化的に修飾されることで
その mRNA結合能を失い、結果的にストレス

顆粒形成が抑制されることがわかった（図 1）。
さらに、神経変性疾患モデル細胞株を使用し、
実際に病態において酸化ストレスによるス
トレス顆粒形成抑制が、細胞死を促進するこ
とを示唆する結果を得た。 

  
図 1 酸化ストレスによるストレス顆粒形成抑制 
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