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研究成果の概要（和文）：本課題では、大腸菌ビオチン修飾酵素のビオチンリガーゼ変異体(BirA)を用いた
BioID酵素標識法技術を基盤に、ヒートショック蛋白質(HSPBs)を介した筋肉増減に関わる重要分子の探索を行っ
た。その結果、小胞体ストレスによる筋萎縮の抑制に有益なHSPBsの細胞保護機能に関する複数の分子の同定に
成功し、筋細胞の小胞体ストレス応答において、Polo like kinase2(PLK2)/HSPB5経路を介した細胞ストレス保
護機能の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, based on the BioID enzyme labeling technique using a biotin 
ligase mutant (BirA), we searched for essential molecules involved in muscle atrophy via heat shock 
proteins (HSPBs). As a result, we succeeded in identifying several molecules that are included in 
the cytoprotective function of HSPBs to suppress muscle atrophy caused by endoplasmic reticulum 
stress. This result suggested cellular stress protection via the Polo-like kinase 2 (PLK2)/HSPB5 
pathway in the endoplasmic reticulum stress response of muscle cells. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢者では、筋力及び筋肉量が低下し、持続的な運動負荷により改善が期待される。しかし、高齢者の効果的な
筋萎縮予防の実践には、過度な運動負荷による身体への負担が懸念される。本研究では、HSPBsに着目し、筋萎
縮の抑制に効果的なHSPBsの機能を明らかにした。今後、HSPBsの発現増加に着目した栄養成分を探索すること
で、過度な運動負荷に頼らない予防法の考案に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢者の骨格筋では、筋原線維蛋白質の変性、蛋白質の異化促進、運動神経の脱
落を受け、筋線維タイプの遷移異常、筋分化能力の低下が起こり、筋力及び筋肉量が
低下する。運動負荷は、高齢者であっても蛋白質の同化を促進し、筋力・筋肉量の改
善が期待される。しかし、厚生労働省の「国民健康・栄養調査」（H25 年）によると、
70 歳以上の高齢者では低栄養の傾向があり、高齢者の筋力低下の予防には、持続的
な筋力トレーニング(運動負荷)に加え、栄養面での改善が求められている。 
 
２．研究の目的 
我々は、大腸菌ビオチン修飾酵素
の BirA(Roux et al. J Cell Biol 
196:801, 2012)を用いた BirA 酵素
標識法を導入し、ヒートショック蛋
白質(HSP)の結合蛋白質の探索を
進めている(図 1. A &B)。 
 

図 1. BioID 法の原理 
本課題では、加齢に伴う骨格筋の小胞体ストレスの増加に着目し、小胞体ストレ
スの抑制に関わる低分子量ヒートショック蛋白質(HSPB)の結合蛋白質の探索と、そ
の結合蛋白質の機能解析を通して、筋萎縮の予防に繋がる分子機序の解明を図った。
また、HSPBに着目した有益な栄養成分の探索を行った。 

 

３．研究の方法 
BirA 融合蛋白質として、改変型BioID2(Kim et al. MBoC 27:1188, 2016)を融合
した HSPB1 及び HSPB5 の発現プラスミドを作成した。蛋白質のビオチン標識は、
BirA 融合蛋白質発現ベクターを遺伝子導入後、培養培地にビオチンを添加し、16 時
間培養することで行った(図 2. A, B & C)。ビオチン化蛋白質は、HRP標識ストレプ
トアビジンを用いたウ
エスタンブロッティン
グによって検出した。ビ
オチン化蛋白質の同定
は、トリプシン消化によ
るペプチド断片化後、
Tamavidin 2-REV 磁性
ビーズでビオチン化ペ
プチドを回収し、穏やか
な条件で溶出後、ナノ高
速液体クロマトグラフ
ィータンデム質量分析  (nanoLC/MS/MS) を用いて行った。 

図 2. HSPBs-BioID2 の発現及びBioID 活性確認 



４．研究成果 
1)  HSPBsの網羅的な結合蛋白質の探索 
HSPB5-BioID2 発現プラスミドを 293T細胞に遺伝子導入し、プロテオーム阻害
剤(MG132)による小胞体ストレス刺激後、ビオチン化の比較を行った。MG132 未処
理の細胞に比べ、MG132 刺激後の細胞では、多くのビオチン化蛋白質のバンドが検
出された。ビオチン化蛋白質を質量分析で解析した結果、310 個の蛋白質が同定され
た。これらの蛋白質のパスウェイ解析の結果を図 3に示す。 
小胞体ストレス条件下にお
けるHSPB5の結合蛋白質は、
アルツハイマー病やハンチン
トン病など神経変性疾患関連
蛋白質、細胞骨格関連蛋白質、
ユビキチン・プロテアソーム関
連蛋白質が多く検出された。 

図 3. 同定された蛋白質の分類 
小胞体ストレス下において、HSPB5は、これらの蛋白質のシャペロン分子として
機能し、蛋白質の凝集抑制などに機能していることが示唆された。 
HSPB5 のシャペロン機能の調節機構に関する研究として、HSPB はリン酸化修
飾によって機能制御されているため、蛋白質のリン酸化酵素で且つ、質量分析のス
コアが最も高かった Polo like-kinase 2 (PLK2)に着目し、HSPB5 の新規の結合蛋白
質として研究を行った。PLK2
は、キナーゼ触媒ドメインと
PB ドメインを有し、N 末の
リジン残基の 91 番目、95 番
目、115 番目が BioID2 によってビオチン化されていることが質量分析の結果から確
認された(図 4)。 

図 4. PLK2 のビオチン化部位 
PLK2 は、細胞増殖やDNA損傷応答などで機能する PLKファミリーに属するセ
リン/スレオニンキナーゼであり、癌などの疾患などにも関与していることが知られ
ているが、そのリン酸化の基質となる蛋白質は殆ど知られていない。 
まず、筋管に分化誘導後の L6 細胞において、小胞体ストレス応答を検討した。
MG132 刺激後、HSPB5 及び PLK2 蛋白質は、小胞体ストレスのマーカーである
CHOP、PDI と共に、有意な発現増加が確認された。次に、HSPB5と PLK2 の結合
を免疫沈降法で確認したところ、MG132 刺激依存的に結合が認められ、HSPB5 は
MG132 依存的に細胞質から小胞体付近に移行し、PLK2 と共局在することが共焦点
顕微鏡による観察から確認された。また、PLK2キナーゼ活性阻害剤 (BI2536) の添
加により、HSPB5 のMG132 刺激依存的な小胞体付近への移行が抑制され、HSPB5
のシャペロン機能に関するセリン 19、セリン 45、セリン 59番目の 3つのリン酸化
が抑制された。以上の結果より、PLK2は、HSPB5 をリン酸化し、小胞体ストレス
の制御を担っていることが考えられる。 
 



2)  HSPBsを標的とした栄養成分の探索 
食物に含まれるジペプチドは、多様な生理機能を有する。例えば、アラニンとヒ
スチジンから成るジペプチドである L-カルノシンは、ヒートショック蛋白質の発現
を誘導することが報告されている。本課題では、ジペプチドや、薬剤などを用いて
HSPB蛋白質の発現誘導を検討した。その結果、L6筋細胞において、HSPBを発現
誘導する複数の成分を同定した。本研究については、R02-05 年採択の基盤研究(C)
「PL 標識法による筋線維芽細胞の力伝達に関わる新機能探索と筋力低下予防への
応用」で、引き続き検討する計画である。 
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