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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゴルジ体ストレスシグナルセンサーの１つとしてCREB3に着目した。と
りわけ、CREB3ファミリーとしてCREB3及びCREB3L2について、類似の構造を有するATF6の発現や分解の制御と比
較検討した。また、CREB3標的因子解析を目的として、CREB3、ATF4などを欠損したNeuro2a細胞を樹立・解析
し、CREB3標的遺伝子の探索を試みた。最後に、コレステロール骨格を有する抗腫瘍化合物OSW-1を用いた解析に
より、CREB3活性化を伴わない非典型ゴルジ体ストレス経路の存在を明らかにした。今回得られた知見はゴルジ
体を標的とした新たな薬剤及び指標の開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, I focused on CREB3 as one of the Golgi stress signal sensors.
 In particular, I analyzed the regulation of expression and degradation of CREB3 and CREB3L2 as 
CREB3 family members, and ATF6, which has a similar structure to CREB3. We also established Neuro2a 
cells deficient in CREB3 and ATF4, and  analyzed putative CREB3-target genes and ER stress inducible
 genes. Finally, analysis using OSW-1, an anti-tumor compound with a cholesterol skeleton, revealed 
the existence of an atypical Golgi stress pathway that does not involve CREB3 activation. Our 
findings are expected to lead to the development of new Golgi-targeted drugs and indicators.

研究分野： 細胞分子生物学

キーワード： ゴルジ体ストレス　CREB3 family　ERAD

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ゴルジ体ストレスセンサーの1つCREB3ファミリーの発現及び分解制御、そして、CREB3のストレス
応答への役割について検討を行った。とりわけ、本研究において樹立した各種ERAD不全細胞株、CREB3などのゴ
ルジ体・小胞体ストレス誘導性転写因子欠損細胞株は、今後、ゴルジ体・小胞体ストレスの詳細な解析や薬剤開
発に役立つものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

持続的な栄養バランスの異常は、糖尿病、動脈硬化、神経変性疾患などの老年性疾患の罹患率を増加さ

せ、健康で健やかな老後への大きな障害となる。これらの発症には、各細胞における新陳代謝の低下など

の細胞老化が大きく関与するものと考えられる。老化した細胞は、酸化ストレス・慢性炎症など外的要因

に対して脆弱となり、機能低下または不全に陥った結果として多くの加齢性疾患を発症する。この細胞老

化は、構成成分の劣化や異常分子の蓄積による細胞小器官の機能低下が一因と考えられる。近年多くの疾

患が、細胞内における何れかのオルガネラ不全と密接にリンクしていることが報告され、各疾患を『オル

ガネラ病』として捉えるようになりつつある。 

ミトコンドリアにおいては、Bclファミリーをはじめとするアポトーシスシグナル伝達の分子機構が数

多く同定されてきた。また、膜タンパク質・分泌性タンパク質の合成・輸送・糖鎖修飾のみならず種々の

膜区画成分の供給源など多様な役割を果たしている小胞体では、主要な３つのストレスセンサー（PREK, 

ATF6, IRE1）が同定されてきた。そして、小胞体に対する種々のストレスは“タンパク質翻訳抑制や小胞

体ストレス特異的遺伝子群誘導”といった一連の“折りたたみ不全応答”を引き起こす。また興味深い

ことに、両オルガネラは接合部（MAM）にてクロストークしていることも知られている。 

一方、小胞体から輸送された因子の修飾（成熟化）や輸送の仕分けに携わるゴルジ体の機能不全および

それに起因するシグナル伝達機構は殆ど解明されていない。最近我々は、ATF6 と類似の構造を有する

CREB3が小胞体障害とは異なる刺激に応答することを報告した。近年、ゴルジ体にも小胞体同様のストレ

スセンサーが存在し、TFE3, CREB3 などによる未解明なセンシング機構が存在することを提唱されてい

る。既に、小胞体ストレスは、様々な疾患の発症・進行にのみならず生体の恒常性に深く関与することが

明らかとなっている。これらを考えると、ゴルジ体に起因するストレス機構の解明は、各種疾患の栄養学

的予防・治療のみならず細胞生物学において大きなパラダイムシフトを起こすことが期待される。 

 

２． 研究の目的 

肥満等によるメタボリックシンドロームや低栄養による老年性症候群など栄養バランスに起

因する疾患は高齢化社会において喫緊の課題である。これら疾患の原因として、小胞体異常及

びそれにより誘導される数々の因子が研究され、その重要性が明らかとなってきた。一方、小

胞体で合成された因子が集積し、各種修飾や標的部位へ輸送を司るゴルジ体の異常と老年性疾

患については殆ど研究がなされていない。そこで本研究では、１）ゴルジ体ストレスセンサー

とされる CREB3ファミリーの発現制御および活性化機構の解析、２）CREB3 標的因子の同定と

転写調節メカニズムの解明をすることにより、ゴルジ体異常を起因とした新たなストレスシグ

ナル機構の包括的な分子基盤を明らかにし、神経変性疾患等に代表される加齢性疾患の栄養学

的予防・治療への新たな知見を得ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、マウス神経芽細胞腫 Neuro2aまたはヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293を用い、ゴ

ルジ体ストレス誘導剤には、ブレフェルディン A (BFA)、モネンシン（Mone）、ニゲリシン（Nigr）

を、小胞体ストレス誘導には、タプシガルギン (Tg)、ツ二カマイシン (Tm)を用いた。各タン

パク質の安定性の解析には、プロテアソーム阻害剤（MG132）、リソソーム阻害剤（コンカナマ

イシン A, CMA）、タンパク合成阻害剤（シクロロへキシミド, CHX)を使用した。また、キク科

植物である Ornithogalum caudatum 由来天然物 OSW-1 もゴルジ体を中心としたストレス誘導

剤として使用した。 

SEL1Lをはじめとする ERAD関連因子や OSBP など欠損細胞の樹立には、CRISPR/Cas9によるゲ

ノム編集を行い、ノックインした薬剤耐性遺伝子（ピューロマイシンまたはハイグロマイシン

耐性遺伝子）をもとにセレクションを行った。最終的に、得られたコロニーを選択し、目的タ

ンパク質の欠損を確認した後に、以下の実験に使用した。 

野生型および各種ゲノム編集細胞における mRNA およびタンパク質の網羅的な解析として、マ

イクロアレイおよび MS 解析を行なった。また、各ゲノム編集及び薬剤刺激による mRNA量の変

化は RT-PCR 法にて解析した。各ストレスセンサーの標的遺伝子産物を含めた各タンパク質の



発現量の変化はウエスタンブロッティング法にて解析した。 

 

４．研究成果 

（１）SEL1L 欠損が CREB3ファミリーの発現に及ぼす影響 

CREB3をはじめとする CREB3ファミリーは、小胞体ストレスセンサーの１つである ATF6 と類

似の構造を有する一回膜貫通タンパク質である。無刺激条件下において CREB3/ATF6 ファミリ

ーは、N 末側を細胞質に突出した状態で小胞体膜上に局在しており、何からの刺激に応じて、

ゴルジ体へ輸送されると S1P/S2Pプロテアーゼにより切断され、N 末側が核内へ移行すること

で標的遺伝子の転写誘導を促している。小胞体に局在する全長型ATF6タンパク質については、

SEL1L/Hrd1 を中心とした ERAD 複合体を介して分解されていることが報告されているものの

CREB3ファミリーについては十分に解析されていない。そこで、SEL1L 欠損 HEK293細胞を樹立

し、内因性 CREB3 及び CREB3L2タンパク質の活性化および分解制御について解析した。 

まず、野生型 HEK293細胞を、Tg、Tm、BFA刺激

したところ、切断型 CREB3 及び CREB3L2 は BFA

刺激時に強く検出された（図 1）。また、他のゴ

ルジ体ストレス誘導剤であるMoneでも切断型が

見られたものの、Nigrでの誘導はごくわずかで

あった。また、Mone 及び Nigrは、ゴルジ体やリ

ソソーム内のpHに影響を及ぼすことが知られて

いることから、V-ATPase 阻害剤である CMA につ

いても検討を行ったが、切断型 CREB3 および

CREB3L2の誘導はごく僅かであった。次いで、全

長型 CREB3/CREB3L2 の安定性について検討する

ために、CHXによるタンパク質合成阻害や MG132 

(MG)によるプロテアソーム阻害の影響を検討し

たところ、両タンパク質は非常に分解の速い、不

安定なタンパク質であることが明らかとなった。

そこで、ATF6 同様に SEL1L系により分解される

かを検討するために、SEL1L 欠損 HEK293細胞を

用い、CREB3/CREB3L2 含めた各小胞体関連タンパ

ク質の発現を解析した（図 2）。その結果、樹立

した２種類の SEL1L 欠損 HEK293 細胞において、

全長型 CREB3 及び CREB3L2 の著しい増加が見ら

れた。また、SEL1L/Hrd1 ERAD 複合体構成因子 

１つである Herpも著しく増加していた。小胞体内腔にて作用する代表的なシャペロンタンパ

ク質 GRP78/GRP94 タンパク質は、既に野生型細胞にて高発現しており、SEL1L 欠損による増

加は僅かであった。そこで、野生型および各 SEL1L 欠損 HEK293細胞をゴルジ体または小胞体

ストレス誘導剤である BFA、Mone、Tg、Tmにて刺激し、CREB3/CREB3L2タンパク質の発現変化

およびプロセッシングを解析した。BFA 刺激では、全長型 CREB3/CREB3L2 タンパク質がほと

んど消失し切断型が検出された。興味深いことに、切断型 CREB3/CREB3L2 タンパク質発現量

に SEL1L 欠損の影響は見られなかった。一方、Mono 刺激は野生型及び SEL1L 欠損型細胞にお

ける全長型 CREB3/CREB3L2タンパク質を低下させると共に、切断型を誘導した。Mone 刺激に

よる切断型 CREB3/CREB3L2 タンパク質は、BFA 刺激と異なり SEL1L 欠損細胞にて高かった。

Tg処理は、野生型細胞にて全長型 CREB3L2を誘導し、SEL1L 欠損細胞との差異が見られなく

なった。一方で、CREB3タンパク質は Tg 刺激の影響を受けなかった。Tm 刺激は脱糖鎖型と考

えられる低分子量の全長型 CREB3/CREB3L2タンパク質を誘導し、その発現量は SEL1L 欠損に

て高かった。次に、無刺激、Tgまたは BFA刺激条件下における野生型及び SEL1L 欠損細胞を

用い、CREB3 や CREB3L2 の標的とされる遺伝子発現を解析した（図 3）。その結果、BFA 刺激

した SEL1L 欠損細胞にて Sec24d、Sec31a、Arf4、Herp mRNA の増加が見られた。 

 



（２）TXNDC11 による CREB3/ATF6 ファ

ミリーの制御について 

上記のように SEL1L 欠損にて小胞体

局在性の CREB3/CREB3L2が安定化する

ことが明らかとなり、両者は ATF6 と類

似機構にて制御されていることが明ら

かとなった。そこで、SEL1L 欠損細胞

の性状について更に詳細な解析を行う

ため、野生型及び SEL1L 欠損 HEK293細 

胞におけるタンパク質の網羅的な MS

解析を行なった。 

表 1 に示すように、SLE1L 欠損細胞で 

は野生型に比べ複数のタンパク質が増加

しており、その中で thioredoxin domain 

containing protein 11 (TXNDC11)に着目

した。TXNDC11 は、甲状腺ホルモン合成に

関わる DUOX会合因子として同定されたタ

ンパク質であるが、近年、EDEM との会合

や TXNDC11-EDEM による ATF6 分解に関与

することが報告された。そこで、SEL1L 欠

損における TXNDC11 mRNA とタンパク質発

現を検討したところ、SEL1L 欠損による有

意な増加が見られた（図 4）。一方、野生

型 HEK293細胞を MG132、CMA、CXH処理す

ることにより、TXNDC11 タンパク質の安定

性を検証したところ、いずれの処理にお 

いても著しい変化は見られなかった。このことは、SEL1L

欠損による TXNDC11 タンパク質の増加は、ERAD 基質とし

ての分解抑制ではなく、SEL1L 欠損による慢性的な小胞

体ストレスによる転写誘導である可能性が考えられた。

そこで、TXNDC11 遺伝子転写開始点近傍の生物種間で高

度に保存された sXBP1 結合配列について、luciferase 

reporter assayを行い、その機能性を明らかにした。 

次に、TXNDC11欠損 HEK293細胞を樹立し、CREB3/ATF6

ファミリータンパク質発現への影響を比較した（図 5）。

その結果、TXNDC11欠損はいずれの全長型タンパク質の 

発現量も増加させた。興味深いことに、その影響は CREB3/CREB3L2に対して顕著であった。

また、各タンパク質の安定性について CHX処理にて経時的に検討したところ、ATF6 が最も安

定であり、野生型細胞での消失には 4 h 以上必要であった。一方、CREB3は 1 h、CREB3L2は 

0.25 h ほどでその殆ど

が分解されていた。一方、

TXNDC11欠損は各タンパ

ク質の消失を有意に抑

制した。 

  

（３）BFA誘導性小胞体・ゴルジ体ストレスによる遺伝子発現の解析 

上記の通り、SEL1L 欠損細胞では全長型 CREB3/CREB3L2タンパク質の増加とともに、BFA刺

激にて標的とされる複数の遺伝子発現が増加していた。そこで、CREB3 の標的遺伝子とされ

る Herpに着目すると同時に、BFA刺激により誘導される他の小胞体・ゴルジ体ストレス関連

遺伝子について解析を行った。実験では、CREB3 欠損 Neuro2a 細胞に加え、小胞体ストレス



誘導性転写因子である ATF4及び ATF3 欠損 Neuro2a細胞も樹立し解析を行なった。 

その結果、ATF4欠損は BFA刺激による ATF3や Herp mRNA誘導に対し有意な発現抑制を示し

たものの、GADD153 mRNA に対しては影響を示さなかった（図 6）。一方、ATF3 欠損は、BFA誘

導性 GADD153 及び Herp mRNA に対し影響を及ぼさず、BFA誘導性 ATF4及び Herpタンパク質

発現に対しても同様であった。次に、CREB3 欠損細胞にて同様の検討を行なった。BFA刺激は、

野生型及び CREB3 欠損細胞において同程度の 

ATF4タンパク質を誘導した。そして、その条

件下における ATF3、Herp、GADD153、GRP78 

mRNAレベルを検討したところ、いずれの mRNA

の発現誘導も CREB3欠損の影響を受けなかっ

た。もう１つの CREB3 標的遺伝子とされる

Edem1 やゴルジ体ストレス応答因子（CGCP160、

MG130） mRNA 発現についても検討を行なった

が、有意な CREB3 欠損の影響は見られなかっ

た。 
 

（４）キク科植物由来抗腫瘍化合物 OSW-1 によるストレス応答の解析 

上記までの検討では、主なゴルジ体ストレス誘導剤として BFA を使用

してきた。BFA は Arfタンパク質に結合しゴルジ体構造を崩壊させるこ

とによりゴルジ体障害を引き起こす。そこで次に、BFA とは異なる作用

機序にてゴルジ体ストレスを誘導するされるキク科植物由来抗腫瘍化

合物 OSW-1 を用い、ストレス応答を解析することで、新たなゴルジ体ス

トレスシグナルの解析を試みた。OSW-1 は、小胞体–ゴルジ体間のコレス

テロール輸送を担う OSBP に結合することで細胞障害を誘導するとされ

ている。そこで、これまでの知見をもとに、Neuro2a細胞を OSW-1 また

は BFA処理し、各種 mRNA及びタンパク質発現を解析した。 

その結果、OSW-1刺激は、濃度依存的に細胞毒性を示した

（図 7）。また、OSW-1刺激は、BFA に比べ、小胞体ストレ

ス誘導能（GADD153 誘導）は低く、むしろ、オートファジ

ーに関わる LC3-II 蓄積を早期に引き起こすことが明らか

となった。また、OSW-1 と BFA によるゴルジ体ストレスシ

グナルを解析すると、BFA刺激は TFE3/TFEB及び CREB3経

路のいずれも活性化するのに対し、 OSW-1 刺激は

TFE3/TFEB 経路のみを活性化する非典型的なゴルジ体ス

トレスを引き起こすことが明らかとなった（図 8）。最後

に、OSW-1 の標的とされる OSBP欠損 Neuro2a細胞を樹立

し OSW-1応答性を検討したところ、OSW-1誘導性細胞死や 

LC3-II 蓄積に影響を及ぼさないことも明らかとなった。 
 

以上より、本研究ではゴルジ体ストレスシグナルとして、CREB3ファミリーを中心とした解

析を行なった。とりわけ、SLE1Lや TXNDC11 などの欠損細胞株の樹立・解析により、CREB3フ

ァミリーと ATF6 タンパク質の制御における相違点が明らかになった。また、CREB3 欠損細胞

株を樹立・解析し、CREB3の標的因子の同定にも取り組んだ。その結果、CREB3 標的因子との

報告のある Herpや Edem1 は CREB3により直接的に制御されていないことが明らかとなった。

一方、これら細胞株を用いた網羅的な遺伝子解析により CREB3 欠損により変化する候補遺伝

子を複数見出したものの、直接的な制御については明らかにできなかった。また、OSW-1 を用

いることにより、非典型的なゴルジ体ストレスシグナル系を見出した。これら知見は、今後

のゴルジ体ストレスの制御とその下流因子の詳細な解析やそれら知見に基づく神経変性疾患

を含めた老年性疾患の理解や予防・治療法開発に役立つものと考えられる。 
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