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研究成果の概要（和文）：細胞内の小器官である小胞体は蛋白質新生と輸送開始の場所であるとともに、細胞内の情報
発信の役割も担う。本研究は小胞体が発するシグナルのうち、細胞の運命制御に関わり、骨格筋前駆細胞が骨格筋細胞
に分化する過程で機能しているものに焦点を当てた。前駆細胞が融合して巨大な筋細胞に変化する直前に小胞体からカ
ルシウムが流出することを見出した。その結果小胞体内に生ずるストレス状態（小胞体ストレス）がストレスセンサー
であるATF6を活性化させ、さらにはカスパーゼを活性化させていることが示唆された。また、小胞体ストレス特異的カ
スパーゼとして私たちが同定したカスパーゼ12は特異的な基質を持つ可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The endoplasmic reticulum (ER) is the place of protein synthesis and the starting 
point of vesicular transport. In addition to these roles, the ER sends out intracellular signals that 
include those for cell fate decision. This study focuses on the ER signaling that we have already found 
to be involved in skeletal muscle formation from the progenitor cells (myoblasts) by cell fusion. We have 
found that ER calcium depletion occurs in differentiating myoblasts, just prior to cell fusion. Because 
critical enzymes that assist protein folding in the ER require calcium for their activity, calcium 
depletion causes ER stress. This result suggests that ER stress evoked by calcium depletion activates 
ATF6, a stress sensor, and caspases in a specific manner. We have also identified a substrate candidate 
of caspase-12 which was previously shown as the ER stress-specific caspase by us.

研究分野： 細胞分化制御
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１．研究開始当初の背景 
 小胞体ストレスとは小胞体内においてフ
ォールディング不全を起こしたタンパク質
が蓄積する状況を指す。小胞体内でのタンパ
ク質合成過多や何らかの原因によってフォ
ールディングが阻害されると小胞体ストレ
スが生じる。生体内で見られる小胞体ストレ
ス及び小胞体の機能を阻害する種々の薬剤
を使用して生じさせた人為的なストレス、い
ずれの場合も３種の小胞体ストレスセンサ
ーが揃って活性化し、ストレス解消に向けた
応答を起こすと考えられていた。一方、骨格
筋の形成過程で私たちが見出した小胞体ス
トレスは特異的なストレスセンサーを選択
的に活性化させていることを示唆するデー
タを得た。また、形成過程にある骨格筋組織
においては生細胞中において、本来アポトー
シスを実行するカスパーゼ 12 が低レベルで
活性化していることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 骨格筋の分化過程で生じる小胞体ストレ
スは特定の原因で生じているため、小胞体セ
ンサーを選択的に活性化すると考え、ストレ
スの原因を探ることを第一の目的とした。ま
た、このような特定の原因が引き起こす小胞
体ストレスがどのような影響を細胞に与え
るかという点を、アポトーシスを制御、実行
するタンパク質の挙動変化やカスパーゼ活
性化によって生じる効果の観点から探るこ
とを第二の目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）小胞体ストレスセンサーの一つ、ATF6
が特異的に筋前駆細胞中で活性化するとい
う私たちのデータは ATF6 の特別な活性化機
構が働いている可能性を示唆する。そこで、
筋前駆細胞中において ATF6 結合タンパク質
を主に免疫共沈降法を利用して探索し、結合
タンパク質の中から ATF6 の活性を制御する
タンパク質を同定することを試みた。しかし、
ATF6 の細胞内存在量は生細胞中では低いレ
ベルに抑制されていて免疫共沈降実験を著
しく困難にすることが判明したため方針を
変更し、ATF6 が特異的に活性化される筋前駆
細胞中で小胞体ストレスが生じる原因の同
定を試みた。 
  
（２）筋分化過程で重要な役割を果たすこと
が示唆されたアポトーシス制御タンパク質、
アポトーシス実行タンパク質の機能に注目
し、筋分化過程への関わりを探ることを試み
た。小胞体ストレスによって特異的に活性化
することが知られているカスパーゼ 12 が筋
分化過程で活性化するデータを得ていたこ
とから、カスパーゼ 12 の基質（研究開始時
点で不明）の探索を in vitro 切断を利用し
たcDNA発現スクリーニングによって行った。
また、基質が切断される意義について焦点を
おいた研究を行った。 

 
４．研究成果 
（１）ATF6 の特異的な活性化を引き起こす小
胞体ストレス 
 GFPタグを付けたATF6タンパク質を筋芽細
胞中で発現させ、抗 GFP 抗体を用いた免疫共
沈降を行って回収した。増殖条件下にある筋
芽細胞から得られた沈降タンパク質を電気
泳動で分離し、質量分析による解析を行った
ところ、ATF6、GFP、抗体以外のタンパク質
として同定されたものは分子シャペロンや
リボソームタンパク質など、免疫共沈降実験
においてバックグラウンドとなるタンパク
質のみであった。一方、ATF6 の特異的な活性
化が起こる分化誘導条件下では GFP-ATF6 タ
ンパク質のレベルが著しく低下することが
判明した。ATF6 はプロテアソーム阻害剤存在
下で増加することから、ユビキチンプロテア
ソーム系による量的制御を強く受けている
可能性が示唆された。 
 プロテアソーム阻害剤存在下においては
ATF6 の安定化が起こるが、一方でプロテアソ
ーム活性を抑制したことによる細胞毒性が
発揮され、アポトーシスが誘導された。この
時、ATF6 量は増加するとともに、特異的な切
断に依ると思われる ATF6 活性化体が検出さ
れた。この条件下では ATF6 以外の小胞体ス
トレスセンサーの活性化は顕著には起こら
なかった。また、同時に小胞体分子シャペロ
ンの増大が起こることから、筋分化過程にお
いてプロテアソーム活性の抑制による ATF6
の安定化と活性化が起こり、それによって小
胞体ストレス応答を起きる可能性が示唆さ
れた。 
 骨格筋細胞がその前駆細胞である筋芽細
胞の融合によって形成される直前に小胞体
ストレスが生じることを私たちは以前報告
した。筋芽細胞が融合する過程において小胞
体膜構造がどのように変化するか、小胞体を
蛍光標識して経時的に観察したところ、細胞
融合の直前に膜構造が一部変形し、顕微鏡下
で球状に見える構造が一過的に出現するこ
とを見出した。小胞体ストレスを引き起こす
種々の条件、薬剤を用いてこの特殊構造が形
成されるかどうかを検討し、ATF6 の特異的な
活性化を引き起こす条件は小胞体からカル
シウムが流出してカルシウム濃度が低下す
ることであることをつきとめた。これを裏付
けるように、小胞体膜に局在する小胞体カル
シウム濃度センサーが細胞融合直前にカル
シウム濃度低下を検知し、特徴的な複合体形
成を行うことを合わせて明らかにした。従っ
て、筋分化過程における小胞体ストレスは小
胞体内カルシウム濃度の低下によって引き
起こされ、同時に起こる ATF6 の安定化が特
異的な小胞体ストレス応答を招いているこ
とが示唆された。  
 
（２）カスパーゼ 12 の基質 
 放射性同位体アミノ酸を用いてin vitro合



成したタンパク質のプールに対してカスパー
ゼ12による切断スクリーニングを行い、14種
の基質候補を見出した。基質候補をコードす
るcDNAクローンを単離し、配列解析を行った
。候補のうち、クローン18D4のみがN末端側に
膜貫通領を持つ機能未知タンパク質をコード
することが判明した。カスパーゼ12が小胞体
上で活性化されることを考慮し、小胞体に局
在する可能性のある18D4に注目してさらに解
析を進めた。18D4タンパク質とGFPとの融合タ
ンパク質を筋芽細胞中で発現させると小胞体
に局在し、蛍光顕微鏡下で網状のパターンを
示した。18D4タンパク質は分子量約４万であ
り、カスパーゼ12によって試験管内切断を行
うと少なくとも２カ所で切断された。 
 カスパーゼ12によって切断されて生じると
考えられる細胞質ゾル側の断片のGFP融合体
は核に局在した。従って、カスパーゼ12の切
断はタンパク質Xの局在を変える役割を果た
す可能性が示唆された。ただし、カスパーゼ
12による基質候補（以下タンパク質Xと呼ぶ）
の切断はタンパク質X内の一ないし二カ所で
起こるが、小胞体ストレスによってアポトー
シスを起こした細胞中ではタンパク質Xはさ
らに切断を受け低分子化していた。この切断
はカスパーゼ3などの他のカスパーゼによる
可能性がある。 
 カスパーゼ12の基質特異性は非常に厳密で
あり、少数種類のタンパク質を特異的に切断
して何らかの重要な機能を発揮していること
が考えられた。タンパク質Xが生体内でも切断
されているかどうかを探るため、マウス胚に
おけるタンパク質Xをウエスタンブロット法
によって解析した。その結果、発生過程にあ
るマウス胚において切断が見られるほか、胚
と母体の間に介在する組織である胎盤におい
て特異的な切断が起こっていることを示唆す
るデータを得た。胎盤は強い小胞体ストレス
が生じていることが知られていることから、
カスパーゼ12の活性化及びタンパク質Xの切
断が起こることが十分考えられるため、胎盤
の生細胞でこれらの分子が重要な役割を果た
す可能性がある。 
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