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研究成果の概要（和文）：本研究は小胞体ストレス応答分子であるXBP1が転写調節する骨格筋分化促進に関与す
る分子を同定すると共に、骨格筋分化におけるXBP1の役割を明らかにすることを目的とした。XBP1ノックダウン
筋芽細胞株では、分化誘導刺激後にオートファージおよびアポトーシス細胞死が亢進していることが明らかとな
った。さらにXBP1s はCDK5 (Cyclin-dependent kinase 5)を直接転写調節して筋分化に関与していることを見出
した。以上より、IRE1-XBP1シグナルが、分化直後の細胞生存や分化進行において重要な役割を担うことが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to elucidate how the IRE1-XBP1 axis is involved in 
myogenic differentiation. Apoptosis and autophagy were dramatically enhanced in the XBP1-knockdown 
cells, highlighting the participation of IRE1-XBP1 in cell survival maintenance with differentiation
 stimuli during skeletal muscle differentiation. In myogenic cells, we demonstrated that the 
expression of CDK5 (Cyclin-dependent kinase 5) is regulated by XBP1s, and we propose that XBP1 
regulates the expression of MyoD family genes via the induction of CDK5. In conclusion, this study 
revealed that IRE1-XBP1 signaling plays critical roles in cell viability and the expression of 
differentiation-related genes in pre-differentiated myoblasts and during the early differentiation 
phase.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食肉は骨格筋が由来であることから、赤身肉割合を高める技術を開発する上で筋形成のメカニズムを解明するこ
とは重要である。骨格筋は、筋芽細胞が細胞融合し多核の筋繊維に分化することによって形成される。本研究で
は、小胞体の恒常性の役割を有している小胞体ストレス応答機構が、骨格筋細胞の分化に重要な役割を果たして
いることを明らかにした。肉牛の筋肉量を増やす飼養技術開発へ向けた基礎的基盤の提供を行った。

※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 

 筋組織は、単核の筋芽細胞が分化・融合した多核の筋細胞（筋線維）の集合体である。骨格

筋は、筋芽細胞が細胞融合し多核の筋繊維（筋管細胞）に分化することによって形成される。過

去の研究によって骨格筋分化の後期過程、特に細胞融合および筋終末分化において重要な因子

やシグナル経路について解明が進む一方で、筋芽細胞から分化誘導開始直後の細胞においては

未解明な点が多く残されている。 

 Unfolded Protein Response（UPR）は、小胞体ストレスを緩和するために細胞に備わるシグナ

ル機構であり、小胞体膜貫通タンパクとして存在する主要なセンサー分子、IRE1（Inositol-

requiring enzyme 1）、PERK（protein kinase RNA-like ER kinase）、ATF6（Activating 

transcription factor 6）によって開始される。近年、小胞体ストレスを感知して活性化する

UPR はストレス排除に働くだけではなく、様々な組織の分化調節にも関与していることが明らか

になっている。申請者は、UPR を破綻させると筋肉細胞の分化が著しく抑制することを明らかに

した（Tokutake et al., IJMS, 2015）。また IRE1 が活性化されると、フレームスイッチ型スプ

ライシング反応が誘起され、スプライスされた基質 XBP1 mRNA から活性型の転写因子 XBP1s が

産生されるが、マウス筋芽細胞株である C2C12 に shRNA を用いて XBP1 遺伝子をノックダウンさ

せると分化能が著しく低下することも見出している。 

 

２．研究の目的 

 XBP1 は転写因子としての機能を有していることから、本研究では、XBP1 が転写調節する骨格

筋分化促進に関与する分子を同定し、骨格筋分化における XBP1 の役割を明らかにすることを目

的とした。食肉は家畜骨格筋が由来であることから、赤身肉割合を高める技術を開発する上で筋

形成のメカニズムを解明することは重要である。「骨格筋分化に関与する分子」が明らかになる

ことにより、肉牛の筋肉量を増やす飼養技術開発に大きく貢献することが期待される。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス筋芽細胞株（C2C12 細胞）や XBP1 ノックダウン C2C12 細胞株（XBP1KD 細胞）の培

養は、増殖培地として 10% Fatal Bovine Serum を添加した DMEM-HG 培地、分化培地として 2 % 

Horse Serum を添加した DMEM-HG 培地を使用した。筋管形成の評価は、1 次抗体として Anti-

Myosin 抗体、２次抗体として Alexa Fluor 568 conjugated anti-Rabbit IgG 抗体を用いた蛍光

免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で画像を取得した後、Image J 画像解析ツールによって

筋管の面積、１筋管当たりの核個数を計測することで行った。 

（２）オートファジーに関する評価は、オートファジー関連因子である LC3, Beclin1, p62 の遺

伝子・タンパク発現を RT-qPCR、ウエスタンブロット法を用いて検討した。またオートファゴ

ソーム形成の様子を電子顕微鏡により観察した。 

（３）アポトーシスに関する評価は、Cleaved-Caspase3 発現量をウエスタンブロット法によっ

て解析すると共に、PIおよび FITC 標識した Annexin V で細胞を染色後、フローサイトメトリー

を用いてアポトーシス細胞の割合を測定することで検討した。 

（４）XBP1 が転写調節する遺伝子は、①分化誘導刺激直後のコントロール細胞と XBP1KD 細胞を

用いた RNA seq 解析、②Chip アッセイ、③ルシフェラーゼアッセイにより同定した。 

（５）IRE1 の RNase 活性、CDK 活性と筋分化との関連性を明らかにするため、IRE1 の RNase 特

異的な活性阻害剤である 4μ8c、CDK5 の活性阻害剤 Roscovitine を添加し、筋分化能を評価し

た。 



４．研究成果 

  XBP1s の誘導に必要な IRE1 の RNase 活性が筋分化に及ぼす影響を検証するため、IRE1 の

RNase 特異的な活性阻害剤である 4μ8cの添加実験を行った結果、4μ8c処理細胞では筋管形成

が著しく減少していた。すなわち IRE1-XBP1 シグナルが、筋分化において重要な役割を果たして

いることが明らかとなった。 

 筋分化初期に行われるイベントであるオートファジーに着目し、XBP1KD 細胞の分化後にお

けるオートファジーの様子を検討した。XBP1KD 細胞では、分化誘導後 48時間においてオートフ

ァゴソームの形成が通常細胞よりも著しく多く、分化過程を通してオートファゴソーム形成が

促進していることが明らかになった。また、XBP1KD 細胞では、LC-II 発現が有意に上昇してお

り、オートファジー分解を受ける p62 の発現は有意に減少していたことから、XBP1KD 細胞では

オートファジーの亢進が生じていることが判明した。一方、オートファジーに不可欠な Beclin1

の遺伝子・タンパク発現はともに通常細胞よりも低かったため、XBP1KD 細胞では通常とは異な

る分子経路を介したオートファジーが誘導されている可能性があると考えられた。XBP1KD 細胞

ではオートファジーの亢進が生じており、そのことが、筋分化能が低下している要因であると考

えられる。また XBP1KD 細胞では分化過程を通してコントロール細胞と比べて有意なアポトーシ

ス細胞の増加が認められ、アポトーシス実行因子である Cleaved-Caspase3 の発現も、XBP1KD 細

胞では分化誘導後 12 時間において急激に増加していた。以上の結果より、IRE1-XBP1 シグナル

が、分化直後の細胞生存や分化進行において重要な役割を担うことが明らかとなった。 

続いて、転写因子 XBP1 が直接転写調節している筋分化関連遺伝子の同定を試みた。コントロ

ール細胞と XBP1KD 細胞を用いて、RNA seq 解析を行い、その解析データの中から、CDK5 (Cyclin-

dependent kinase 5)という分子に着目し検討を行った。CDK5 の遺伝子発現は未分化細胞で最も

高く、分化とともに減少するという XBP1s と同様の発現パターンであることが明らかとなった。

また、XBP1KD 細胞では、Cdk5 遺伝子発現が有意に抑制されており、ChIP assay およびルシフェ

ラーゼ assay の結果からも、XBP1s は Cdk5 を直接転写調節していることが明らかとなった。

CDK5の活性阻害剤Roscovitine添加により筋管形成を著しく抑制することが確認された。一方、

分化初期におけるアポトーシス細胞死や、オートファジーに関しては特に影響がなく、CDK5 は

XBP1KD 細胞で確認された分化初期のアポトーシス細胞死やオートファジーの亢進には関与して

いないことが示された。 

一連の研究によって、IRE1-XBP1 シグナルが骨格筋分化に不可欠な UPR 因子であることを明ら

かとした。これまでに、in vitro の筋細胞分化の初期段階には、細胞内小器官のリモデリング

や分化に不可欠なアポトーシスやオートファジーが誘導されることが報告されている。この際、

アポトーシスやオートファジーの誘導が強すぎれば、分化に進行するまでもなく細胞生存に負

の影響が生じる。本研究結果から、IRE1-XBP1 シグナルは、筋芽細胞が分化誘導刺激を受け取っ

た際の適応や細胞生存に関与する重要な経路である可能性が高いことが明らかとなり、骨格筋

分化機構を解明する上で、極めて有用な知見を得ることが出来た。 
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