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研究成果の概要（和文）：小胞体の恒常性が破綻する（小胞体ストレス）と、小胞体小胞体局在

膜タンパク質 Ire1 が活性化し、小胞体ストレス応答が引き起こされる。私たちは、小胞体膜局

在亜鉛トランスポーターZrg17 が Ire1 と会合していることを見いだした。Ire1 は Zrg17 をリ

ン酸化する。また、Zrg17 の存在量も Ire1 により制御を受けているようだ。すなわち、Ire1
は Zrg17 に直接的に作用し、サイトゾルから小胞体への亜鉛イオン輸送をコントロールしてい

るのであろう。 
 
研究成果の概要（英文）：Dysfunction of the endoplasmic reticulum (ER), namely ER stress, 
activates an ER-located transmembrane protein Ire1. In the present study, we have 
noticed interaction between Ire1 and an ER-located zinc-ion transporter Zrg17 in yeast 
cells. Zrg17 was highly phosphorylated in IRE1 cells but not in ire1Δ cells cultured in 
ER-stress conditions. We propose that Ire1 activated through zinc deficiency directly 
phosphorylates and stabilizes Zrg17 for efficient incorporation of zinc ion into the ER. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 真核生物細胞は、生体膜で被われたさま
ざまな細胞内区画、すなわちオルガネラを有
している。オルガネラはそれぞれ独特の形態
を有しており、その形態形成に関わる因子の
同定と機能解析は、細胞生物学における重要
なトピックとして、近年、急速に研究が進ん
でいる。一方、オルガネラの形態は静的なも
のではなく、形態変化やその制御も興味深い

事象だと考えられるが、そのような観点から
の研究例はあまり報告されていない。 
(2) 小胞体はタンパク質の分泌を司る細胞
内小器官である。また、膜脂質構成成分（リ
ン脂質など）の生合成や代謝も、小胞体にて
行われる。例えば動物細胞では、分化に伴っ
て小胞体の形態が著しく変化することが知
られている。そもそもは生体膜で被われた袋
である小胞体は、伸展して細長い円柱状であ
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り、それが分岐した網目状の形態であること
が多いが、一方、膵細胞や抗体産生細胞など
タンパク質分泌が盛んな細胞では扁平な形
態であり、さらには、それが多層状に連なり、
表面積も体積も著しく増大している。なお、
小胞体への過剰な負荷（分泌の亢進）に応じ
た小胞体の形態変化と伸展は、出芽酵母でも
認められる。また、Saccharomyces cerevisiae
に比べ、近縁種である Pichia pastoris はタ
ンパク質分泌が盛んであり、かつ、発達した
小胞体を有している。 
(3) この小胞体の形態変化が、少なくとも一
部は小胞体ストレス応答によるものである
ことは明白である。小胞体の機能不全は、小
胞体ストレスと総称され、それに対する細胞
の防衛応答が小胞体ストレス応答である。真
核生物全般に保存されている I型膜貫通タン
パク質 Ire1 は、小胞体に局在し、かつ、サ
イトゾル側ドメインにキナーゼ活性と RNase
活性を併せ持つ。小胞体ストレス応答のトリ
ガーとなる Ire1 の機能に関しては、酵母を
用いた研究が中心となって解明が進んでき
た。すなわち、Ire1 の小胞体内腔ドメインは、
変性タンパク質と直接的に相互作用し、これ
は Ire1 のホモ多量体化へと結びつく。ホモ
多量体化した Ire1 は、サイトゾル側のキナ
ーゼ活性依存的に自己リン酸化し、RNase 活
性を発揮するようになる。酵母では、この
RNase 活性の標的は HAC1 mRNA である。HAC1 
mRNA は、通常時にはイントロンが存在してお
り、タンパク質に翻訳されない。しかし、（小
胞体ストレスに応じて）活性化した Ire1 は
HAC1 mRNAをスプライシングにより成熟させ、
転写因子タンパク質の生成（成熟型 mRNA の
翻訳）へとつながる。そして、小胞体で機能
するタンパク質全般の発現が転写レベルで
誘導され、小胞体ストレスは解消へと向かう。
分泌の亢進も小胞体ストレスとなり、Ire1 を
活性化する。また、興味深いことに、タンパ
ク質分泌が盛んであり小胞体が発達してい
るほ乳動物細胞、そして Pichia pastoris で
は、常に Ire1 が活性化しており、標的 mRNA
（Pichia pastoris では HAC1 mRNA）がスプ
ライシングされているのである。また、Ire1
遺伝子の破壊により、小胞体形態変化が不全
になることも分かっている。 
 
２．研究の目的 
 本 研 究 で は 、 酵 母 （ Saccharomyces 
cerevisiae、Pichia pastoris）を用いて、
分泌亢進、そして小胞体ストレスに応じて、
小胞体が伸展や形態変化するメカニズムを
解明することを目指した。予備的先行研究の
結果では、この事象には、Ire1 は寄与するが、
HAC1 は無関係なようである。すなわち、Ire1
遺伝子破壊と異なり HAC1 遺伝子破壊では、
小胞体形態変化が阻害されないのである。そ

こで、HAC1 非依存的な Ire1 の機能の存在を
想定し、それを明白にすることが、研究目的
を達成する道筋だと考え、そのことにアプロ
ーチするという戦略を採ることとした。 
 
３．研究の方法 
 HAC1 非依存的な Ire1 の機能を見いだすべ
く、Ire1 に会合するタンパク質の同定を行っ
た。すなわち、HA エピトープ標識した Ire1
を発現する酵母細胞の粗抽出液を抗 HA エピ
トープ抗体による免疫沈降に供し、共沈降す
るタンパク質を LC-MS 解析により同定した。
そして、Ire1 とそのタンパク質との関連を、
Western blottingや変異体解析を含む多様な
手法により検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究ではまず、Saccharomyces 
cerevisiae 細胞における Ire1会合タンパク
質として、Zrg17 を同定した。Ire1 と Zrg17
の会合は、小胞体ストレスの有無により変化
しない。なお、Zrg17 は小胞体膜局在亜鉛イ
オントランスポーターであり、サイトゾルか
ら小胞体へ亜鉛イオンを運搬する役割を担
うことが報告されている。 
 そこで本研究では次に、Zrg17 と Ire1 との
関連を検討した。まず、Zrg17 の細胞内存在
量に対する Ire1 の寄与を明らかにすべく、
細胞粗抽出液をウエスタンブロッティング
解析に供した（Zrg17 は Myc エピトープによ
り標識されている）。その結果、通常の条件
で培養したときには（Synthetic dextrose 培
地）、野生型細胞と Ire1 遺伝子欠損細胞の間
で Zrg17の発現量に違いは見られなかったが、
一方、亜鉛欠乏培地での培養時には、野生型
細胞でのみ顕著に Zrg17の誘導が認められた。
両者の細胞で Zrg17 mRNA 量には差が認めら
れなかったことから、Ire1 は Zrg17 の安定化
に寄与していると考えられる。 
 恒常的活性化型 Ire1 変異体は、高い Zrg17
安定化効果を示した。また、Phostag 含有ゲ
ルでの電気泳動解析から、Zrg17 は Ire1 依存
的にリン酸化されることも明らかとなった。
亜鉛欠乏は小胞体ストレスを誘起すること
が知られており、その結果として活性化した
Ire1 が Zrg17 を安定化し、小胞体への亜鉛イ
オンの取り込みが促されるというモデルが
考えられる。この現象により小胞体内腔の亜
鉛イオン濃度が保たれ、小胞体の恒常性は維
持されるのであろう。Ire1 による Zrg17 の安
定化は他の小胞体ストレスでも認められ、す
なわち、小胞体の亜鉛イオン取り込みは、亜
鉛欠乏時に限らない小胞体ストレス応答の
一環であると言えよう。 
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