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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレス応答に重要な哺乳動物の IRE1α-XBP1 経路、また
IRE1βの標的分子の解析を行った。その結果、転写因子前駆体をコードする XBP1u mRNA
が小胞体ストレスセンサーIRE1αにより効率良くスプライシングを受ける分子機構、また大腸
杯細胞に特異的に発現する IRE1βが小胞体膜上にリクルートされるmRNA量の安定性に重要
な役割をになっていることを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Mammalian ER stress response pathway, IRE1α-XBP1, and the 
target molecule of IRE1β have been studied. As the result, the efficient splicing mechanism 
of precursor XBP1u mRNA, which encodes the precursor of a transcription factor XBP1s, 
has been precisely studied. Further IRE1β, specifically expressed in goblet cells of colon, 
plays an important role in the regulation of mRNA stability of secretory and membrane 
proteins. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
動物細胞では小胞体ストレス応答は小胞体のス

トレスセンサーの種類により大きく３つの経路

に分類される。酵母から進化的に保存されてい

るIRE1経路、小胞体膜結合型の転写因子ATF6
経路、タンパク質合成を抑制するPERK経路で

ある。哺乳動物では IRE1αと IRE1βの２種
のパラログがあり、IRE1αは標的分子
XBP1s mRNAを細胞質でスプライシングし
転写因子 XBP1s を合成することがわかって
いた。しかし、本来小胞体膜上に行かないは

ずのXBP1u mRNAが、どのような機構で小
胞体膜に集められるのかについては全くわか
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っていなかった。さらに、XBP1u mRNA が
IRE1αにより切断を受けたあと、どのような分
子によりどのような反応で連結されるのかに関

してもわかっていなかった。一方、IRE1βは消
化器系でのみ発現されており、その標的分子の

１つはXBP1u mRNAであると報告されていた。
しかしその活性は IRE1αに比べると低く、ま
た IRE1βには rRNA切断活性も認められてい
た。しかし生理作用については明らかとなって

いない。申請者は、XBP1u mRNAが小胞体膜
に効率良く集まる仕組み、XBP1u mRNAが切
断を受けた後２つをつなぐための分子機構、さ

らにIRE1βの標的分子を明らかにすることが、
IRE1-XBP1 経路を理解するうえで重要な点と
考え、本研究を着想するに至った。 
 
 
２． 研究の目的 

 
IRE1βは、ノザン解析により大腸・胃・小腸な
ど消化器系に特異的に発現しており、作製した

IRE1β抗体により、IRE1βは大腸や胃の杯細
胞（goblet cell）で大量に発現していることがわ
かった。本研究の目的の１つは、消化器系で特

異的に発現される IRE1βの新規の標的分子を
同定し、IRE1βKOマウスで生ずる小胞体異常
が何に起因するのか、何故杯細胞では IRE1β
が発現しても細胞死に至らないのか、ある種の

ストレスをかけた時に異常が起きないのかどう

か、などという点に着目し特に炎症性腸疾患と

の関連も考慮して解析する。これらの解析結果

をふまえ最終的には IRE1βの生理的役割を明
らかにする。もう１つの目的は、IRE1α-XBP1
経路におけるXBP1u mRNAのスプライシング
がどのような仕組みによって小胞体膜上で効率

よく行われているのか、未解明のリガーゼの単

離を含め明らかにする。これらを明らかにする

ことにより、小胞体ストレス応答の生理的意義

を明らかにしたい。 

 
 
３．研究の方法 
 
（１）IRE1βの生理機能解析 
ホタルルシフェラーゼのN末にシグナルペプチ
ド、C末に小胞体保持シグナルをつけた分泌型
タンパク質のモデルになるレポーター用タンパ

ク質を作製（FLuc-ER）し、小胞体でのタンパ
ク質合成をルシフェリンの発光強度を吸光度と

して測定することで簡便に測れる方法を樹立

した。またサイトゾル側のレポーターとして、

ウミシイタケ由来ルシフェラーゼを用い

(Rluc-Cyt)両者の吸光度を同時に測定するこ
とにより、小胞体内でのタンパク質合成量を

簡便にかつ定量的に測定できる系を構築した。

この２つのレポーターと IRE1αあるいは
IRE1βいずれか計３種類の遺伝子を HeLa
細胞にトランスフェクションし、IRE1 の活
性化がサイトゾルあるいは小胞体タンパク質

両者の合成にどのような影響を与えるかを調

べた。 
（２）XBP1s mRNAの小胞体膜上に集める
ための分子機構の解析 
XBP1u mRNAとXBP1s mRNAを用い、こ
れらをウサギ網状赤血球由来の無細胞タンパ

ク質合成系に加え、両者のタンパク質合成の

違いをゲル電気泳動法により検出した。 
（３）細胞質スプライシングの無細胞再構成

系の確立とリガーゼの精製 
バキュロウィルスとSf9細胞を用いて、IRE1
αのサイトゾリック領域（キナーゼとRNase
領域をもつ）を組換えタンパク質として精製

し、XBP1u RNAを標的として試験管内で切
断する系を構築した。この系に赤血球抽出液

画分を加えると細胞質スプライシングを試験

管内で再構成する系を樹立することができた。

この系を用いて抽出液の分画とリガーゼの精

製を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 

（１） IRE1βの生理機能解析 
PERKは報告通りRluc-Cyt, Fluc-ER両者の合

成を抑えたが、IRE1αの過剰発現は両者の合

成に大きな影響を与えなかった。しかしIRE1

βの過剰発現は Rluc-Cyt には影響を与えな

かったが、Fluc-ER の発現を顕著に抑えた。

IRE1αと IRE1βの活性の差がどこにあるか

を調べたところ、RNase 領域に依存している

ことがわかった。さらに、８種類の分泌タン

パク質について調べた所、すべてのタンパク

質の合成が抑制されていることが明らかとな

った。この結果は、IRE1βが活性化すると小

胞体膜上の mRNA を切断することによりその

量を減らし、結果として小胞体特異的にタン

パク質合成を抑制するという申請者らの仮説



を支持した。 

（２） XBP1u mRNA の小胞体膜へのリクルート
機構 

XBP1u mRNAを用いてそのタンパク質合成過程を

詳細に検討した結果、XBP1u 特異的な C 末側領

域に膜へのリクルートに必要な疎水領域HR2 が

あること、さらにC末側の２６アミノ酸領域が、

タンパク質の合成を一時的に停止する活性があ

るという興味深い現象を見出した。このタンパ

ク質合成の一時的停止に必要なXBP1u の領域は

C 末端側２６アミノ酸であることは述べたが、

このうち一時停止に必須なアミノ酸１５個を同

定した。さらにこの１５個のアミノ酸は脊椎動

物のXBP1u に非常に高く保存されていることを

見出した。この結果から、合成途中のタンパク

質が一時的に合成を留めることにより XBP1u 

のHR2領域を利用してXBP1u mRNAが小胞体膜上

にリクルートされること、XBP1u mRNAが小胞体

膜上に常に集まることで小胞体ストレス時によ

り効率的にストレス応答（XBP1u mRNAのスプラ

イシング）が起こることが明らかとなった。こ

のことは、合成途上のタンパク質がmRNAの局在

化の機能をもつこと、またタンパク質合成を一

時的に停止する配列が明らかとなった、という

２点の結果から、今までの生物学に新しいパラ

ダイムシフトをもたらした。この結果は Mol 

Cell誌（表紙カバーにも採用される）とサイエ

ンス誌の両者に報告掲載することができ（発表

論文の２と７）、大きな反響を呼んでいる。 

（３） 細胞質スプライシングに必要なリガー
ゼの単離 

細胞質スプライシングの無細胞再構成系を樹立

したので、その方法を用いてリガーゼ活性画分

の同定をおこなったところ、リガーゼ活性を再

構築するために２つの画分を必要とすることが

明らかとなった。このことから哺乳動物のリガ

ーゼは少なくとも２つの因子を必要とする可能

性があることが示唆された。さらに哺乳動物

XBP1u mRNAの細胞質スプライシングの連結反応

は、酵母 HAC1 mRNA のスプライシング反応とは

異なることも明らかとした。この結果は

Nucleic Acids Research誌に掲載されただけで

なく、上位論文５％に与えられる Featured 

Articleに指定された（論文の１）。 

（４）今後は、IRE1βが実際にmRNAを切断する

こと、IRE1βのムチン生合成における in vivo

での役割、XBP1u タンパクの一時的合成停止機

構の詳細な分子レベルでの解析、一時停止配列

を利用した新しいタンパク質機能解析手法の

開発、XBP1u mRNAのスプライシング反応に関

与するリガーゼ分子の同定に向けて研究を進

める予定である。 
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