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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレスを解消するために働くXBP1蛋白質は、蛋白質の合成途上で一時休止
し、それを利用して自身のmRNAを小胞体上に運ぶという性質を持っていることを見出した。何故このようなこと
が起きるかを調べた結果、C末端側にある一時休止配列(PS)により翻訳が止まると、疎水性領域HR2がリボソーム
トンネルの外に出てSRPに結合し、SRP経路を使って自身のmRNAを小胞体膜上に運ぶこと、また休止配列はリボソ
ームトンネルを構成するリボソーム蛋白質と相互作用し翻訳の一時休止を起こすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：XBP1 protein, which could mitigate endoplasmic reticulum (ER) stress, 
carries its own mRNA to the ER membrane due to ribosomal stalling caused by translational pausing 
sequence (PS) located to the C-terminal region of XBP1. We clarified the molecular mechanism of XBP1
 mRNA recruited to the ER membrane. During translational stalling by PS, the hydrophobic region HR2 
in XBP1u localized just outside the ribosome tunnel, is recognized by SRP; thereafter, the 
SRP-ribosome nascent chain complex is co-translationally recruited to the ER through the SRP 
pathway. Some amino acids of PS is interacted with ribosomal protein in the ribosome tunnel, which 
is one of the reasons to cause ribosome stalling.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 蛋白質　翻訳ポージング　リボソーム　小胞体　品質管理　ストレス応答　細胞質スプライシング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白質は合成されてから正しい立体構造を取り機能するが、小胞体ストレス応答に関与するXBP1u蛋白質は合成
途上で翻訳休止（ポージング）し、その状態で自身のmRNAを小胞体膜上に連れて行くという重要な生理機能を持
ち、翻訳された後には核に移行して働くという特徴を持つ。本研究により、小胞体膜上に移動するために必要な
XBP1の領域とそれに関与する分子を同定し、また、どのような機構で翻訳休止をしているのかを分子レベルで初
めて明らかにした。以上の研究成果は、小胞体ストレス応答破綻により起こる糖尿病・神経変性疾患などの原因
究明と、それらの治療薬開発に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

蛋白質の翻訳は、DNA の遺伝情報を実際に細胞内で働く蛋白質に変換することであり、60 年以

上も前から分子レベルでの詳細な解析が行われてきた。今までの翻訳過程は、遺伝子情報を伝

える mRNA からリボソームという蛋白質製造機を用いて、ポリペプチド鎖が均一なスピードで合

成されてくると考えられていた。しかし最近の研究により、その速度は一定でなく、極端な場

合は停止する現象も報告されてきた。この速度の緩急が、合成途上のポリペプチド鎖の立体構

造形成（フォールディング）を助けたり、場合によっては自身の mRNA の局在化を助けているこ

ともわかってきた。また、特異的なアミノ酸配列により翻訳速度が遅くなったり、極端な場合

には停止すること、停止した場合にはそれ以上ペプチド合成ができなくなり細胞としては非常

に不都合な状況になること、そのような場合にその状況を解消するような細胞側の機構がある

ことも明らかとなってきた。すなわち、翻訳時に起こる新しい細胞側の品質管理機構の理解が

必要となってきた訳である。私達は、細胞内オルガネラである分泌蛋白質の生産工場にあたる

「小胞体」に、合成した蛋白質が構造異常蛋白質として蓄積する「小胞体ストレス」状態の時

に、細胞がそれを解消するための小胞体ストレス応答を起こすことを見出し、その応答機構を

分子レベルで研究してきた。その過程で、ストレス応答時に重要な役割を演じる転写因子前駆

体である XBP1u 蛋白質が、翻訳途上で一時停止し（翻訳休止）自身の疎水性領域 HR2 を利用し

て、XBP1u mRNA を効率よく小胞体膜上に運んでいるという興味深い現象を見出した。これはま

さに、翻訳途上のペプチド鎖が、翻訳終了を待たずに生理的な機能を持っていることを示して

いる。そこでこの系を用いて、新生鎖の新しい役割を解析し、小胞体ストレス応答の経路の詳

細を明らかにすることを試みた。 

 

2．研究の目的 

（1）翻訳休止によるXBP1u mRNA の小胞体膜への標的化機構の解明： XBP1u のHR2 配列を 

利用し、小胞体局在化に必要な因子を単離同定する。in vitro 翻訳系を利用してその詳細な機

構を明らかにすると共に、in vivo でもそれらの分子が必要かどうか、実際に働いているかど

うかを検証する。 

（2）翻訳休止の分子機構解析： 翻訳休止は、XBP1u蛋白質のC末側にある翻訳休止配列

(PS)により引き起こされる。翻訳休止を起こす時には、PS領域はリボソームトンネル内に

あることから、当然rRNAやリボソームタンパク質との直接的相互作用により翻訳休止が

起こることが予想される。この相互作用する分子を見出し、翻訳休止機構を詳細に解析す

る。 

 

3. 研究の方法 

（1）2つのタグをN末に付加した3Flag-8His-XBP1u(FH-XBP1u)をHEK293T細胞に発現させ、細胞

を可溶化し、その液をanti-Flag agaroseで免疫沈降し, Flag ペプチドで溶出、さらにニッケ

ル-agaroseに吸着し、特異的に結合した分子をイミダゾールで溶出、それぞれ濃縮したものを

質量分析し、HR2と相互作用する分子を同定する。候補の分子が実際に機能しているかどうか

を、種々の生化学的手法で確認する。 

（2）FH-XBP1uをHEK293T細胞に発現し、PSとリボソームトンネル内で相互作用する因子を光架

橋し、抗Flag抗体により免疫沈降したものを質量分析する。得られた候補分子が実際にXBP1uと

相互作用することを、部位特異的変異導入により確認する。 

 



4. 研究成果 

（1） 翻訳休止による XBP1u mRNA の小胞体膜への標的化機構の解明 

XBP1u の疎水性領域 HR2 と相互作用する分子を質量分析したところ、シグナル認識粒子（SRP）

と小胞体膜にある蛋白質輸送装置(Sec61)が候補にあがってきたので、SRP 経路を介して小胞体

膜に輸送されてくる可能性を検証した。① XBP1u の翻訳休止の強さは、XBP1u(S255A)＞野生型

XBP1u ＞XBP1u(W256A)の順に強く、

XBP1u と分泌経路に重要な役割をす

る SRP 及びトランスロコンとの結合

を免疫沈降により調べた所、これら

のコンポーネントも同じ傾向を示し

た。翻訳休止を起こさない

XBP1u(W256A)では、両者との結合は

見られなかった。② 同様に上記の

XBP1u を培養細胞に発現し、その細

胞内局在を蛍光抗体染色により調べ

た所、翻訳休止の強さに比例して小

胞体膜に局在化することが明らかと

なった。③ 小麦胚芽抽出液を用い

た in vitro 翻訳系に SRP とミクロ

ソーム膜画分を加え、新生鎖と

mRNA との膜画分への移行が SRP 依

存しているかどうかを調べた所、

SRP に依存して膜画分へ移行するこ

とを証明した。 

以上をまとめると、XBP1u は C末側の PSにより翻訳休止が起きるとちょうど HR2 部分がリボ

ソームトンネルの外に局在化し（図 1）、SRP が HR2 に結合することができるようになり、その

結果 SRP 経路を使って小胞体膜蛋白質輸送装置に運ばれてくることが明らかとなった。本結果

により、SRP 経路に入るためには翻訳休止が必要なこと、XBP1u は SRP 経路を介して小胞体膜の

蛋白質輸送装置に運ばれることを示したこと、また翻訳休止が生理的に有用な機能を果たして

いることを明確に示すことができた。これらは本研究による重要な成果である。さらに、SRP

経路を介して運ばれるにも関わらず、小胞体内には効率よく輸送されないことがわかってお

り、その詳細な機構に関しては今後の課題である。 

 

（2） 翻訳休止の分子機構解析 

光架橋及び質量分析の結果、XBP1u の PS はリボソーム蛋白 uL4 と強く相互作用していることが

示唆された。クライオ電顕の結果から uL4(Arg71)と相互作用している可能性が示唆されていた

ので、uL4 と XBP1u の PS に変異を導入し実際に相互作用しているかどうかを検証した。①

uL4(WT), uL4(R71K)の時には休止したが、R71G,A,E,W に変異すると休止しなくなったことから

側鎖の長さや陽イオンが関係していることが示唆された。②クライオ電顕の結果から

XBP1u(P243)と uL4(R71)が相互作用している結果が得られていたので、その前後のアミノ酸

(Q242L/P244L or Q242L/P244G)に変異を導入したところ、翻訳休止が起こらなくなったことか 

 



ら、予想を支持する結果を得

た。③クライオ電顕解析結果

から、PSの W249 と W256 の間

でターン構造を取り（図 2青

枠）、リボソームトンネルと

強く相互作用していることが

最終的に休止を起こしている

要因であることが明らかとな

った。 

哺乳動物細胞を用いてリボ

ソーム蛋白質に変異を入れ翻

訳途上で停止した蛋白質の翻

訳停止を解除したのは、おそ

らく初めての報告になるので

重要な成果である。翻訳休止

配列の一部がターン構造をと

り、それが最終的な翻訳休止

の要因であることが明らかと

なったが、その上流のアミノ

酸を 1つ変えるだけでも翻訳

休止が解除されるという事実がある。このことは上流のアミノ酸とのリボソーム蛋白質との相

互作用が翻訳休止の最初のトリッガーとなっている可能性があることを示唆しており、今後検

討する課題の一つである。さらにこの翻訳休止は一時的であり、その後解除されることがわか

っている。どのような機構で解除されるのかも今後の課題である。 
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