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近年 、ペプ チ ド鎖伸長反応 において リボ ソームがmRNA上 で停滞す る 「翻訳停止 」

とい う現象 が見出 され てきた。翻訳停止 が起 きた場合 、新 生ポ リペ プチ ド鎖 （新 生鎖）

はRibosomeassociatedproteinQualityControl（RQC） に従 って分解 され る。RQCで

は翻訳停止 に よって生 じた60Sリ ボ ソームー新 生鎖複合 体 にE31igaseのListerinが 結

合 し、新生鎖 をユ ビキチ ン化 してプ ロテア ソー ムによる分解 を促進 す る。現在、RQC

はサイ トゾル にお いて新生鎖 の凝集 体形成 を防 ぐことに生理的意義 があ ると考 え られ

ている。一方、RQCは 小胞体膜 上で停滞 した リボ ソー ムに対 して もはた らくが、その

生理 的意義 は不明で ある。よって本研究 では小胞体膜上 にお けるRQCの 生理的意義 を

明 らかにす ることを 目的 と した。

まず哺乳動 物細胞 において小胞体膜上でRQCの 標 的 となる小胞体 タンパ ク質の作

製 を試 みた。コンス トラク トと して正 電荷 ア ミノ酸 のアル ギニ ンを30個 連結 した翻訳

停止配列 （R30）をもつ小胞 体 タンパ ク質Fluc－ER［R30］ を作製 し、Fluc・ER［R30］が小

胞体膜 上でRQCの 標 的にな るのかを解析 した。シ ョ糖密度勾配遠心法 によるポ リソー

ム解析 とジギ トニ ン分画法 に よる小胞 体へ の局在 を観 察 した結果 、Fluc－ER［R30］ は

共翻訳 的に小胞 体へ と局在す るこ とが明 らか となった。またListerinの ノ ックダ ウン

に よ りFluc・ER［R30］ のタンパ ク量 が増加 し、Listerinの レスキュー実験 によ りタンパ

ク量 が減少 した こ とか ら、Fluc・ER［R30］ が小胞体膜 上でRQCの 標的 となるこ とを示

した。

次にListerinノ ックダ ウン と小胞体局在型RQCの 基質 の一過的発現 を組み合 わせ

てRQC不 全 に した結果 、分泌 タンパ ク質 の膜透過 が低 下 している ことを見い だ した。

さ らに、Listerinを ノ ックダ ウンす る と小胞 体 タンパ ク質 はプ ロテ ア ソー ム系で分解

促進 され てい るこ とが明 らか とな った。また、Listerinノ ックダ ウン時のUPR活 性 の

検証 に よ り、RQC不 全時 には十分量 の分泌 ・膜 タンパ ク質 が合成で きない こ とも示唆

され た。

以上 の結果 は、小胞 体では、RQC不 全 時に長期 的な リボ ソー ムの停滞 に よって トラ

ンス ロコンが閉塞 され 、膜透過 が阻害 され るこ とで分泌 ・膜 タンパ ク質量 が減少 し、小

胞体 の恒 常性 が破綻す るこ とを支持 してい る。これまで、RQCは サイ トゾル での新生

鎖 の凝集体形成 を防 ぐために必 要 と考 え られて きたが、本研 究 はこれ に加 え、RQCは

分泌 ・膜 タンパ ク質 の膜透過 制御 も担 ってお り、小胞体 の恒 常性維持 に重 要 な役割 を

もつ とい う新 しい知 見 を示 した。
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新生鎖 の品質管理機 構 （RQC） はmRNA上 で停滞 した リボ ソー ムの新生鎖 を分解

し、サイ トゾル において新 生鎖 の凝集体形成 を防 ぐ重要 な機構 で ある と考 え られ てい

る。一方 、近年RQCは 小胞体膜上 で も働 くことが報告 され ているが、小胞体膜上 での

RQCの 生理的意義 はいまだ明 らか となってい ない。 申請者 は小胞体膜上でのRQCの

生理的意義 と して、 トランス ロ コン上 での長期的 な リボ ソームの停滞 を解 消す る こと

で トラ ンス ロコンの閉塞 を回避 してい る とい う仮説 を立てた。本研 究は、 この仮説 の

検証 を行い、小胞体膜上で のRQCの 生理的意義 の解 明を 目指 した もので ある。

これ までRQCの 研 究は主 に酵 母 を用いて進 め られて きた。そのため 申請者 は最初 に

哺乳動物細胞 にお けるRQCの 標 的 とな る小胞 体 タンパ ク質の作成 を試 みた。RQCの

標的 となる小胞体 タンパ クの質 の候補 としてFluc・ER［R30］ を作製 し、シ ョ糖密度 勾配

遠心法 を用い たポ リソー ム解析 とジギ トニン分画 に よる解析 か ら、Fluc－ER［R30］は共

翻訳的 に小胞体へ と局在す る こと、 さらにRQCに お けるE3・1igaseで あるListerin

のノ ックダ ウン及びそ の レスキュー実験 に よ り、Fluc－ER［R30］がListerinに よって分

解促進 され ることを示 した。 これ らの結果 か らFluc・ER［R30］ はRQC標 的小胞 体 タン

パ ク質 であ ることが明 らか となった。

つい で 申請者 は、Listerinノ ックダ ウン と小胞体局在型RQCの 基質の一過 的発 現 を

組み合 わせ て細胞 をRQC不 全 に した結果 、分泌 タンパ ク質 の膜透過 が低 下 してい るこ

とを明 らかに した。 さらにListerinを ノ ックダ ウンす る と、小胞 体 タンパ ク質 はプ ロ

テ ア ソー ム系で分解促進 され てい るこ とが示 され た。 また、Listerinノ ックダ ウン時

のUPR活 性 の検証 によ り、RQC不 全 時に は十分量の分泌 ・膜 タンパ ク質が合成 で き

ない ことも示 唆 され た。以上の結果 は、小胞体 では、RQC不 全時 に長期的な リボ ソー

ムの停滞 によって トラ ンス ロコンが 閉塞 され 、膜透過 が阻害 され る ことで、分泌 ・膜

タ ンパ ク質 量が減少 し、小胞 体の恒常性が破 綻す るこ とを示 してい る。これ まで、RQC

はサイ トゾル で の新生鎖 の凝集 体形成 を防 ぐた めに必 要 と考 え られ てきたが、本研 究

は これ に加 え、RQCは 分泌 ・膜 タ ンパ ク質の膜透過 制御 も担 ってお り、小胞体 の恒常

性維持 に重要 な役割 を もつ とい う新 しい知 見 を示 した。

以上 の よ うに、本 論文 はまだ未 知 な点が多いRQCに おいて、哺乳動物細胞 でもRQC

が起 こることを示 しただけでな く、小胞 体膜 上 にお けるRQCの 生理的意義 について、

分泌 ・膜 タンパ ク質 の膜透過 の恒 常性 維持 に重 要 な役 割 を してい る ことを初 めて明 ら

かに した もので、学術上 、応用 上貢献す る ところが少 な くない。 よって審査委員 一同

は、本論文 が博士 （バイ オサイ エ ンス） の学位論 文 として価値 あるもの と認 めた。


