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研究成果の概要（和文）：　ERストレス時に、ERからGolgi装置へのタンパク輸送が制御されることは予想され
ていたが、その調節機構は不明であった。本研究ではrER膜局在三量体Gi2タンパクが、ERからGolgi装置へのタ
ンパク輸送は制御することから、ERストレス応答への関与を調べた。
　三量体Gi2タンパクのノックダウンにより、ERストレスは抑制された。PERKは活性化されていたが、下流の
CHOPは活性化されていなかった。またATF6の活性化は抑制されていた。この結果はERストレス応答へのrER膜局
在三量体Gタンパクの関与を示し、アポトーシスを調節する新たなターゲットの発見につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Although it was expected that existence of ER to Golgi protein transport 
regulatory system in ER stress induced cells, regulation of ER to Golgi protein transport remained 
unclear. Since rER membrane localized trimeric Gi2 protein regulated ER to Golgi protein transport, 
we examined relationship between ER stress responses and rER membrane localized trimeric G protein.
Knockdown of trimeric Gi2 protein suppressed ER stress. Although PERK was activated in ER stress, 
knockdown of trimeric Gi2 protein inhibited CHOP activation, downstream signal molecule of PERK. 
Furthermore, knockdown of Gi2 protein inhibited ATF6 activation. This results suggests that rER 
membrane localized trimeric G protein involves in ER stress response. Thus, we conclude that rER 
membrane localized trimeric G protein is a new target of apoptosis regulation.

研究分野：トキシコロジー

キーワード： ERストレス　細胞内小胞輸送　アポトーシス　三量体Gタンパク
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
rERはタンパクの合成の場であり、順次合
成されたタンパクはCoat Complex II coated 
vesicle (COPII小胞)により、さらなる修飾を
受けるために Golgi装置へと輸送されていく。
rER において折りたたみ不良等を伴う異常
タンパクが産生された場合、GRP78 タンパ
ク等の感知機構によって、細胞内輸送が抑制
されると同時に、分子シャペロン産生が促進
され、異常タンパクの構造の修復が速やかに
行われる。この一連の応答を Unfolded 
Protein Response (UPR)と呼び、細胞生存の
ための保護機構と考えられている。一方、異
常タンパクの蓄積が多く、UPRによる対処が
不可能となった場合、プログラム性細胞死が
起こり(ERストレス由来アポトーシス)、細胞
は死に至る。多くの組織障害の原因となるこ
とから、ER ストレス由来アポトーシスの実
行機構・制御機構の解明が必要とされている。 

UPR から ER ストレス由来アポトーシス
実行に至るシグナル伝達過程については多
くの知見が得られている。一方で同時に調節
される細胞内輸送に至るシグナル伝達につ
いては、詳細は不明なままである。 

rERからGolgi装置に向かうけるタンパク
輸送小胞： COPII 小胞は ER 膜上に
COPIIcoat タンパクと呼ばれる小胞 coat タ
ンパク群が集積することにより、ER 膜が湾
曲し輸送小胞が出芽し、切り離され Golgiに
移動していくことにより開始される。
COPIIcoatタンパクの集積は、先ず細胞質に
局在する small G タンパクである Sar1 が
GTP結合活性型となりER膜へ移動すること
により始まる。申請者はラット肝組織由来細
胞質画分とラット腎由来株化細胞 NRK cell
から分画したミクロソーム膜画分を組み合
わせた Cell free系での Sar1の rER膜への
移動を評価する実験系を作出した(ミクロソ
ーム結合実験)。申請者はこれまでの研究で、
rER膜に三量体 Gタンパクが存在すること、
およびそのサブクラスはGi2であることを示
してきた。さらに三量体 Gi タンパク活性化
ペプチドmastoparan-7を rER膜に処置する
ことにより Sar1の rER膜への移動が抑制さ
れることを明らかにした。しかし rER膜局在
三量体 Gタンパクの活性化が、何によって引
き起こされているか、そしてこの調節機構の
存在意義については不明なままであった。 
これまで、異常タンパクの感知機構と UPR
発現そして ERストレス由来アポトーシスへ
の実行過程におけるシグナル伝達について
は、数多くの知見が報告されているが、異常
タンパクの感知機構と rER からのタンパク
輸送停止調節の間を繋ぐシグナル伝達につ
いては、全く触れられていなかった。そのよ
うな中、ERストレスが COPII小胞輸送を特
異的に抑制する初めての報告が 2013 年にな
された。この報告で明らかにされたことは、
COPII小胞輸送がERストレスにより抑制さ
れたという事象の結果だけであり、そこに至

るシグナル伝達や制御機構については、未だ
不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
そこで申請者らは、ER ストレス時に

COPII 小胞輸送が抑制されるのかどうかに
ついての確認を行い、制御機構を探ることと
した。本研究では存在意義が不明であった
ER 膜局在三量体 G タンパクによる COPII
小胞輸送制御機構がその役割を果たすので
はないかと考え、ER膜局在三量体 Gタンパ
クとUPRによるCOPII小胞輸送抑制の関連
を解析する目的で、以下の項目について検討
を行った。 
（１）ER ストレス時に見られるタンパク小
胞輸送阻害制御に、rER膜局在三量体 Gタン
パクが関与しているかを調べ、UPR感知機構
が rER 膜局在三量体 G タンパクを介して
COPII 輸送小胞形成制御に関わるかについ
て調べることとした。 
（２）また、ERストレス発現時における rER
膜局在三量体 G タンパクの有無による UPR
への影響を解析することにより、UPR発現・
制御機構の解明の一助とすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）ERストレス誘導時に COPII小胞形成
の抑制が起こることを、NRK 細胞を用いた
評価系において確認した。また COPII 小胞
輸送の抑制性制御の作用機構については、申
請者が作出したCell freeの Sar1移動評価系
を用いて検討を行った。作用点については
Sar1 だけでなく、次のステップである
Sec23/24複合体、そして更に次のステップで
ある Sec13/31 複合体の移動についても検討
を行い、どのステップにおいて COPII 小胞
コート形成が抑制されているのかについて
調べた。 
（２）次に COPII小胞形成の抑制が rER膜
局在三量体Gi2タンパク依存であることを証
明するために、三量体 Gi2α タンパクを百日
咳毒素事前処置によりあらかじめブロック
させ、ERストレスにより COPII小胞形成抑
制が阻害されるかを検討した。この実験につ
いても、Sar1 だけでなく Sec23/24 複合体、
そして Sec13/31 複合体の移動について検討
を行い、UPRによる COPII小胞形成過程へ
の作用点について調べた。 
（３）rER膜局在三量体 Gタンパクと UPR
感知機構である GRP78 タンパクの結合親和
性を調べ、両者の結合親和性が ERストレス
の有無・程度の違いによって、変動を起こす
かについて検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）BrefeldinA 処置により Golgi 装置の
cis-Golgi領域は断片化し拡散し、ERと癒合
する。BrefeldinA除去と同時に拡散していた
cis-Golgi 領域構成タンパク群は COPII 小胞



輸送により Golgi へと輸送され、Golgi 装置
は再構成される。この現象を利用し COPII
小胞輸送を評価する Golgi回復実験を用い、
ERストレス条件化におけるCOPII小胞輸送
量の解析を行った。Tunicamycin 処置 NRK
細胞を用いて Golgi回復実験を行った結果、
無処置細胞に比べ、Golgi 装置の回復が遅延
しており、ER ストレス条件化において
COPII 小胞輸送は抑制されていることが示
された。 
 
（２）ERストレス下での COPII小胞輸送が
抑制されていたことから、COPII小胞形成過
程への ERストレスの影響の解析を行った。
ER 膜上で COPII 小胞を形成するためには、
細胞質から ER膜上へと(i)Sar1、(ii)Sec23/24、
(iii)Sec13/31 の COPII コート構成タンパク
が順次移動する必要がある。そこで ER膜と
細胞質からなる cell free実験系（ミクロソー
ム結合実験）を用いて、細胞質から ER膜へ
の COPII コート構成タンパクの移動を観察
した。抗ラット Sar1 抗体は市販されている
ものに適切なものが存在せず、自作を行った。
過去に作成し保有しているラット Sar1b 全
長発現プラスミドより、抗原蛋白を得、抗ラ
ット Sar1 ウサギポリクローナル抗体を作成
した。細胞質局在 Sar1 タンパクの正常細胞
由来の ER膜への移動を、tunicamycinおよ
び thapsigarginによりERストレスを誘導し
た細胞由来の ER膜への移動と比較したとこ
ろ、正常細胞と ERストレス細胞の ER膜へ
のSar1の親和性に違いは認められなかった。
加えて Sec23/24複合体および Sec13/31複合
体の移動に関しても、同様の結果が得られた。
以上よりERストレスによりCOPII小胞輸送
は抑制されるが、ER膜上での COPII小胞形
成過程における COPII コートタンパクの結
合親和性の変化によるものではないことが
明らかとなった。 

ERストレスにおけるCOPII小胞形成への
ER膜局在三量体 Gi2タンパクの関与の証明
については、百日咳毒素により三量体 Gi2タ
ンパクを不活化した ER膜を用いて上述のミ
クロソーム結合実験を行ったが、百日咳毒素
による ER膜への事前処置の間に ER膜へダ
メージが起きたと考えられ、有効な結果が得
られなかった。その為、研究計画を一部変更
し siRNA法による三量体Giα2タンパクノッ
クダウン細胞の作出を試みた。ミクロソーム
結合実験に用いたが、統計上有意な結果を得
られなかった。よって本手法では COPII 小
胞形成過程への rER 膜局在三量体 Gi2 タン
パクの関与を証明することはできなかった。 

 
（３）もう一方の研究計画の項目である ER
ストレスにおけるCOPII小胞形成へのER膜
局在三量体Gi2タンパクの関与の証明を試み
た。Gi2ノックアウト細胞の作出は間に合わ
ず、siRNA法による三量体 Giα2タンパクノ
ックダウン細胞を用いて解析を行った。ノッ

クダウン条件検討を行い、siRNA による
Giα2 タンパクの発現レベルを 20%程度に抑
制した細胞の作出に成功し、tunicamycin処
置による ERストレス誘導を行った結果、ER
ストレスマーカーである GRP78 発現の有意
な抑制が観察された（図１）。 

図１．ERストレスマーカーGRP78発現に対
する三量体 Gi2α タンパクノックダウンの影
響 
Tunicamysin処置で見られるGRP78発現の
増加が Gi2α ノックダウンにより消失してい
る。 
 

ER ストレスセンサー経路には PERK、
IRE1、ATF6の 3つのレセプターによる 3系
列のシグナリングがあるが、その中で ATF6
の活性化はGi2ノックダウンにより抑制され
た。一方他の ER ストレスセンサーである
PERK経路について、興味深い結果が得られ
たので以下に期する。PERKの下流の eIF2α
活性化は、Gi2ノックダウンの影響を受けず
に活性化は維持されていた（図２）、 

図２．eIF2α 活性化に対する三量体 Gi2α タ
ンパクノックダウンの影響 
Tunicamysin 処置で見られる eIF2α リン酸
化による活性化の増加は Gi2α ノックダウン
の影響を受けていない。 
 

PERK、 eIF2αへとシグナリングが活性化
され ERストレス由来アポトーシスが実行さ
れる場合、eIF2αの下流のシグナリング因子
として CHOP の発現が誘導される。CHOP



発現を調べたところ、tunicamycin処置によ
るERすトレスで見られるCHOP発現誘導が
Gi2ノックダウンにより抑制されていること
が明らかとなった（図 3）。 
 

図３．CHOP発現に対する三量体 Gi2αタン
パクノックダウンの影響 
Tunicamysin 処置で見られる CHOP タンパ
ク発現誘導が、Gi2αノックダウンにより抑制
された。 
 
一方 CHOP タンパクの発現が抑制された
ものの、apoptosis 誘導自体は増加していた
（図 4）。この事象は他に報告が見られず、
CHOP経路を介さないERストレス由来アポ
トーシス発現経路が作用したことを示唆し
ているが、詳細は不明であり、今後の検討を
要すると考えられる。 

図４．apoptosis発現に対する三量体 Gi2αタ
ンパクノックダウンの影響 

Tunicamysin処置で見られる apoptosis発
現誘導が、Gi2αノックダウンにより抑制され
ることなく、より増加した。 
 

PERK 経路が活性化されていたにも関わ
らず CHOP発現が抑制されたことは、ATF6
活性化が抑制された結果と考えられること
から、ER膜局在三量体 Gi2タンパクを介し
た COPII小胞輸送の調節が、ERストレス応
答に必要であることが示唆された。 

 
（４）GRP78 タンパクと ER 膜局在三量体
Gi2タンパクの相互関係についても検討を行
った。共焦点レーザー顕微鏡による GRP78
と Gi2の共局在の観察について、ERストレ
スの有無により変化が見られなかった。加え
て免疫沈降法による両タンパクの結合親和
性についても検討を行ったが、ER ストレス
の有無に影響は受けず、新しい知見を得るこ
とは出来なかった。 
 
以上より、ER膜局在三量体 Gi2タンパク
が直接作用する点を明らかにすることが出
来なかったが、本研究により、ER ストレス
応答にER膜局在三量体Gi2タンパクを介し
た COPII 小胞輸送制御が必要であることが
示され、細胞生存のためのストレス応答シス
テムの一端が明らかとなったと考えられる。 
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