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研究成果の概要（和文）： 
メダカの初期発生中、脊索において小胞体内に高次構造の異常なタンパク質が蓄積すること、

このときメダカは ATF6α・ATF6βという名前のセンサー分子を活性化して小胞体局在性の分子

シャペロンを転写誘導し、構造異常タンパク質を修復すること、ATF6α・ATF6βを欠くメダカ

はそのような異常を改善できないために脊索が発達せず、死に至ることを明らかにした。この

ように、異常タンパク質応答は細胞や個体の恒常性維持に極めて重要な役割を果たしている。	
 

	
 

研究成果の概要（英文）： 
We	
 discovered	
 that	
 unfolded	
 proteins	
 accumulate	
 in	
 the	
 endoplasmic	
 reticulum	
 (ER)	
 of	
 the	
 

notochord	
 during	
 medaka	
 early	
 embryonic	
 development,	
 that	
 medaka	
 refolds	
 the	
 accumulated	
 

unfolded	
 proteins	
 by	
 activating	
 sensor	
 proteins	
 designated	
 ATF6α	
 and	
 ATF6β	
 and	
 thereby	
 

inducing	
 ER-localized	
 molecular	
 chaperones,	
 and	
 that	
 medaka	
 deficient	
 in	
 both	
 ATF6α	
 and	
 

ATF6β	
 dies	
 due	
 to	
 notochord	
 abnormality.	
 Thus,	
 the	
 unfolded	
 protein	
 response	
 plays	
 a	
 

critical	
 role	
 in	
 the	
 homeostasis	
 of	
 the	
 cell	
 and	
 body.	
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 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
２００７年度 13,600,000	
 0	
 13,600,000	
 

２００８年度 26,400,000	
 0	
 26,400,000	
 

２００９年度 26,400,000	
 0	
 26,400,000	
 

２０１０年度 26,400,000	
 0	
 26,400,000	
 

２０１１年度	
 	
  26,400,000	
 0	
 26,400,000	
 

総	
 計 119,200,000	
 0	
 119,200,000	
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キーワード：小胞体、高次構造形成、分子シャペロン、タンパク質分解、品質管理、転写誘導、 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 翻訳抑制、遺伝子ノックアウト 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 小胞体は、分泌タンパク質や膜タンパク質

が高次構造を形成する場所であると同時に、

これら分泌系タンパク質のフォールディン
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研究課題名（英文）	
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グ過程に綻びが生じるとダイナミックな細

胞応答を示すオルガネラである。つまり、小

胞体内に高次構造の異常なタンパク質が蓄

積すると、小胞体から核への細胞内情報伝達

を伴う転写誘導機構 Unfolded Protein 
Response (UPR、異常タンパク質応答)が活
性化され、蓄積した異常タンパク質の巻き戻

し、あるいは分解により恒常性が維持される。 
	
 これまでに、特定領域研究「分子シャペロ

ンによる細胞機能制御」および「タンパク質

の一生」の計画班員の代表者として、また学

術創成研究費「小胞体の機能と制御のダイナ

ミクス」の代表者として科学研究費補助金を

受け、哺乳動物 UPR では ATF6 経路と
IRE1-XBP1 経路の２つが機能していること、
ATF6経路が主として productive foldingに
関わる因子を転写誘導するのに対し、

IRE1-XBP1 経路は productive folding のみ
ならず小胞体関連タンパク質分解 ERAD 因
子（EDEM、Derlin等）も転写誘導すること
を世界に先駆けて明らかにした。 

 
２．研究の目的 
	
 タンパク質の社会－機能発現と秩序維持－

の研究において、異常タンパク質応答の解析

は秩序維持機構を解明する上で欠かすこと

のできない最重要課題の一つである。異常タ

ンパク質の存在を感知するセンサー分子の

数が、酵母では 1 個、線虫やハエでは 3 個、
哺乳類では 5個と進化と共に増している。 
	
 「タンパク質の社会システム全体像の理解

につながる研究成果」を得るためには、網羅

的包括的解析を行う必要があるが、5 種類の
センサー分子のノックアウトマウスを作出

して解析することは、京都大学大学院理学研

究科の施設と特定領域からの研究費では不

可能である。そこで、硬骨魚類には哺乳類と

同じセットのセンサー分子が存在すること

に着目し、ゲノムプロジェクトが終了してい

るメダカを用いて、異常タンパク質応答の生

理的意義を包括的に明らかにすることを目

的とした研究を行う。 

 
３．研究の方法 
(1) メダカ培養細胞 OLCABe-3 を用いて、
メダカでも哺乳動物の場合と同様に、IRE1
経路、PERK経路、ATF6経路の３つが機能
しているか、明らかにする。 
(2) 主要な小胞体ストレス応答発動因子
（IRE1α、IRE1β、PERK、ATF6α、ATF6
β）について、既存の変異原処理ライブラリ

ーをスクリーニングすることによって、これ

らのメダカノックアウト個体を同定し、表現

型を解析する。 
(3) ＵＰＲの主要な標的遺伝子である小胞体
シャペロン BiP の第一エクソンを GFP 遺伝
子と置き換え、GFP が BiP プロモーターの
制御下で発現するトランスジェニックメダ

カを作出し、小胞体ストレスによる BiPの転
写誘導を個体レベルで可視化する。このトラ

ンスジェニックメダカと IRE1α、PERK、
ATF6αノックアウトメダカを掛け合わせる
ことにより、何が BiPの主要な制御因子であ
るか明らかにする。 
(4)シングルノックアウトメダカが表現型を
示さない場合、種々の組み合わせでダブルノ

ックアウトメダカを作出し、表現型を解析す

る。 

 
４．研究成果	
 

	
 メダカ培養細胞を用いて、メダカでも哺乳

動物の場合と同様に、小胞体ストレスに応答

した XBP1 mRNA のスプライシング、翻訳
抑制、ATF6 のプロテオリシスが行われるこ
とを示し、安価に大量飼育を行うことができ

るメダカが、小胞体秩序制御機構を解析する



上で、非常に有用なモデル生物となりうると

結論した。 
	
 主要な小胞体ストレス応答発動因子（IRE1
α、IRE1β、PERK、ATF6α、ATF6β）
のシングルノックアウトはメダカの発生、成

長に影響を及ぼさないことを見いだした。

IRE1αのノックアウトマウスは胎生致死と
なるが、ノックアウトメダカはそうならない

理由として２つ考えられる。１つ目は、マウ

スでは IRE1βが消化管のみで発現するのに
対し、メダカでは IRE1βがユビキタスに発
現しているようであり、IRE1βによって
IRE1α欠損が補償されている可能性である。
２つ目は、マウスでは胎生期に肝臓が造血機

能を担っているが、魚類ではそうではないた

め貧血に深刻にならないことである。実際最

近、代表者は IRE1α・IRE1βダブルノック
アウトメダカが生まれてくるもののやがて

死に、その肝臓が野生型に比べて顕著に小さ

いことから、IRE1 経路はメダカでもマウス
と同様に肝臓の発達に重要であることを見

いだした。肝臓が発達不全になる原因は究明

中であるが、このように、哺乳類と魚類では

多少の相違点があるものの、小胞体ストレス

応答の基本的仕組みは保存されていると考

えている。 
	
 GFP が BiP プロモーターの制御下で発現
するトランスジェニックメダカと IRE1αノ
ックアウトメダカ、PERKノックアウトメダ
カ、ATF6αノックアウトメダカとを掛け合
わせることにより、BiPの主要な制御因子が
マウスの場合と同様に ATF6αであることを
明らかにし、背骨の発達と共に小胞体シャペ

ロン転写誘導機構が IRE1から ATF6にスイ
ッチしたのではないかという我々の仮説を

一歩前進させることに成功した。 
	
 ATF6αと ATF6βのダブルノックアウト
は、マウスの場合と同様に、メダカでも胚生

致死となることを明らかにした。GFPが BiP
プロモーターの制御下で発現するトランス

ジェニックメダカを用いて、メダカの初期発

生過程を観察し、脳、耳胞、脊索で生理的な

小胞体ストレスが生じていて、ATF6αと
ATF6βが活性化され小胞体シャペロンが転
写誘導されていることを見いだした。ATF6
αと ATF6βのダブルノックアウトのメダカ
胚では、BiP、GRP94、Calreticulinsという
代表的な小胞体シャペロンの発現量が上昇

しておらず、小胞体ストレスが亢進していた

(XBP1 mRNA のスプライシング反応が亢進
していた)。その結果、脊索の発達が阻害され
ており、脊索が尾の先まで到達していなかっ

た。BiPを不活性化させると考えられる S38P
変異を持つメダカも胚性致死となり、同様に

脊索の発達が阻害されていた。これら、ダブ

ルノックアウトメダカと S38P変異メダカの
１細胞期の胚に、試験管内で転写した BiPの
mRNA をマイクロインジェクションして一
過性に過剰発現させたところ、脊索の発達が

部分的に回復した。以上の結果から小胞体シ

ャペロン BiPの機能だけでなく、生理的に生
ずる小胞体ストレスに対して小胞体シャペ

ロンを転写誘導することによって適切に対

応することがメダカの発生に必須であると

結論した。 
	
 また、遺伝子組み換え効率が例外的に高い

ニワトリ DT40細胞を用いて、酵母でも脊椎
動物でも１つしか存在しない HRD3/SEL1L
を破壊したところ、可溶性の構造異常タンパ

ク質の分解は阻害されるが、構造異常膜タン

パク質の分解には影響を与えないことを見

いだした。これらは、哺乳動物細胞における

ノックダウン時の表現系と同じであり、

DT40 細胞が小胞体の秩序制御機構解明にお
いて極めて有効であることを示すことがで

きた。 
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