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小胞体膜上で起こるスプライシングの巧妙
な仕組み

１． は じ め に

真核生物の細胞では，分泌・膜タンパク質は小胞体で合

成されて成熟し，目的地へ輸送される．これら分泌経路を

経るタンパク質は翻訳と共役して小胞体内へ送り込まれ，

糖鎖修飾を受けると共に分子シャペロンやフォールディン

グ酵素などによって正しい立体構造に折りたたまれて成熟

する．タンパク質を正しい形に折りたたむ能力の容量を一

般にフォールディング容量と呼ぶが，小胞体のフォール

ディング容量を超える量のタンパク質が流入した場合や，

グルコース飢餓や低酸素状態などの環境ストレスによって

フォールディング容量が減弱した場合などには，折りたた

みが不全な構造異常タンパク質が蓄積することがある（こ

のような状況を小胞体ストレスと呼ぶ）．小胞体ストレス

は細胞に強い毒性を持ち，ひどい場合には細胞死を引き起

こすこともある．このようなストレスに応じて，細胞は小

胞体膜上で mRNAをスプライシングするといった非常に

風変わりな方法でストレス応答プログラムを活性化させ，

小胞体ストレスに立ち向かう（核で起こる一般的な mRNA

スプライシングと区別するために，細胞質スプライシング

と呼ばれている）．本稿では，最近明らかになった動物細

胞における細胞質スプライシングの洗練されたメカニズム

について紹介する．さらに，細胞質スプライシングの進化

について考察したい．

２． 細胞質スプライシング

動物細胞において，小胞体ストレスは�型小胞体膜タン

パク質 inositol requiring１α（IRE１α）によって感知される．
IRE１αは小胞体内腔の構造異常タンパク質の蓄積をその内
腔領域で感知し，活性化する．活性化した IRE１αはサイ
ト ゾ ル 側 の ribonuclease領 域 で X-box binding protein１

（XBP１u）mRNAの特異的な二ヶ所を切断し，スプライシ

ング反応を開始させる（図１A）．この反応によって，

XBP１u mRNAは open-reading frame（ORF）から２６塩基の

イントロンが切り出され，その結果，スプライシング部位

以降の配列でフレームスイッチが起こった成熟型 XBP１

mRNA（spliced XBP１mRNA：XBP１s mRNA）ができる（図

１B）．XBP１s mRNAからは機能的な転写因子 XBP１sが合

成され，小胞体分子シャペロンや小胞体関連分解に関わる

因子などの転写を誘導し，小胞体ストレス状態を緩和す

る１，２）．

細胞質スプライシングでは，IRE１αが基質である XBP１u

mRNAと出会う必要がある．IRE１αは上述のとおり小胞
体膜タンパク質であるので，XBP１u mRNAは小胞体膜上

で IRE１αに切断されると考えられるが，IRE１αと XBP１u

mRNAの小胞体膜上での遭遇には何か積極的な過程が存

在するのか，それとも，サイトゾルを受動拡散する XBP１u

mRNAの中で，たまたま小胞体膜に近づいた分子だけが

スプライシングされるのか，この問いに対する明確な解答

は得られていなかった．

３． XBP１u mRNAが IRE１αに出会う仕組み

我々はこの問いに答えるために，まず，XBP１u mRNA

の細胞内分布場所をジギトニンを用いた生化学的細胞分画

法で調べた（この方法を用いるとサイトゾルに分布する

mRNAを小胞体膜上に分布するものと分離することが出
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来る）．非ストレス時において，XBP１u mRNAは小胞体膜

上に分布することが分かった３）．興味深いことに，細胞を

小胞体ストレス誘導剤で処理すると IRE１αによってスプ
ライシングを受けた XBP１s mRNAが小胞体膜からサイト

ゾルに放出されることが明らかになった．この結果から，

XBP１u mRNAには存在し，XBP１s mRNAにはない何かし

らの特徴が XBP１u mRNAの小胞体膜へのリクルートに必

要であることが示唆される．変異体を用いた解析から，

XBP１u mRNAが in-frameで 翻 訳 さ れ る こ と が XBP１u

mRNAの小胞体膜への局在化に必要であることが明らか

となった（上述のように，XBP１sではスプライシングに

よってフレームシフトするので XBP１uの読み枠を失って

いる）．XBP１u mRNAにコードされる XBP１uタンパク質

は C末端側に高度に疎水的な領域 HRを持ち，ミクロ

ソーム膜への結合能を有する．さらに，翻訳中のリボソー

ムから新生鎖を遊離させる作用のある翻訳阻害剤 puromy-

cin処理によって XBP１u mRNAは小胞体膜から放出された

ことから，我々は，XBP１u mRNAは自身を翻訳中のリボ

ソームから伸長中の新生ポリペプチド鎖によって小胞体膜

に局在化するというモデルを提唱した（図２A）．小胞体膜

上への局在化能を消失させる変異を導入した XBP１u

mRNAは小胞体ストレス時にスプライシングされにくく

なることから，XBP１u mRNAが積極的に小胞体膜上にリ

クルートされることは効率的にスプライシングされるため

の必要条件であるようだ３）．

図１ XBP１mRNAの細胞質スプライシング機構
（A）XBP１mRNAの細胞質スプライシング．動物細胞においては，IRE１αは小胞体に構造異常タンパク
質が蓄積すると二量体化して活性化し，細胞質で XBP１前駆体 mRNAをスプライシングする．スプラ
イシングによって２６塩基のイントロンが除かれると，フレームスイッチが起こり，前駆体 mRNAでは
異なる読み枠でコードされていた DNA結合領域と転写活性化領域が融合し，機能的転写因子 XBP１sを
コードするようになる．
（B）XBP１u，XBP１sの ORF構造とタンパク質のドメイン構造．XBP１u mRNAには二つの読み枠の異な
る ORF（ORF１，ORF２）があり，ORF１が翻訳されて XBP１uタンパク質が合成される．IRE１αによるス
プライシングによってイントロン（ORF１中のグレー四角）が除かれ，ORF１と ORF２が融合して XBP１s
mRNAとなり，そこから活性のある転写因子 XBP１sが合成される．図中の NLSは核移行シグナル，
bZIPは塩基性ロイシンジッパードメイン，HRは疎水性領域，ADは転写活性化ドメインを示す．
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４． 我々が提唱していたモデルの問題点

図２Bに示すように，XBP１uの C末端側には高度に疎水

的な領域 HRがある．著者らの提唱したモデルは，新生

XBP１uポリペプチド鎖の HRが小胞体膜に対して錨のよ

うに働いて XBP１u mRNAを小胞体膜上に係留していると

いうものである．このモデルが成立するためには，XBP１u

mRNAを翻訳中のリボソームが終止コドンに到達する前

に，HRがリボソームトンネルの外に露出している必要が

ある．しかし，ここには解決すべき問題があった．何故な

ら，HR以降の C末端は５３アミノ酸残基しかなく，リボ

ソームトンネルの長さが約４０アミノ酸残基相当であるこ

とを考慮すると４），HRがトンネルの外に出た後には，差

し引き１３コドンを翻訳したらリボソームは終止コドンに

到達し，タンパク質と mRNAは解離してしまう．真核細

胞ではリボソームの翻訳速度は一秒当たり２アミノ酸程度

なので，１３アミノ酸は７秒程で翻訳が完了する．つまり，

７秒程度しか図２Aの状態が保たれないということである．

著者らのモデルが成立するためにはこの時間は短すぎるよ

うに思われる．

図２ XBP１u mRNAの小胞体膜局在化機構
（A）XBP１u mRNAの小胞体膜局在化機構のモデル．XBP１u mRNAを翻訳中のリボソームから伸長す
る新生 XBP１uポリペプチドは HRを介して膜に結合し，その結果，XBP１u mRNAをリボソーム-新生
鎖複合体の一部として膜上にリクルートする．小胞体ストレス時には活性化した小胞体膜タンパク質
である IRE１αによって，膜に係留された XBP１u mRNAが効率的にスプライシングされる．我々の研
究で，XBP１uの C末端付近を合成中のリボソームが一時的に停止し，翻訳途中の状態を安定化するこ
とで，XBP１u mRNAが効率的に小胞体膜上に局在化することが分かった．
（B）XBP１uの C末端．HRと翻訳停止配列の位置関係を示す．下図では，翻訳停止能を有する C末端
２６アミノ酸残基からなる配列を様々な種で比較した．黒矢頭はアラニン置換によって翻訳停止能が減
弱，もしくは消失するアミノ酸を，白矢頭はアラニンに置換すると翻訳停止反応が延長するアミノ酸
を示す．
（C）XBP１uの合成中にリボソームは一時的に停止する．ウサギ網状赤血球ライセートを用いて in vitro
で XBP１uを翻訳すると，全長 XBP１uが現れるよりも早い時間帯に合成途中の XBP１uの C末端に
tRNAが共有結合した翻訳停止産物が現れた．上部の模式図は in vitro 翻訳反応に用いた XBP１uを示
す．“F”は FLAGエピトープ，“H”は HAエピトープを示す．下図の上部，下部パネルでは FLAGエ
ピトープ，または，HAエピトープに対する抗体でそれぞれ F-XBP１u-Hを検出した．
（B，Cは文献６から引用）
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５． 翻訳が停止するという仮説

著者らは，これまでのモデルの矛盾を解消しうる次のよ

うな仮説を立てた．それは，XBP１uを合成するリボソー

ムは図２Aのような状態を安定化するために C末端を合成

する際に一時的に停止する，というものだ．この仮説を検

証するには翻訳停止反応が起こるか否かを検出する必要が

ある．では，どのように検出するのであろうか？ 著者ら

は伸長中のポリペプチドの C末端に着目した．翻訳過程

において，伸長中のポリペプチド鎖には必ず C末端に

tRNAが共有結合している．それなので，もし翻訳停止が

起こっていれば，明瞭なバンドとして tRNAが共有結合し

た分子種（ぺプチジル tRNA）が検出できるはずである５）．

そこで，著者らは XBP１uの合成中にぺプチジル tRNAが

現れるか否かを調べることにした６）．

６． XBP１uの合成反応は C末端付近で一時的に停止する

XBP１uを，ウサギ網状赤血球ライセートを用いた in vi-

tro 翻訳系で合成したところ，全長 XBP１uは時間依存的に

蓄積したが，それに加えて，全長よりも１６kDa程大きい

バンドが全長よりも早い段階で現れ，最終的には消失した

（図２C）．解析の結果，この後者のバンドは，当初の期待

通り，C末端付近まで合成された XBP１uに tRNAが結合

した翻訳停止中間体であることが判明した．つまり，

XBP１uの合成反応は C末端付近で一時的に停止するとい

うことである．なお，この翻訳停止反応は in vivo でも起

こることを確認している６）．

７． XBP１uの翻訳停止配列は C末端２６残基の

保存度の高い領域であった

次に，この翻訳停止を引き起こす責任領域を探索した．

関連の無いタンパク質の C末端に XBP１uの部分配列を融

合させたところ，XBP１uの C末端２６アミノ酸残基のみで

翻訳停止反応を引き起こした．さらに，アラニンスキャニ

ング変異導入法でこの領域内の翻訳停止に関わるアミノ酸

残基を調べると，この領域の２６アミノ酸のうち１４残基が

翻訳停止に貢献しており，そのほぼ全てが進化的に保存さ

れていた（図２B）．

８． XBP１u mRNAの効率的な小胞体膜局在化と

スプライシングには翻訳停止反応が必要である

それでは，翻訳停止反応は XBP１u mRNAの小胞体膜局

在化に実際に貢献するのであろうか？ この問いに答える

ために，筆者らは先のアラニンスキャニング変異導入法で

見出した L２４６AやW２５６Aといった翻訳停止反応を消失さ

せる変異を導入した場合，XBP１u mRNAの小胞体膜局在

化にどのような影響を及ぼすか調べた．すると期待通り，

翻訳停止を引き起こせない場合には，XBP１u mRNAの小

胞体膜局在化能が著しく低下していた．さらに，翻訳停止

を引き起こせない変異体は小胞体ストレス時にスプライシ

ングを受ける効率も低下していた．これらの結果から，翻

訳停止反応によって XBP１u mRNAは新生 XBP１uポリペプ

チド鎖を介して小胞体膜へ局在化出来るようになり，小胞

体ストレス時には活性化した IRE１αに効率よくスプライ
シングされることが明らかになった．

９． お わ り に

動物細胞において，細胞質スプライシングは基質

mRNAが積極的に小胞体膜に局在化することで効率化さ

れていた．この局在化にスプライシングを受ける前の前駆

体 mRNAがコードするタンパク質 XBP１uが働く点は，前

駆体 mRNAがサイトゾルに存在し，翻訳され得る状態に

ある細胞質スプライシングならではのメカニズムである．

さらに，XBP１uは合成途中の状態で機能するが，この一

過的な存在を翻訳停止配列によって安定化させていた．ご

く最近まで，細胞質スプライシングは IRE１と基質

mRNA，RNA ligaseの３因子からなる比較的シンプルなシ

ステムであると考えられていたが，本稿の例のようにまだ

まだ未知のメカニズムは潜んでいるかもしれない．

１０． 進 化 的 考 察

小胞体ストレスに対する応答機構は真核生物で広く保存

されている．特に，IRE１は酵母をはじめ，動物や植物に

も存在する．ところが，そのスプライシング基質となる

mRNAは，つい最近まで，出芽酵母における homologous

to ATF／CREB１（HAC１）mRNA，動 物 に お け る XBP１u

mRNAの二種類しか判明していなかった．しかし，２０１１

年になって植物のシロイヌナズナにおいて Arabidopsis tha-

liana bZIP（AtbZip６０）が，さらに，真菌類の Cryptococcus

neoformans において HAC１ and XBP１-Like gene１（Hxl１）

の mRNAがそれぞれの種の IRE１にスプライシングされる

ことが報告された７～９）．XBP１，HAC１，AtbZIP６０，HXL１の

４種全てでスプライシング型 mRNAは bZip型転写因子を

コードするが，興味深いことに，その保存性は極めて低

い１，９）．さらに，非スプライシング型 mRNAの小胞体膜上

への局在化が XBP１mRNAに加えて，HAC１mRNAでも報
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告されているが，その仕組みは全く異なっている１０）．これ

らの事実を総合すると，真核生物の進化の過程では，ま

ず，IRE１が遺伝子として誕生し，進化的にある程度分岐

した後に，それぞれに，そのスプライシング基質が生まれ

たのではないかと筆者は考えている．その場合，IRE１に

は細胞質スプライシングを介さない存在意義があったはず

である．IRE１には，小胞体ストレス時に分泌タンパク質

をコードする mRNAを切断，分解することで，ストレス

状態の小胞体へのタンパク質流入量を減少させる働きがあ

ることが報告されている（regulated Ire１-dependent decay；

RIDDと呼ばれている）１１，１２）．この RIDDの機能がスプライ

シング基質を獲得する以前の IRE１の主要な機能だったの

かもしれない．今後，様々な種で細胞質スプライシングの

多様性が明らかにされて，現在の細胞質スプライシングの

洗練されたメカニズムがどのような変遷を経て形作られた

かを理解できる日が来ることを期待している．
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