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研究成果の概要（和文）： 

 マウス筋芽細胞株において活性化型ATF6を強制発現させると、活性化型ATF6は核に局在し、

筋芽細胞のアポトーシスを引き起こした。活性化型 ATF６の効果はその転写調節活性に依存し

ており、ATF6 によってその発現が上昇する WW ドメイン結合タンパク質 1(WBP1)がアポトーシ

ス誘導活性を持つことが分かった。WBP１の発現上昇はアポトーシス抑制タンパク質 Mcl-1 を特

異的に減少させ、アポトーシスを誘導することが示された。これらの現象は小胞体ストレス誘

導剤による筋芽細胞のアポトーシスにおいても再現された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Overexpression of active ATF6 induces apoptosis in myoblast cells. ATF6 up-regulated 

WW domain binding protein 1 (WBP1), which was found to be proapoptotic. Overexpression 

of active ATF6 or WBP1 caused a specific decrease in an antiapoptotic protein, myeloid 

cell leukemia sequence 1 (Mcl-1). Cells treated with ER stressors underwent apoptosis 

and exhibited an up-regulation of WBP1 and decreased Mcl-1. These results suggest that 

ATF6 mediates apoptosis via specific reduction of Mcl-1 levels through the up-regulation 

of WBP1.  
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１．研究開始当初の背景 

 筋分化において未分化細胞が筋芽細胞に

なることが決定される機構の解明は哺乳類

の細胞分化決定機構研究において先導的な

役割を果たしてきた。MyoD を初めとする筋

特異的転写因子の発見と解析によって未分

化細胞が筋芽細胞に変換する過程を調節す

る仕組みの大筋が理解されたと考えられて

いる。それに反して、筋芽細胞が融合して筋

管や筋繊維になり、同時に筋芽細胞のアポト

ーシスも起こる最終分化過程の理解は遅れ

ている。 

 私たちは以前、マウス胚の正常な骨格筋・

筋繊維形成過程において小胞体ストレス応

答が起きていることを見出した。小胞体スト

レスは細胞ストレスの一種で、小胞体内腔を

通過していく分泌タンパク質や膜タンパク

質の構造形成にトラブルが起き、構造異常タ

ンパク質が内腔に蓄積した状態を言う。小胞

体ストレスは小胞体に対する負荷となり細

胞にダメージを与えるが、これを軽減するた

めに小胞体膜上にあるストレスセンサーが

活性化して小胞体ストレス応答を起こす。 

 マウス胚の骨格筋・筋繊維形成の開始時

期（胎齢 13.5 日）にある筋芽細胞の大半に

おいて CHOP/GADD153 の一過的な発現上昇

やカスパーゼ 12 の活性化を私たちは検出

した。CHOP/GADD153、カスパーゼ 12 はそれ

ぞれ小胞体ストレス応答の結果活性化する

転写因子、アポトーシス実行を担うプロテ

アーゼファミリーメンバーの一つである。

カスパーゼ 12 は小胞体ストレスが生じる

と前駆体が自己プロセシングを起こして活

性化する。CHOP/GADD153, カスパーゼ 12

に関する結果は大半の筋芽細胞で小胞体ス

トレス応答が起こっていることを示してお

り、筋最終分化過程における筋芽細胞のア

ポトーシスのきっかけが小胞体ストレスで

あることを示唆している。 

 

２．研究の目的 

 筋最終分化過程で検出された小胞体スト

レス応答がどのようにして筋芽細胞の細胞

運命決定に関わっているかを探ることがこ

の研究課題の目的である。小胞体ストレス

応答は三つの主経路(PERK 経路、ATF6 経路、

IRE1 経路)を含んでおり、タンパク質合成量

低下による構造形成負荷の軽減、シャペロン

による構造異常タンパク質の修復、プロテア

ソームによる構造異常タンパク質の分解を

通してストレス軽減をすることが明らかに

なっている。筋分化過程では、主経路の一つ

を担っている小胞体ストレスセンサータン

パク質 ATF6 が特異的に活性化することを

私たちは見出した（Nakanishi et al. J. 

Cell Biol. 169, 555-560 (2005)）。そこで、

ATF6 が特異的に活性化するとどのような

効果が現れるのか、特に細胞がどのように

してアポトーシスを起こすのかという点に

焦点を当て、小胞体ストレス応答経路によ

る細胞運命制御の仕組みを知ることを目的

として研究を実施した。 

 

３．研究の方法 

 筋分化過程にとって重要であることが示



 

 

唆されている小胞体ストレスセンサーATF6

の強制発現を筋芽細胞において行い、遺伝子

発現調節やアポトーシス誘導に対する効果

を調べた。従来の小胞体ストレス応答研究で

は ATF6 経路のみが単独で機能した場合の効

果については調べられた例が無かった。   

 

「活性化型 ATF6 の発現」 

 活性化型 ATF6（小胞体膜局在型 ATF6 前駆

体が特異的なプロテアーゼによってプロセ

スされた後の断片に相当する。核移行能を持

ち、転写因子として機能する）を発現するマ

ウス筋芽細胞株を用意し、ATF6 活性がどのシ

グナル系を活性化し、アポトーシス誘導や筋

分化に対してどのような効果を与えるかを

解析した。誘導発現を可能にするプロモータ

ーの下流に活性化型 ATF6 cDNA を配置したプ

ラスミドを構築し、これをトランスフェクシ

ョンで筋芽細胞に入れて発現レベルを段階

的に調節できる定常発現細胞株を作製した。

また、活性化型 ATF6 cDNA を CMV プロモータ

ーの下流に配したプラスミドを一過性のト

ランスフェクションまたはエレクトロポレ

ーションによって導入した筋芽細胞も用い

た。 

 

「活性化型 ATF6 による遺伝子発現調節の解

析」 

 ATF6 の発現上昇によって変化する遺伝子

発現を、DNA マイクロアレイを用いて網羅的

に解析した。この解析によって発現が大きく

変化する可能性があると認められた遺伝子

については、リアルタイム PCR による解析も

併せて行った。 

 ATF6 の作用で遺伝子発現が大きく変わる

遺伝子群(DA（downstream of active ATF6)

遺伝子群と名付けた）を一過性トランスフェ

クションによって筋芽細胞に導入し、強制発

現によるアポトーシス誘導効果の有無につ

いて検討した。また、RNAi を利用して筋芽細

胞の DA 遺伝子をノックダウンした上で、活

性化型 ATF6 を強制発現させ、アポトーシス

誘導の効率に変化が起きるかどうかを検討

した。 

 

４．研究成果 

「活性化型 ATF6 発現の効果」 

 マウス筋芽細胞株において活性化型（転写

因子型）ATF6 を強制発現させる条件を確立し、

細胞の生死に与える影響を解析した。筋芽細

胞において ATF6 を強制発現させた時の ATF6

タンパク質レベルは、他のタンパク質につい

て同じベクターを用いて発現を行った場合

に比べて格段に低いことが分かった。ATF6 に

各種のタグを付けて発現させることを試み

た結果、緑色蛍光タンパク質（GFP)タグを

ATF6のN末端側に付加することで安定性が増

大することを見出した。誘導発現型及び一過

性発現型の活性化型 ATF6（GFP 融合体）とも

に核局在を示し、筋芽細胞の細胞死を引き起

こすことが明らかになった。 

 活性化型 ATF6 の発現により、小胞体上で

はカスパーゼ 12 が活性化し、さらにカスパ

ーゼカスケード下流に位置するカスパーゼ 9, 

-3 が活性化してタンパク質を切断し、細胞死

を引き起こしていることを確認した。Bcl-xL

の共発現はこの ATF6 依存性の細胞死を抑制

した。これらの結果はここで見られる細胞死

がアポトーシスであること、カスパーゼファ

ミリーと Bcl-2ファミリーによってそれぞれ

正負に制御されていることを支持する。 

 ATF6 の発現によりアポトーシスを起こし

た細胞中では、細胞防御に働く小胞体特異的

分子シャペロン、BiP の増加が見られた。BiP

は活性化型 ATF6 によって発現上昇を起こす

ことが知られている。遺伝子導入された筋芽



 

 

細胞の中には活性化型 ATF6 の発現が低レベ

ルで起こっている細胞が含まれており、その

場合にはアポトーシスが起きない。しかし、

そのような生細胞中においても BiPの増加は

検出された。従って、ATF6 は低レベルで発現

されている場合には、以前から知られていた

ように細胞防御に働くが、しかし発現が高レ

ベルになるとアポトーシス誘導の機能が発

揮されるようになることが示唆された。すな

わち、ATF6 機能の二面性は量的なコントロー

ルによって生じていると解釈された。GFP タ

グの無い ATF6 の発現レベルが低いことは、

ATF6 の量が一般的なタンパク質に比べて厳

密にコントロールされていることを示唆し

ているのかもしれない。 

 また、活性化型 ATF6（GFP 誘導体）の発現

は、増殖条件下では誘導発現、一過性発現と

もに可能であったが、分化誘導条件下では達

成できなかった。これは、分化誘導条件下に

おいて活性化型 ATF6 の安定性がさらに低下

するためであると考えられる。分化誘導条件

下で活性化型 ATF6 を強制発現させるには、

安定化の工夫が必要であろう。例えばプロテ

アソーム阻害剤を添加すれば ATF6 の安定性

は増すことが分かったが、一方で細胞の他の

機能に影響を与えてしまうため、実験系の確

立ができなかった。 

 活性化型 ATF6 に含まれている DNA 結合ド

メインのみから成る断片は優性阻害的に転

写活性を抑制することが既に知られている。

この優性阻害型 ATF6 断片を活性化型 ATF6 と

共発現させたところ、アポトーシス誘導が阻

害された。従って、活性化型 ATF6 のアポト

ーシス誘導活性はその転写調節機能に依存

していることが示唆された。         

 

「活性化型 ATF6 による転写調節」 

 活性化型 ATF6 の働きによって発現が誘

導される遺伝子の探索を DNA マイクロアレ

イ解析によって行なった。活性化型 ATF6 

cDNA をエレクトロポレーションにより筋

芽細胞に導入した後、全 RNA を得た。RNA

から cDNA、さらに cRNA を試験管内で合成

し、DNA チップとハイブリダイズさせて発

現パターンの解析を行った。 

 活性化型 ATF6 を導入した筋芽細胞とベ

クターを導入した筋芽細胞から調製した試

料の発現パターンを比べて、ATF6 に依存し

た発現誘導が顕著な 44 の DA 遺伝子を同定

した。44 遺伝子の中には、小胞体ストレス

応答で発現上昇し、細胞防御に関わること

が知られているもの、細胞防御やアポトー

シス以外の現象に関与すると考えられるも

のが多く含まれていた。それ以外に機能未

知の遺伝子が七つ含まれていた。これらの

cDNAをCMVプロモーターの制御下で筋芽細

胞に発現させ、細胞死を引き起こすかどう

かを検討した。その結果、WW ドメイン結合

タンパク質 1(WBP1)遺伝子の産物が筋芽細

胞においてアポトーシス誘導活性を示すこ

とを見出した。 

 

「WBP1 の機能解析」 

 WBP1 の細胞内機能はこれまで解明され

ていない。活性化型 ATF6 は WBP1 の転写を

2.5 倍以上増加させた。WBP1 タンパク質は

生細胞中ではウエスタンブロットによる検

出限界程度しか存在しないが、活性化型

ATF6 の強制発現や小胞体ストレス誘導剤

（ツニカマイシン、タプシガルジン）によ

ってアポトーシスが引き起こされるときに

顕著に増加した。従って、小胞体ストレス

によって活性化される ATF6 は WBP1 の発現

誘導を介してアポトーシスを起こすことが

示唆された。 

 WBP1 遺伝子に対する shRNA(小ヘアピン



 

 

RNA)を作製してそのノックダウンを行った

ところ、活性化型 ATF6 を強制発現させた時

のアポトーシス誘導効率が有意に低下した。

このことは ATF6 によるアポトーシス誘導

経路において、ATF6 の下流で WBP1 が機能

していることを支持する。WBP1 に GFP タグ

を付けたものを筋芽細胞で発現させたとこ

ろ、このタンパク質が小胞体膜上に局在す

ることが分かった 

  

「小胞体ストレスによるアポトーシス誘導

経路」 

 ATF6 の単独強制発現によって WBP1 が出

現し、アポトーシスが誘導される。小胞体

ストレス誘導剤によって筋芽細胞をアポト

ーシスに導くと、同様に WBP1 の出現が見ら

れた。このとき、アポトーシス抑制タンパ

ク質である Bcl-2 ファミリータンパク質の

中で Mcl-1（myeloid cell leukemia sequence 

1)が特異的に消失することを見出した。ア

ポトーシス抑制能を持つ Bcl-2 や Bcl-xL

の量に変化は見られなかった。Mcl-1 レベ

ルの特異的な減少は、活性化型 ATF6 の強制

発現、WBP1 の強制発現、小胞体ストレス誘

導剤の添加、いずれの場合にも共通して見

られた。ただし、ATF6 の強制発現によって

Mcl-1 の転写量は影響を受けないことが確

認された。従って、Mcl-1 の減少はおそら

くユビキチン・プロテアソーム系による分

解が Mcl-1 特異的に昂進するためではない

かと考えられる。WBP1 が小胞体膜上に局在

することを考慮すると、WBP1 が小胞体膜上

にある Mcl-1 に直接または間接的に作用し

て、その安定性を下げている可能性が出て

きた。 

 

 以上の結果から、１）活性化型 ATF6 はア

ポトーシスを引き起こすこと、２）活性化

型 ATF6 の効果はその転写調節活性による

こと、３）アポトーシス誘導に関わる ATF6

の標的が WBP1 であること、４）活性化型

ATF6 量の増加〜WBP１の転写上昇〜Mcl-1

の減少というアポトーシス誘導経路が存在

することを明らかにし、５）アポトーシス

の開始にとって Mcl-1 の減少が決定的であ

ることが示唆された。 
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