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「普遍的な生体防御機構としてのストレス応答」

１．研究実施の概要

ストレス応答による生体防御機構を解明するため、ふたつの大きな柱を立ててい

る。第一は、転写制御因子によるストレス応答機構の解明であり、第二の柱は、ス

トレス蛋白質による生体防御の機構の解明である。第一の柱は、主として京大グルー

プによってHSFファミリーの機能を中心に研究がなされ、奈良先端大グループも小

胞体ストレスのシグナル機構に関する研究を進めている。第二の柱は、京大グルー

プがHSP47を中心に、東京都臨床研グループがHSP90を中心に、奈良先端大グルー

プがBiPおよびHSP70を中心に酵母で研究を行なっている。

２．研究実施内容　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　Ａグループ

　　１－１）HSFの作用機構に関する研究　

ヒトHSF4の遺伝子解析を行ない、HSF4には種々の選択的スプライスフォー

ムが存在すること、またマウスにもHSF4ホモローグが存在することを明らかに

した。マウスには主として２つのフォーム（a, b）が存在し、HSF4aは転写に阻

害的に働き、逆にHSF4bは転写を促進する働きを持つことを明らかにした。ま

たこれらの転写因子が、主として脳と肺に蛋白質として検出され、組織特異性

を持つことも明らかになった。さらに、ニワトリにおいては、従来もっともよ

く研究が進んできたHSF1に比べて、HSF3の方が主たるストレス転写因子であ

ることが明らかになり、どの転写因子が重要であるかについて、種特異性があ

ることが明らかになった。

　　１－２）HSP47のノックアウトマウスの解析

昨年度より引き続きHSP47ノックアウトマウスの解析を続けている。ノック

アウトマウスにおいては、�型、�型コラーゲンのプロセシングに異常が起き、

コラーゲン繊維や基底膜が形成されないことを明らかにした。さらに、このよ

うなコラーゲン組織の異常を反映して、血管の破裂、アポトーシス、神経管へ

の神経上皮細胞の流出など、さまざまな異常が組織レベルで認められた。　一

方、HSP47の機能をより詳細に調べるため、HSP47ノックアウトマウスの胎児

－174－



より、細胞株を樹立した。hsp47+/+、hsp47+/- 細胞より分泌されるコラーゲン

は、正しい３本鎖構造を取っており、プロテアーゼ処理に対して耐性であった

が、hsp47-/- 細胞より分泌されたコラーゲンは、プロテアーゼによって分解さ

れてしまった。これは、HSP４７がない細胞では、コラーゲンが正しい構造をと

れないことを示唆しており、HSP４７がコラーゲン特異的分子シャペロンである

ということの大きな証拠となった。

　　１－３）HSP４７の基質認識機構の解析

酵母two hybrid system に、ランダムペプチドライブラリーを用いて、HSP４７

によって認識されるコンセンサス配列の決定を試みた。その結果、HSP４７はGly-

X-Yのうち、Xの位置には常にプロリンを要求すること、Ｙの位置にはプロリン

以外のアミノ酸が来ても認識されることがわかった。しかし、Ｙ位のアミノ酸

には特徴的な傾向があり、プロリン、アルギニンが特によく好まれること、逆

にアスパラギン酸、フェニルアラニンなど数種のアミノ酸はほとんど認識され

ないことなどがわかった。これは、コラーゲンの３本鎖を安定させるアミノ酸

に相当し、この実験以外の種々のデータをも総合すると、HSP４７はコラーゲン

の３本鎖を特によく認識することが明らかになった。

　　１－４）小胞体における新たな分子シャペロンの探索

小胞体に存在するマンノシダーゼ様の蛋白質（AMLG）に関して、研究を継

続した。AMLGは、小胞体ストレスによって誘導されるマンノシダーゼ様蛋白

質として特異なものであるが、本年になってAMLGが小胞体における分解経路

に深く関わる分子である可能性が出てきた。小胞体における蛋白分解は、いっ

たん細胞質へ逆輸送された後にプロテアソーム系によって分解されるが、小胞

体において、マンノースが８個ついたフォームを特異的に認識する分子の存在

が想定され、世界中でその分子の同定が競われてきた。我々の偶然発見した

AMLGが、その分子である可能性が出てきたのである。AMLGを細胞に発現さ

せると、小胞体経由の分解（ERAD）が促進される。本当にAMLGがERADに直

接関与するマンノース８レクチンであればきわめて注目に値する発見になるわ

けで、目下、その詳細について検討を続けている。

　　１－５）HSP４７結合蛋白質の検索　

HSP４７に結合する蛋白質を酵母two hybrid法によって検索する過程で、３つの

新たな遺伝子を発見した。第１のユビキチン様ドメインをもった蛋白質はユー

ビン（Ubin）と名付けたが、小胞体への移行シグナルに結合性を持つことがわ

かり、小胞体への分泌・膜蛋白質の輸送になんらかの関連があるのではないか

と考え仕事を進めている。

第２の蛋白質はコラーゲン様ドメインをもつものであり、そのうち精巣特異
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的な発現を示す蛋白質（ｔｓ）について、精巣のうち、どの種類の細胞が発現

しているのか、３本鎖を形成するのか、分泌される蛋白質であるのか、また細

胞外マトリックスに蓄積するのかなどについて研究を継続している。

　Ｂグループ

　　２－１）変性蛋白質の再生と分解を振り分ける機構

これまでに、変性したルシフェラーゼ�はまずHSP90に結合し、プロテアソー

ム活性化因子PA28に受け渡され、次いでHSP70とHSP40の作用を受けて再生す

ることを明らかにした。本年は、Ｌを結合したPA28が20Sプロテアソームに結

合することを見いだした。この結果は、変性したＬが分解を受ける経路にも

PA28によって運ばれる可能性を示唆する。PA28の代わりにHSP104を加えても、

効率よくＬが再生するのが認められた。この結果は、酵母ではHSP104がPA28

の代わりをしている可能性を示唆する。

　　２－２）HSP90の基質蛋白質としてのカルシニューリン

酵母においてHSP90の発現量が多すぎても少なすぎても、カルシニューリン

（ＣＮ）の作用が抑制され、高塩濃度ストレスに弱くなることを明らかにして

きた。本年は、実際に細胞よりＣＮを免疫沈殿し、その活性を測定した。その

結果、HSP90と複合体をつくっているＣＮは活性が著しく低いことが明らかと

なった。両者の複合体は、Ca2+－カルモデュリンによって解離し、ＣＮの活性

が発現する。このイン・ビトロの結果は細胞レベルでみた、ＣＮ依存性遺伝子

発現で推定したＣＮ活性の結果とよく一致する。

　　２－３）HSP90に結合しやすいペプチドの選別

HSP90に結合しやすいペプチドとしてニューロペプチドNPYを同定した。

NPYは溶液中で４量体として存在し、HSP90の電荷をもつアミノ酸に富むドメ

インに結合することを明らかにした。また、レティキュロサイトライセート中

でmRNAより合成したNPYは、HSP90と実際に複合体を形成していることを示

した。

　Ｃグループ

　　３－１）小胞体－核間の情報伝達系の解明

細胞が小胞体ストレスにさらされ小胞体内に変性した蛋白質が蓄積すると、

BiPをはじめとする小胞体シャペロンが転写レベルで誘導されることが知られ

ている。このことから小胞体と核との間には情報交換が行われており、この反

応経路をUPR（Unfolded Protein Response）経路と呼んでいる。動物でのUPRを

解析するために、この反応に重要な役割をになっているヒトIRE1の機能解析を

行った。ヒトIRE1には酵母と異なり少なくとも２種類の遺伝子（αとβ）があ

ることがわかったので、ヒトhIRE1α及びhIRE1βの野生型、変異型（dominant 
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negative）をそれぞれ誘導的に発現する安定なHeLa細胞を取得し、誘導後にお

ける小胞体ストレス応答について解析した。それぞれの細胞をTet off の培地に

変えると、転写レベル、蛋白レベルでの誘導が認められ、誘導されたhIRE1蛋

白質は主に小胞体・核膜に局在した。hIRE1αの発現は、BiPの転写レベルでの

誘導を起こしUPRに関わっていることを支持したが、hIRE1βの発現はBiPの誘

導は起こさず、細胞のアポトシスを引き起こすことが明らかとなった。このこ

とはαとβはホモログであるにも関わらず、異なる機能をになっていることを

示唆している。

　　３－２）小胞体シャペロンによる変性蛋白質の品質管理機構の解明

小胞体内腔でIre1pが変性蛋白質をどのように感知するのかについて、Ire1pの

内腔領域とBiPとの結合・解離がそのシグナルのオン・オフに関与していると

いう仮説のもとに、現在酵母の系を用いて解析を進めており、その仮説が正し

いことが明らかになった。さらに小胞体内で正しい高次構造をとった蛋白質は

小胞の出芽によりゴルジ体へと輸送される。この小胞形成に関与するSec24pと

そのホモログSfb2pに関し解析を進め、Sfb2pはSec24pの多くの機能を相補でき

るが、いくつかの輸送蛋白質の小胞内への濃縮機能が欠損していることがわ

かった。現在このサプレッサーを拾うことによりさらに解析を進めている。
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