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研究成果の概要（和文）：腫瘍内で見られる栄養飢餓ストレスに曝されたがん細胞は mRNA の

翻訳を抑制しながらも、生存に重要なストレス応答タンパクの翻訳を促進し、さらに血管新生

などを起こすことで環境改善を計り適応していく。しかし、ストレス応答タンパクが選択的に

翻訳されるメカニズムはまだ良く分かっていなかった。本研究ではストレス下での翻訳調節を

担う重要なキナーゼの一つ PERKとその新規結合タンパク TBL2の機能解析を通じてこの分子機

構の一端を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Upon endoplasmic reticulum (ER) stress, PKR-like ER-resident 
kinase (PERK) phosphorylates eukaryotic translation initiation factor 2 alpha (eIF2
α), resulting in reducing global translation while promoting translation reinitiation 
of upstream open reading frame (uORF)-containing mRNAs, such as ATF4.  We showed 
transducin (beta)-like 2 (TBL2) as a novel ER-anchored adaptor protein that promotes the 
PERK-mediated translation reinitiation for cell survival.   
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１．研究開始当初の背景 

 

 腫瘍内部でのがん細胞のストレス応答の
一つとして小胞体ストレス応答が知られて
いる。腫瘍内に見られる低酸素や低グルコー
ス条件下ではタンパク成熟の場である小胞
体に異常タンパクが蓄積することで小胞体
ストレスが発生する。 

 小胞体ストレス下では、小胞体膜上に存在
するキナーゼ PERK が活性化し、基質である
翻 訳 開 始 因 子 eIF2- α (eukaryotic 
initiation factor 2-alpha)をリン酸化する
ことで翻訳抑制が起こる。一方で、ストレス
応 答 タ ン パ ク ATF4 (activation 
transcription factor 4)の翻訳は促進され
る。こうした eIF2- αのリン酸化時、すなわ
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ちグローバルな翻訳抑制時に起こる選択的
な翻訳促進は ATF4 に限らず多くのストレス
応答遺伝子に当てはまる現象である。しかし、
その分子機構の詳細は未だに明らかになっ
ていない。 
 このような背景のもと、申請者は PERK の
新規結合タンパクとして同定した機能未知
遺伝子 TBL2（trasducin beta like 2）が、
ストレス下での ATF4 の発現に重要な因子で
あることを見出し、その分子機構を解析した。 
  

 

２．研究の目的 

  

 本研究の目的は、代表的なストレス応答転
写因子 ATF4 を主な解析対象として、ストレ
ス応答タンパクの選択的な翻訳促進機構を
明らかにすることである。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) ストレス下で起こるグローバルな翻訳
抑制への TBL2の関与を調べるため TBL2ノッ
クダウン細胞を 35S-Metラベルし新規タンパ
ク合成を解析した。 
 
(2) ATF4 mRNAのストレス下における翻訳状
態を解析するためポリソームアッセイを行
った。TBL2ノックダウン細胞の抽出液を１０
〜５０％ショ糖密度勾配遠心し、各フラクシ
ョン中の ATF4 mRNA量を比較解析した。 
 
(3) ATF4の翻訳調節に重要な uORFを含む 5’
非翻訳領域をルシフェラーゼ遺伝子の上流
に組み込んだ後、TBL2発現による ATF4翻訳
への影響をルシフェラーゼアッセイにより
検討した。 
 
(4) 293T細胞より調整した PERK,TBL2タンパ
クと、市販のウサギ網状赤血球ライセートを
用い in vitroにおける ATF4 mRNA翻訳活性
を検討した。 
 
(5) レンチウィルスを用いて TBL2発現抑制
細胞株を構築し、低グルコースや低酸素など
の生理的な腫瘍内飢餓ストレスへの感受性
を検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1)小胞体ストレス下での翻訳調節に必須な
キナーゼ PERK に結合する機能未知タンパク
TBL2の機能解析を行った。TBL2は PERK同様
に小胞体に局在しストレス依存的に PERK に
結合した（図１A,B）。また TBL2 の発現を抑
制すると、ストレス下で誘導される ATF4 の

発現がタンパクレベルで減弱した（図１C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)上記の発見に基づき、TBL2 の標的特異性
を 35S-Metラベル、ポリソーム解析により検
討した。その結果、TBL2は ATF4 mRNAの翻訳
レベルでの制御に重要であることが判明し
た。 
 
(3)TBL2が ATF4翻訳の開始段階を制御してい
るかどうかを ATF4 mRNA上の翻訳開始調節領
域を組込んだルシフェラーゼベクターを用
い、細胞内または in vitro 翻訳系により検
討した。いずれの実験においても、TBL2 は
ATF4 の翻訳開始をポジティブに制御してい
ることが示された。 
 
(4)TBL2 がどのような翻訳開始因子と結合す
るのか免疫沈降法により検討した。その結果
TBL2は eIF2-,, 、さらに 60Sリボソーム、
ATF4 mRNA と特異的に結合することがわかっ
た。さらに様々な TBL2欠損変異体を作成し、
これら翻訳制御因子ならびに PERK との結合
部位を同定した。その結果、TBL2は自身のも
つ WD40 ドメインや特異的なアミノ酸配列を
介して翻訳開始に重要な複合体を形成する
ことが明らかになった。 
 
 
(5)TBL2を介したストレス応答タンパク ATF4
の翻訳調節が、実際にがん細胞の飢餓ストレ
ス環境下での生存に重要かどうか検討する
ため TBL2 ノックダウンがん細胞株を構築し
した。その結果、TBL2発現抑制細胞は栄養飢
餓ストレス（グルコース飢餓、低酸素）に対
して脆弱になることが判明した（図２）。 
 



 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
(6)現在までに報告されている ATF4翻訳モデ
ルは、PERKによる eIF2リン酸化は、mRNA上
の 5’末端からやってきた 40S リボソームが
上流の読み枠 uORFでの翻訳開始を回避させ、
その結果、下流に存在する真の読み枠に到達
し翻訳再開始が起こるというものである。し
かし、再開始をうまく説明できる分子モデル
はまだ存在しなかった。 
 
 本研究結果から、申請者はストレス応答タ
ンパク ATF4 の翻訳調節モデルとして新たな
モデルを打ち立てた（図２）。 
 
すなわち、①TBL2 は ATF4 mRNA、60S リボソ
ーム、翻訳開始因子 eIF2と複合体を形成し、
②この TBL2 複合体はストレス依存的に活性
化した PERK に結合する。③PERK はストレス
下で eIF2 をリン酸化し 40S リボソームの
uORF 読み飛ばしを促進する④一方で、TBL2
がすぐ下流で必要な翻訳開始因子を供給す
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
このように、PERK と TBL2 の連携がストレス
応答タンパクの迅速な翻訳促進に貢献して
いることが考えられた。 
 こうした発見は、様々なストレス応答タン
パクの発現調節機構の解明や、がんをはじめ
とした多くのストレス応答関連疾患の病態
解明にも繋がると考えられる。 
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