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研究成果の概要（和文）：作用点の異なる様々な小分子化合物によるUPR関連遺伝子群の発現パターンを比較解析した
結果，ストレスセンサーの活性とUPR関連遺伝子の発現が化合物の作用点の違いによって少なくとも３パターン存在す
ることが示唆された．
また，小胞体ストレスセンサーの一つとして知られるIRE1αの活性化をイメージングするために，IRE1αの活性化に必
要十分なステップである二量体化を，分断された蛍光蛋白質の再構成によりタンパク質間相互作用を検出する手法Bimo
lecular Fluorescence Complementation (BiFC)法を用いて検出する系を構築した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we compared the expression patterns of nine UPR target genes induce
d by seven UPR-inducing compounds with different modes of action. As a result, it was suggested that the e
xistence of at least three types of ER stress sensors' activation profiles and UPR target gene expression 
profiles, which depend on the mode of actions of the compounds.
Moreover, we developed a new detection system for the activation of IRE1a by evaluating dimerization of it
 by bimolecular fluorescent complementation (BiFC) assay. By detecting the fluorescence derived from the r
econstituted cerulean, this assay system enabled us to distinguish the activation behaviors of IRE1a as to
 ER stress-inducing compounds.
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１．研究開始当初の背景 
小胞体は膜タンパク質及び分泌タンパク質
の折りたたみが行われる細胞内小器官であ
るが，異常に折りたたまれてしまったタンパ
ク質を，折りたたみ直しや細胞質への排出な
どにより減少させる機構をも備えている．こ
のタンパク質の恒常性を維持するための調
節機構は unfolded protein response (UPR)
と呼ばれ，小胞体膜上に局在する 3つのセン
サータンパク質(ATF6, IRE1, PERK)の活性化
を発端とし，下流の UPR関連遺伝子が発現誘
導されることで実行される．これまでに糖鎖
修飾阻害剤 tunicamycin や小胞体 Ca2+ 
ATPaseの阻害剤 thapsigarginなど作用点の
異なる小分子化合物が UPR を誘導すること
は報告されているが，これら化合物が誘導す
る UPR 関連遺伝子の発現挙動の違いについ
て解析した例はなかった．そこで申請者らは，
異なる作用点を持つUPR誘導剤7種が誘導す
る9種のUPR関連遺伝子の発現を経時的に測
定した結果，それぞれの化合物による 9種の
UPR 関連遺伝子の発現はそれぞれ特徴的な
パターンを示し、階層的クラスタリングによ
り解析すると 5化合物が 2つに分類されるこ
とを見出してきた．UPR関連遺伝子の発現は
小胞体膜上に局在する 3つのセンサータンパ
ク質の活性化に起因することから，申請者ら
は「UPR誘導剤によりセンサータンパク質の
活性化パターンが異なるのでは？」という作
業仮説を立てた． 
 
２．研究の目的 
本研究は，3 つのセンサータンパク質の活性
化を 3 色の蛍光タンパク質（venus, cerulean, 
mCherry）を用いて検出する系をそれぞれ構
築し，UPR誘導剤による 3つのセンサータン
パク質の活性パターンを時空間的に解析す
ることである． 
 
３．研究の方法 
各種 UPR 誘導剤による UPR 関連遺伝子の
mRNA 量は，Real-Time RT-PCR 法を用い
て定量化した．また 3つのストレスセンサー
の活性については，ATF6 は活性化するとプ
ロテアーゼにより切断されるため切断され
る前の不活性型 ATF6 を Western blotting
にて，IRE1αは活性化すると XBP1 mRNA
を切断するため切断された XBP1 mRNA 量
を RT-PCR にて，PERK は活性化すると
eIF2αをリン酸化するためリン酸化 eIF2αを
Western blottingにて検出した． 
次にBiFC法による IRE1α活性化を検出する
ための各種プラスミドは，定法に従って作成
した．また再構成された cerulean の青色蛍
光は共焦点顕微鏡にて検出した．さらに検出
した青色蛍光は Image Jにて定量化した． 
 
 
 
	 

４．研究成果	 
[1] 種々のUPR誘導剤によるUPR関連遺伝
子発現パターンの比較解析 
	 小胞体の恒常性維持機構 UPR (Unfolded 
Protein Response) は，小胞体膜上に局在す
る３つのセンサータンパク質 (ATF6, IRE1, 
PERK) が小胞体内に蓄積した不良タンパク
質を認識することで活性化し，様々な UPR
関連遺伝子群の発現によって制御されてい
る．これまでに，糖鎖修飾阻害剤 tunicamycin
や小胞体 Ca2+ ATPase 阻害剤 thapsigargin
など作用点の異なる様々な小分子化合物が
UPRを誘導することが報告されているが，こ
れら作用点が異なる化合物による UPR 関連
遺伝子の発現挙動の違いについて解析した
例はなかった． 

図 1 
	 そこで，作用点が異なる UPR 誘導剤 7 種 
(2-deoxyglucose, brefeldin A, DTT, 
eeyarestatin I, monensin, thapsigargin, 
tunicamycin) による UPR 関連遺伝子 9 種 
(ATF4, CHOP, EDEM, ERdj4, GADD34, 
GRP78, GRP94, PDI, p58IPK) の mRNA量
を Real-Time RT-PCR により化合物添加２
４時間後まで経時的発現挙動を測定した．そ
の結果，それぞれの化合物による 9種の UPR
関連遺伝子の発現プロファイルはそれぞれ
特徴的なパターンを示し，またその発現プロ
ファイルの類似度をピアソン相関係数を用
いて計算すると，それぞれの化合物の濃度を
変えた時の発現プロファイル同士が最も類
似していることがわかった．このことから，
UPR 関連遺伝子発現プロファイルの違いは
化合物の濃度よりも化合物の作用点の違い
に依存していることが示唆された．さらに，
化合物毎の遺伝子発現プロファイルを階層
的クラスタリングにより比較解析した結果，
７種のUPR誘導剤によるUPR関連遺伝子の
発現プロファイルは大きく３つに分類され
た（グループ A； 2-deoxyglucose, DTT, 
thapsigargin, tunicamycin：グループ B；
eyarestatin I：グループ C；brefeldin A, 
monensin）（図 1）．UPR 関連遺伝子の発現
は３つのストレスセンサーの活性で制御さ
れているため，次にグループ A，B，C それ
ぞれに属する化合物群による３つのストレ
スセンサーの活性を検討したところ，グルー
プ A に属する化合物は３つのストレスセン
サーいずれも活性化させていたのに対し，グ
ループ B に属する化合物は PERK と ATF6
を，さらにグループ C に属する化合物は
PERKのみを活性化させていた．以上の結果



より，ストレスセンサーの活性と UPR 関連
遺伝子の発現が化合物の作用点の違いによ
って少なくとも３パターン存在することが
示唆された． 
 
[2] BiFC 法による IRE1α活性化検出法の構
築 
UPR(Unfolded Protein Response)は小胞体
内に不良タンパク質が蓄積した時に活性化
する小胞体内の恒常性維持機構である．UPR
は小胞体膜上に局在する 3つの小胞体ストレ
スセンサー (ATF6, IRE1α, PERK)が不良タ
ンパク質の蓄積を感知することでの活性化
し，これが引き金となり実行される．近年，
これら小胞体ストレスセンサーの活性化の
強度や速度が，さまざまな生理的・薬理的条
件において異なることが示唆されている 1-3)．
したがって，これらの差異を解析することは
UPR 制御機構のさらなる理解に繋がると期
待される．そこで本研究では，IRE1αの活性
化に必要十分なステップである二量体化を，
分断された蛍光蛋白質の再構成によりタン
パ ク 質 間 相 互 作 用 を 検 出 す る 手 法
Bimolecular Fluorescence 
Complementation (BiFC)法を用いて検出す
る系の構築を目的とした． 
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	 IRE1αの二量体化は N 末端の小胞体内腔
ドメインで起こるため，IRE1αの C末端欠損
体に青色蛍光タンパク質 cerulean の N 末端
もしくは C 末端断片を結合させた融合タン
パク質を設計し（図 2），その両方を安定発現
する細胞を作製した．通常培養条件下では
cerulean 由来の青色蛍光はほとんど観察さ
れなかったが，小胞体ストレス誘導剤 DTT
を処理したところ青色蛍光が観察された．通
常培養条件下では小胞体に局在している
IRE1αは二量体化するとドット状の局在に
変化するとの報告 4)と同様に，DTT添加によ
って誘導された青色蛍光の局在もドット状

であった．さらに他の小胞体ストレス誘導剤 
(糖鎖修飾阻害剤 tunicamycin，Ca2+ATPase
阻害剤 thapsigargin)の添加によっても，青
色蛍光を示す細胞の割合が顕著に増加し，さ
らにその蛍光はドット状の局在であった（図
3）．これらの結果から，青色蛍光は融合タン
パク質の二量体化を反映していることが示
唆された．また，これらの化合物が誘導する
青色蛍光を経時的に観察したところ，DTT 
や thapsigargin は添加 1 時間後から，
tunicamycinは添加 4時間後から顕著に観察
された．これらの時系列変化は内在性 IRE1α
活性化の指標である XBP1 mRNA のスプラ
イシングの時系列変化と概ね一致した．以上
より，本検出系は内在性 IRE1αの活性を反映
しており，また様々な化合物が誘導する
IRE1α活性化速度の差異解析にも有用であ
ることが示唆された． 
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