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研究成果の概要（和文）：小胞体膜結合性転写因子ATF6は、小胞体ストレスセンサー兼トランスデューサーとい
う機能を有しているにもかかわらず、半減期約２時間の短命タンパク質であり、恒常的に糖鎖依存的小胞体関連
分解に回されている。この分解機構で重要な役割を果たすマンノース刈り込み酵素を解析し、M9→M8はEDEM2が
行い、M8→M7はEDEM1/3が行う（EDEM3がメジャーな役割を担う）という、従来の定説を一新する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The endoplasmic reticulum (ER) membrane-bound transcription factor ATF6 is a
 protein with a short half-life of 2 h and constitutively subjected to glycan-dependent 
ER-associated degradation, although it functions as an ER stress sensor and transducer. I analyzed 
mannose trimming enzymes which are important for this degradation mechanism and discovered that the 
trimming of M9 to M8 is carried out by EDEM2 and that the trimming of M8 to M7 is carried out by 
EDEM1/3 (EDEM3 plays a major role). These results have completely renewed the previous model.

研究分野： 分子生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 

	 新規合成された分泌タンパク質や膜タン

パク質は小胞体において高次構造を形成し、

正しい立体構造を獲得したタンパク質のみ

が最終目的地へと輸送される。しかしながら、

小胞体ストレスと総称される種々の条件下

では、小胞体における分泌・膜タンパク質の

高次構造形成過程に異常が生じ、細胞機能が

著しく阻害される。このとき全ての真核細胞

は速やかに小胞体ストレス応答を活性化し

て対処する。まず翻訳を全般的に抑制して小

胞体の負荷を軽減させ、さらに小胞体内分子

シャペロン（以後小胞体シャペロンと略す）

や小胞体関連分解を構成する因子を転写誘

導して、小胞体内に存在するタンパク質品質

管理機構の恒常性を維持する（Mori, Cell, 
2000）。小胞体ストレスに適切に対処できな
いと、糖尿病・肥満などの代謝異常症・炎症・

感染症・パーキンソン病や筋萎縮性側索硬化

症などの神経変性疾患・炎症性腸炎・動脈硬

化などを発症し、また逆に癌細胞は小胞体ス

トレス応答を悪用して増殖を続けることが

明らかにされてきた。 
	 代表者を筆頭に、これまでに世界中で小胞

体ストレス応答の分子機構が精力的に解析

され、哺乳動物においては主要なシグナル伝

達経路が、IRE1、PERK、ATF6の 3経路とし
て同定されている。この基本経路が今後さら

に増える可能性は低いと考えられる。本研究

では、これらのうち、代表者が初めて単離同

定した ATF6（Haze et al, MBC, 1999；MBCに
おける最多引用文献の一つ）に焦点を当てて

解析を行う。なぜなら、ATF6 が以下の様に
ユニークなキャラクターを持ち、かつ高等動

物では小胞体シャペロンの転写誘導という

最も重要な役割を担うからである。	

	 IRE1 は酵母からヒトまで保存されている
が、PERK と ATF6 は酵母には存在せず、多
細胞生物に存在する。哺乳動物では IRE1 は
α（ユビキタスに発現）とβ（消化管にのみ

発現）の 2 つアイソフォームを持ち、ATF6
もαとβ（ともにユビキタスに発現、αの方

が高い転写活性化能を有す）のアイソフォー

ムを持つ。IRE1βノックアウトマウスは正常
飼育下では表現型を示さず、IRE1αノックア
ウトマウスは E10.5で胚性致死となる。PERK
ノックアウトマウスの半数は生まれてやが

て糖尿病を発症する。代表者は、ATF6αと
ATF6βの単独ノックアウトマウスは表現型
を示さないが、それらのダブルノックアウト

マウスは E.8.5 以前に致死となることを見い
だした（Yamamoto et al., Dev. Cell, 2007）。す
なわち、ATF6 の欠損が最も深刻な影響をマ
ウスに与えるのである。 
	 IRE1 と ATF6 は転写誘導によって、PERK

は翻訳抑制によって小胞体機能の恒常性を

維持する。酵母からヒトまで保存されている

転写誘導の標的遺伝子は小胞体シャペロン

である。興味深いことに、酵母や無脊椎動物

［線虫、ショウジョウバエ、およびホヤ（ホ

ヤの代表者の結果は未発表）］では、IRE1 が
小胞体シャペロンの転写誘導を担っている

が、マウスでは ATF6が行っていることを代
表者は明らかにした（Yoshida et al., Dev. Cell, 
2003; Yamamoto et al., Dev. Cell, 2007）。 
	 ATF6α・βのダブルノックアウトマウスが
非常に早期に致死となるためその原因を究

明することができなかった。そこで代表者は

卵生であるメダカに着目して解析を行い、メ

ダカでもマウスと同様に、ATF6αと ATF6β
の単独ノックアウトでは表現型が現れない

が、ダブルノックアウトは胚性致死をもたら

すことを見いだし、致死の原因が脊索の発達

不全であることを明らかにした。大量の細胞

外マトリックスタンパク質を合成分泌する

脊索が、これらの品質管理のために ATF6を
介した小胞体シャペロンの増量を要求する

のである。さらに、脊索で生理的に発生する

小胞体ストレスの原因タンパク質を 8型コラ
ーゲンとして初めて同定した（Ishikawa et al., 
MBC, 2013）。	
 
２．研究の目的 

(1) 背骨の発達と共になぜ小胞体シャペロン
の主たる制御因子が IRE1 から ATF6 にスイ
ッチしたのか解明することができれば、脊椎

動物の進化を考える上で極めて重要な知見

が得られる。 
(2) ATF6は、小胞体ストレスセンサー兼トラ
ンスデューサーという機能を有しているに

もかかわらず、HeLa細胞において半減期約 2
時間の短命分子であることを見出していた

（Haze et al., MBC, 1999）。これは ATF6が、
小胞体内の構造異常タンパク質をプロテア

ソームで処分する小胞体関連分解に恒常的

に回されるからであり、代表者は最近、ニワ

トリ DT40 細胞を用いた遺伝子破壊法によっ
て、ATF6 が膜タンパク質でありながら
SEL1L（E3である HRD1のパートナータンパ
ク質）依存的に分解されることを見いだした

（Horimoto et al., JBC, 2013）。これを手がかり
にすれば、ATF6 がなぜ短命なタンパク質で
あるのか、その生物学的意義を明らかにする

ことができる。さらに、通常 SEL1L依存的に
分解されるのは内腔の可溶性タンパク質で

あり、膜タンパク質ではないとこれまで考え

られていた小胞体関連分解における常識を

覆したように、ATF6 の解析はこの分解機構
のメカニズムについて全く新しい知見をも

たらすことができる。 



(3) ATF6は小胞体ストレスを感知するとゴル
ジ装置へ移行して限定分解を受け活性化さ

れる。すなわちコレステロール制御に関わる

転写因子 SREBP と同様の制御を受けるのだ
が、細胞内コレステロールの減少に応じて

SREBP を小胞体からゴルジ装置へとエスコ
ートする SCAPに相当する ATF6のエスコー
ト分子が未だに同定されていない。この重要

な分子を同定するために、従来とは視点を変

え、cargo receptors に着目して解析を行い、
ATF6 のゴルジ移行のメカニズムを解明した
い。 
 
３．研究の方法 

(1) 小胞体シャペロンの制御因子が IRE1 か
ら ATF6にスイッチした意義の解明 

	 ATF6 は前駆体膜貫通タンパク質として恒
常的に発現しており、小胞体ストレスに応答
してゴルジ装置に移行すれば切断され、生じ
た活性型の転写因子断片が核へ移行するた
め、その活性化は迅速である。一方、IRE1
下流の転写因子 XBP1は、そのmRNAが IRE1
依存的なスプライシングを受けた後に成熟
型 mRNA が翻訳されて初めて発現するので、
PERK による翻訳抑制の解除を待つ必要があ
る。よって、XBP1 の活性化は ATF6 の活性
化よりも時間がかかる。脊椎動物への進化と
共に小胞体シャペロンの制御因子が IRE1 か
ら ATF6に切り替わったことに必然性があれ
ば、転写因子の迅速な活性化が要求されたの
であろう。その意義を解明するためには、脊
椎動物の中で無脊椎動物の小胞体ストレス
応答を再現すればよいことに気がついた。 
	 代表者は既に、メダカと哺乳動物の小胞体
ストレス応答が非常によく保存されている
こと、すなわち IRE1・PERK・ATF6 の３経
路が機能していること（Ishikawa et al., CSF, 
2011）、ATF6α・βダブルノックアウトメダ
カがマウスの場合と同様に早期の胚性致死
になること、さらにその原因が脊索の発達不
全であることを見いだしている（Ishikawa et 
al., MBC, 2013）。当然ながら、この ATF6α・
βダブルノックアウトメダカに ATF6αもし
くは ATF6β（ともにゴルジ装置に存在する
プロテアーゼにより活性化される）を戻せば
野生型と同様に正常に孵化する。このとき、
IRE1 依存的な mRNA スプライシングにより
制御されるように細工をした変異体 ATF6α
もしくは ATF6βを戻してやるとどのような
表現型を示すか（どこの組織に異常がでる
か）解析すれば解答が得られると考えたので
ある。 
 
(2) ATF6が短命タンパク質である意義の解明	

	 ATF6 は短命なタンパク質であり、小胞体
関連分解により処分されていると考えられ
た。高等動物では小胞体関連分解を構成する

因子が多くの場合重複して存在するため、ノ
ックダウンの効果が現れにくい場合がある。
代表者は細胞レベルで比較的遺伝子破壊を
行いやすいニワトリ DT40 細胞が高等動物の
小胞体関連分解の機構解析に有用であるこ
とを見いだした。すなわち、哺乳動物細胞の
ノックダウンで得られた結果と同様に、DT40
細胞で SEL1L（E3 である HRD1 のパートナ
ータンパク質、これには重複なし）をノック
アウトすることにより、構造異常可溶性タン
パク質の分解に SEL1Lが必要であるが、構造
異常膜タンパク質の分解には SEL1L は不要
であることがわかった（Ninagawa et al., CSF, 
2011）。ところが、代表者は最近、ATF6は膜
貫通タンパク質でありながら、その分解に
SEL1L を必要とするという全く予想外の結
果を得た（Horimoto et al., JBC, 2013）。この
SEL1L依存的分解こそ ATF6が短命であるこ
との鍵と考えて、細胞を用いた種々の解析を
行う。 
	
(3)	ATF6 エスコートタンパク質の同定と解
析	

	 ATF6は代表者が 1999年に限定分解により
活性化される小胞体膜結合性転写因子とし
て報告したが、2000年に Brown & Goldstein
により ATF6も SREBPと同様に、ゴルジ装置
に存在するプロテアーゼにより切断される
ことが示された（Ye et al., Mol. Cell, 2000）。
それ以来 10 年以上、SREBP をエスコートす
る SCAP のように、ATF6 を小胞体ストレス
時にゴルジ装置へ運ぶエスコートタンパク
質を探索し続けてきたが未だ成功していな
い。ATF6 をベイトとして用いたプルダウン
実験では小胞体局在性分子シャペロンがと
れてきた（Sato et. al., CSF, 2010）。UC Berkeley 
の Schekman らは小胞体ストレスに応答した
ATF6の COPII小胞輸送を in vitroで再構成し
た（Schindler & Schekman, PNAS, 2009）が、
彼らもエスコートタンパク質の同定には至
っていない。そこで、全く視点を変え、GPI
アンカータンパク質のCOPII輸送小胞への選
別に p24ファミリーの cargo receptorsが関与
することを示した大阪大・木下研の成果
（Fujita et al., JCB, 2011）に触発され、ATF6 
の輸送に cargo receptors が関与している可能
性を追求する。 
	
４．研究成果	

(1) 小胞体シャペロンの制御因子が IRE1 か
ら ATF6にスイッチした意義の解明 

	 まず、ATF6αもしくは ATF6βの転写因子
ドメイン（膜貫通領域を削除している活性
型）に、XBP1 内のスプライシング部位周辺
（ステム・ループ構造をとり、ループ部分が
切断を受ける）を移植し、IRE1依存的 mRNA
スプライシングを受けると発現して転写を
活性化するようになる変異型 ATF6を作成し



たが、期待する大きさのタンパク質は発現し
なかった。 
	 そこで、上記変異型 ATF6を発現させるた
めに、ステムの長さをさまざまに変えて、ス
プライシング反応への影響を調べて、長さの
最適化を行った。 
	 革新的なゲノム編集技術を導入し、ATF6
αもしくは ATF6βの転写因子ドメイン（膜
貫通領域を削除している活性型）に、XBP1
内のスプライシング部位周辺を移植し、IRE1
依存的 mRNA スプライシングを受けると発
現して転写を活性化するようになる変異型
ATF6 をゲノム上で作製することについに成
功した。今後更に解析を進める。 
 
(2) ATF6が短命タンパク質である意義の解明	

	 SEL1L依存性には ATF6の内腔領域が関与
していることを見いだしているので、ATF6
α内の欠失変異体を作製し、SEL1L依存性を
解析した。その結果、アミノ酸 554-602 領域
が重要であることが明らかになった。 
	 SEL1L 依存的に小胞体関連分解される基
質は、可溶性であるか膜貫通型であるかにか
かわらず、Derlin2 もしくは Derlin3、Herp1
もしくは Herp2を必要するという新しい規則
を見出した（T. Sugimoto et al., Cell Streuc. 
Func., in press, 2017）。 
	 ATF6αの小胞体関連分解には、N型糖鎖の
マンノーストリミング（M9→M8→M7）が重
要である。これまでこの分野では、主として
過剰発現に基づいた実験が行われ、M9→M8
は ER mannosidase I が行い、M8→M7 は
EDEM1/3（EDEM1がメジャーな役割を担う）
が行うと考えられてきた。EDEM2 はマンノ
シダーゼ活性を持たないと考えられていた。 
	 そこで、これらのトリミング酵素（マンノ
シダーゼ）について、相同性組換え効率が例
外的に極めて高いニワトリ DT40 細胞と
TALEN 法によってゲノム編集を行ったヒト
HCT116 細胞を使って逆遺伝学解析したとこ
ろ、M9→M8は EDEM2が行い、M8→M7は
EDEM1/3が行う（EDEM3がメジャーな役割
を担う）という、上述したこれまでの結果と
は全く異なる結果が得られ、分野に大きな反
響を与えた。 
	 次に、これらのマンノシダーゼを全て欠く
EDEM1/2/3 ト リ プ ル ノ ッ ク ア ウ ト
（EDEM-TKO）細胞を作製して解析したとこ
ろ、予想通り、ATF6 の分解はほぼ完全に止
まった。ところが、小胞体関連分解の解析に
おいて最も頻繁に使用されているモデル基
質 Null Hong Kong variant of α1-proteinase 
inhibitor (NHK) の場合、初期のタイムコース
では分解の遅延が見られるものの、最終的に
は分解された。 
	 EDEM-TKO細胞における ATF6と NHKの
挙動の違いは、構造異常の度合いの差を反映
しているのではないかとの仮説を立て、ATF6
に構造異常を導入したり、野生型とシビアな

構造異常にした mCD-δ-ΔTM および hEMC1
の挙動を観察したところ、シビアな構造異常
タンパク質の場合、共通して、初期の分解遅
延は見られるものの、最終的には分解される
ことが明らかになった。このシビアな構造異
常タンパク質の強制分解は糖鎖非依存経路
によって行われると結論した。 
	 興味深いことに、糖鎖非依存経路は出芽酵
母には存在しない。進化の過程で、遺伝子（エ
キソン）がイントロンによって分断され、一
次転写産物がスプライシングを受けて成熟
型 mRNAが生じるようになった。このスプラ
イシングの過程に誤りが生じてシビアに構
造異常となったタンパク質が産生される可
能性が高等動物ではあり、これを速やかに排
除するために、糖鎖非依存経路が確立され、
さらにこれがシビアな構造異常タンパク質
の強制分解に活用されるようになったと考
えられる。 
	 このシビアに構造異常となっている NHK
等を強制分解に回すタンパク質 X の候補を
見いだした。このタンパク質 Xをコードする
遺伝子を破壊したヒト HCT116細胞を作製中
である。 
 
(3)	ATF6 エスコートタンパク質の同定と解
析	
	 p23・p24・p25・p27・p28-1・p28-2・VIPL・
Surf4という８種類の cargo receptorsをクロー
ニングして、どの cargo receptorが ATF6と有
意に結合するか、免疫沈降実験等によって調
べた結果、p23・p24・p25・p28 が結合した。
特に、p25 と p28 の結合は小胞体ストレス依
存的であった。ゲノム編集技術を用いて、こ
れらの遺伝子破壊ヒト HCT116細胞を作製す
ることに成功した。今後更に解析を進める。 
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