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研究成果の概要（和文）：真核生物は小胞体の機能不全に応じて小胞体ストレス応答を引き起こす。従来は小胞体への
構造異常タンパク質の蓄積に起因すると考えられてきた小胞体ストレスであるが、近年の研究により、脂質の恒常性破
綻や細胞内呼吸の異常など、さまざまな原因があることが分かってきた。よって、小胞体ストレスセンサーの活性制御
システムも、これまで考えられてきた以上に多彩なはずである。そこで本研究では、小胞体ストレスセンサーIre1がミ
トコンドリアの機能不全に対してどのように活性が変化するかについて、出芽酵母を題材としてアプローチした。

研究成果の概要（英文）：Eukaryotic cells cumulatively evoke the endoplasmic reticulum (ER)-stress 
response or the unfolded protein response (UPR). Cellular stress causing the UPR has been believed to 
accompany accumulation of unfolded proteins in the ER. In consistent to this idea, ER stress sensors 
including the ER-located type-I transmembrane protein Ire1 is activated through ER accumulation of 
unfolded proteins. However, recent studies revealed that membrane-lipid abnormalities and/or disturbance 
of intracellular respiration also cause ER stress which initiates the UPR. In the present study, I have 
addressed modulation of Ire1’s activity by mitochondrial dysfunction in yeast Saccharomyces cerevisiae 
cells. Namely, Ire1 gets insensitive to weak ER stress in cells lacking normal mitochondrial function.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 小胞体ストレス応答　Ire1　出芽酵母
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１．研究開始当初の背景 
 小胞体はあらゆる真核生物で保存されて
いる細胞小器官である。その役割の一つに分
泌タンパク質の折り畳みが挙げられる。新規
に合成された分泌タンパク質は、小胞体内で
ジスルフィド結合形成や糖鎖付加などの修
飾を受け、高次構造を形成する。その他にも
小胞体は膜脂質の生合成やカルシウムの貯
蔵などの役割を担う。小胞体の機能不全は小
胞体内腔への構造異常タンパク質蓄積など
を伴い、細胞にとって障害となる（小胞体ス
トレス）。細胞は小胞体ストレスへの防衛機
構として小胞体ストレス応答（Unfolded 
Protein Response;UPR）を引き起こす。 
 小胞体膜上のタンパク質が小胞体ストレ
スセンサーとして小胞体内の構造異常タン
パク質蓄積を察知することにより、UPR は惹
起される。出芽酵母は小胞体ストレスセンサ
ーとして Ire1 を有する。Ire1 は真核生物全
般に保存されているⅠ型膜タンパク質であ
り、サイトゾル側に RNase ドメインと Kinase
ドメインを併せ持つ。また、小胞体内腔ドメ
インには密に折りたたまれた領域（Core 
Stress Sensing Region（CSSR））が存在して
いるのに加え、膜貫通ドメイン直前は天然変
性状態にある（サブ領域 V）。 
 非ストレス状態では Ire1 には、サブ領域
Ⅴに分子シャペロンであるBiPが結合してお
り、ホモ会合と活性を抑制していると考えら
れる。小胞体ストレス状態になると Ire1 か
ら BiP が解離し、Ire1 はオリゴマー化（クラ
スター化）する。Credle 等による X線結晶構
造解析により、CSSR はダイマー状態で構造異
常タンパク質を捕捉できる溝を形成すると
考えられている。小胞体内に蓄積した構造異
常タンパク質とCSSRの直接的な相互作用は、
Ire1 の自己リン酸化へとつながり、次いで、
Kinase ドメインへの ADP の配位を経て Ire1
は RNase として活性化する。出芽酵母では、
RNase として活性化した Ire1 は HAC1 mRNA の
スプライシングを行う。 
 成熟型 HAC1 mRNA の翻訳により生じた HAC1
タンパク質は転写因子として機能し、小胞体
内在性分子シャペロンや膜脂質生合成酵素
など小胞体の機能に関わるタンパク質全般
を転写レベルで発現誘導し、小胞体ストレス
を緩和へと向かわせると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 一方で、本段落で例示するように、これ以
外の Ire1 活性制御メカニズムの存在も想定
される。出芽酵母 Ire1 は、CSSR の部分欠失
変異（ΔⅢ変異）によって、 構造異常タン
パク質捕捉能が不全を来すことが分かって
いる。よって、N 結合型糖鎖付加阻害剤ツニ
カマイシンやジスルフィド結合開裂剤DTTな
ど、タンパク質の折り畳み不全を来す薬剤の
培地への添加によって小胞体ストレスを惹
起すると、野生型 Ire1 は強く活性するが、
ΔⅢ変異型 Ire1 は弱くしか活性化しない。

しかし、ストレスがかかる時間が長くなると、
ΔⅢ変異型 Ire1 も強い活性を示すようにな
る。また、膜脂質構成成分であるイノシトー
ルの欠損を含む膜脂質の不全により、野生型
Ire1とΔⅢ変異型 Ire1は同程度に活性化す
る。すなわち、CSSR による構造異常タンパク
質認識以外にも、Ire1 を活性化するメカニズ
ムが存在するはずなのである。Ire1 とは無関
係の二量体化ペプチド（出芽酵母核転写因子
タンパク質 Gcn4 由来のベーシックロイシン
ジッパー配列；bZIP）にて小胞体内腔ドメイ
ンを置き換えた Ire1 キメラ体も、小胞体ス
トレスに応じて活性化する。この知見は、従
来考えられてきたものとは異なるメカニズ
ム、すなわちサイトゾル側の関与によっても
Ire1 が活性化することを示唆していると考
えられる。 
 ミトコンドリアは真核生物共有の細胞内
小器官であり、酸化的リン酸化によって効率
的に ATP を合成する。多くの真核生物細胞に
おいて、小胞体とミトコンドリアが近接して
いることが観察されている。そして、ミトコ
ンドリアと小胞体は、Ca2+シグナル伝達や脂
質の交換などを行っている。さらに近年、海
外の複数の研究グループにより、小胞体とミ
トコンドリアを連結するタンパク質複合体
が報告されている。例えば、これら二つの細
胞内小器官を連結するタンパク質の一つで
ある mitofusin2 は、小胞体とミトコンドリ
アの接触面に豊富に存在し、ミトコンドリア
の Ca2+取り込み効率を制御しているとも言
われている。 
 よって本研究では、サイトゾル側における
Ire1 活性制御機構において、何らかの様式で
ミトコンドリアが寄与している可能性を考
え、そのことにアプローチすることを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 定法に基づき、出芽酵母株の培養を SD 培
地あるいは SC 培地にて 30℃で行った。RNA
の抽出にはホットフェノール法を用い、HAC1 
mRNA のスプライシングの程度の判定には、当
該 mRNA を RT-PCR にて増幅し、その産物のサ
イズをアガロースゲル電気泳動により検討
した。 
  
４．研究成果 
 ミトコンドリアに局在するタンパク質の
ほとんどは核ゲノムにコードされているが、
ミトコンドリアは独自のゲノムも有し、電子
伝達系に関わるタンパク質などがコードさ
れている。よって、ミトコンドリアゲノム欠
損（rho0変異）によって、電子伝達系は駆動
しなくなり、酸化的リン酸化による ATP 産生
も不能となる。しかし、出芽酵母は発酵（解
糖系）によってエネルギーを得ることも可能
であるため、グルコースを炭素源とする培地
では、rho0株も良好に増殖する。そこで本研
究では、ミトコンドリアが UPR にどのように



寄与するのかを調べるため、rho+株と rho0株
における Ire1 活性化（HAC1 mRNA スプライシ
ング）を比較した。 
 本研究ではまず、野生型菌株として BY4681
を用い（rho+）、細胞をエチジウムブロマイド
処理することにより rho0株を得た。そして私
は、グルコースを炭素源とする培地（SC培地）
にてこれらの菌株を対数増殖させ、次いで、
10mM DTT の添加（30 分間）あるいはイノシ
トール欠乏にてストレスを与えた。そして細
胞を集め、総 RNA を抽出し、HAC1 mRNA を標
的とした RT-PCR に供した。次いで、RT-PCR
産物をアガロース電気泳動した後に、そのゲ
ルをエチジウムブロマイド染色した。非スト
レス条件では HAC1 mRNA はほとんど非スプラ
イシング型(HAC1u)であるのに対し、ストレス
によりスプライシング反応が進み、スプライ
シング型(HAC1i)が生じていることが観察さ
れた。そのデータを定量化して、HAC1 mRNA
のスプライシングの程度を算出したところ、
10mM DTTではrho+株とrho0株は同程度にHAC1 
mRNA のスプライシングが進んだのに対し、イ
ノシトール欠乏による HAC1 mRNA スプライシ
ングは、rho0変異による減弱が認められた。 
 次いで私は、低濃度の DTT を培地に添加し
た時の、HAC1 mRNA スプライシングを検討し
た。3mM DTT を 30 分間添加すると、rho+株と
rho0株ともに約 80％の HAC1 mRNA がスプライ
シングされていることが確認できる。しかし、
1mM DTT を 30 分間添加した場合、rho+株では
約 65％の HAC1 mRNA がスプライシングされて
いるのに対し、rho0株では約 35％と低くなっ
ていた。 
 なお、SC 培地では rho+株と rho0株の間で
増殖速度はほとんど同じであり、よって、
HAC1 mRNA スプライシング効率の差は増殖能
の差には起因しないと考えられる。 
 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae に分
類される出芽酵母の実験室菌株は、由来（自
然界から分離された場所や年代）が異なるも
のがいくつも存在している。ちなみに、
BY4681株はS288C株由来である。よって次に、
それとは由来が異なる菌株でも、同様の知見
を得られるかどうか検討した。用いたのは、
IRE1 遺伝子を欠く W303 由来菌株(W303ire1
Δ；rho+)とSEY6210由来菌株（KMY1516；rho+)、
および、それらをエチジウムブロマイド存在
下で培養することによりミトコンドリアゲ
ノムを欠失させた菌株のそれぞれに、シング
ルコピープラスミドにて IRE1 遺伝子を導入
した（pRS313-IRE1)形質転換体である。それ
らを 1mM DTT30 分間という条件でストレスを
与えた後に、HAC1 mRNA スプライシングを定
量した。その結果、W303 由来株でも SEY6210
由来株でも、rho0変異により HAC1 mRNA スプ
ライシングが減弱することが分かった。 
 自家蛍光が弱くGFP蛍光の観察が容易であ
ること、および、 1NM-PP1 による Ire1 L745G
変異のレスキューがきちんと認められるこ
とから、今後の実験では主として、W303 由来

IRE1遺伝子破壊株(W303ire1Δ株(rho+))およ
びその rho0変異体を用いることにした。次の
実験では、それらにシングルコピープラスミ
ドにて IRE1 遺伝子を導入し、1mM DTT でスト
レスを与えた場合の、HAC1 mRNA スプライシ
ングの経時変化を調べた。これまでの実験
（30 分間の DTT 処理）で認められていた rho+

株と rho0株の間の HAC1 mRNA スプライシング
の程度の差は、ストレス処理の時間を 60 分
間に延ばすことによって、さらに顕著となっ
た。 
 次の実験では、さまざまな濃度のツニカマ
イシンを培地に添加し、それによるHAC1 mRNA
スプライシングを評価した。低濃度のツニカ
マイシンが添加された場合に、rho0変異によ
る HAC1 mRNA スプライシングの減弱が認めら
れた。  
 次の実験では、C末端に HA エピトープ標識
を付加したIRE1遺伝子(IRE1-HA)を有するシ
ングルコピープラスミドを W303 由来 IRE1 遺
伝子破壊株(W303ire1Δ株(rho+))およびその
rho0変異体に導入した。そして、SC 培地にて
培養後に細胞抽出液を調製し、抗 HA エピト
ープ抗体による Western blot 解析に供した。
シングルコピープラスミドからIre1-HAを発
現させた場合、W303ire1Δ 株(rho+)もその
rho0変異体も、その位置にほとんど同じ濃さ
のバンドが認められた。よって、rho0変異に
より Ire1 の発現量あるいは安定性にほとん
ど変化は生じないと考えられる。 
 ここまで述べた研究により、rho0株は比較
的弱い小胞体ストレスへの Ire1 の応答性を
低下させることが示された。では、rho0変異
は Ire1 活性化のどのステップに影響するの
であろうか？この疑問に答えるため、サイト
ゾル側ドメインに GFP が挿入された
Ire1(Ire1-GFP)発現プラスミドを W303 由来
IRE1遺伝子破壊株(W303ire1Δ株(rho+))やそ
の rho0変異体に導入し、蛍光顕微鏡にて観察
した。その結果、rho+株、rho0 株ともに非ス
トレス条件下では Ire1-GFP は小胞体全体に
広がって存在し（小胞体の形態そのものが
GFP 蛍光として認められる）、一方、10mM DTT
の培地への添加時には点状の分布、つまりク
ラスター化した状態で存在していることが
示された。1mM DTT 添加時においても、ほと
んどの Ire1-GFP はクラスターとして存在し
ており、その程度は rho+株と rho0株の間で差
は認められなかった。 
 Ire1 は自己リン酸化とキナーゼ領域への
ADP の配位を経て、RNase としての活性を示
す。Ire1 サイトゾル側ドメインで起こるこれ
らの事象と rho0 変異との関係にアプローチ
するため、キナーゼドメインに点変異が導入
された L745G 変異型 Ire1 を用いた解析を行
った。L745G 変異型 Ire1 は自己リン酸化も
ADP の配位も出来ず、UPR を惹起する能力を
欠く。しかし、L745G 変異型 Ire1 を有する
W303 由来株の培養液に ADP アナログである
1-NM-PP1 を添加すると、小胞体ストレス時に



HAC1 mRNA がスプライシングされ、UPR が惹
起される。これは L745G 変異型 Ire1 に
1-NM-PP1 が配位し、自己リン酸化および ADP
配位が起こったのと同様の構造変化が起き
るためであると考えられる。 
 そこで私の研究では、W303 由来 IRE1 遺伝
子破壊株(W303ire1Δ株(rho+))あるいはその
rho0 変異体に、野生型 IRE1 遺伝子あるいは
L745G変異型IRE1遺伝子を有するシングルコ
ピープラスミド(pRS313-IRE1 あるいは
pRS313-IRE1-L745G)を導入し、1 mM DTT にて
30分間のストレスを与えた後の HAC1 mRNA ス
プライシングを定量した。野生型 IRE1 株は
1-NM-PP1 の有無で HAC1 mRNA スプライシング
効率に変化は無く、また、これまでのデータ
と同じく、rho0変異により HAC1 mRNA のスプ
ライシングは減弱した。一方、L745G 変異型
Ire1 は 1-NM-PP1 存在時のみ活性化した。そ
して、1mM DTTおよび1-NM-PP1存在下のL745G
変異型 Ire1 の活性は、rho+株と rho0株との
間で差は認められなかった。すなわち、Ire1
のリン酸化が必要のない条件にすると、UPR
減弱における rho0 変異の効果は認められな
くなるのである。 
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