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研究成果の概要（和文）：	 ゴルジ体ストレス応答は、細胞の需要に応じてゴルジ体の機能を強

化する自律的恒常性維持機構である。研究代表者は世界に先駆けてゴルジ体ストレス応答の研

究を開拓している。予備的な実験から、ゴルジ体ストレス応答を制御する中心的調節因子であ

る転写因子 TFE3を同定していた。本研究課題では、TFE3の活性がリン酸化状態による細胞
内局在性によって制御されていることを明らかにするとともに、ゴルジ体ストレスの分子的実

体がゴルジ体での糖鎖修飾や小胞輸送の不全に起因することを明らかにした。また、神経細胞

やグリア細胞、杯細胞などの細胞分化過程において TFE3が活性化されることを見出し、ゴル
ジ体ストレス応答が生理学的に重要な機能を有することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：	 The Golgi stress response is an autoregulatory mechanism that 
controls the capacity of the Golgi apparatus in accordance with cellular demands. The 
applicant is trying to reveal the molecular mechanism of the Golgi stress response as a 
pioneer. By preliminary experiments I isolated a key transcription factor TFE3 that 
regulates the mammalian Golgi stress response. In this project, I revealed that activity of 
TFE3 is regulated by its subcellular localization, which is controlled through 
phosphorylation status of TFE3. In addition, I found that deficiency of glycosylation as well 
as vesicular transport in the Golgi apparatus is responsible for activation of the Golgi 
stress response. Moreover, the TFE3 pathway is activated during differentiation of neurons, 
glial cells and goblet cells, suggesting the biological significance of the Golgi stress 
response. 
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞内には小胞体やゴルジ体など様々な

細胞小器官が存在し、細胞の機能を分担して
いる。それぞれの細胞小器官の存在量は細胞
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の需要に応じて厳密に制御されており、必要
な時には必要な細胞小器官だけが必要な量
だけ増強される。このような細胞小器官の量
的調節機構は細胞が自律的に恒常性を維持
するために必須の機構であり、細胞生物学の
根幹に関わる重要な研究課題であるが、これ
まで核以外の細胞小器官についてはほとん
ど解析されてこなかった。研究代表者はこの
問題に果敢に挑戦し、小胞体の量的調節機構
である小胞体ストレス応答の分子機構を明
らかにした。小胞体の機能が不足すると（小
胞体ストレス）、小胞体膜上に存在するセン
サー分子 pATF6(P)が活性化され、転写因子
pATF6(N)が核へ移行して転写制御配列 ERSE
に結合することで小胞体シャペロン遺伝子
の転写を活性化する。また、小胞体膜上に存
在するもう一つのセンサー分子 IRE1 も小胞
体ストレスによって活性化され、転写因子
XBP1 の前駆体 mRNA を細胞質でスプライシン
グすることによって活性型転写因子
pXBP1(S)が生成し、転写制御配列 UPRE に
pXBP1(S)が結合することによって小胞体関
連分解因子（ERAD 因子）遺伝子の転写が活性
化される。これらの応答によって小胞体シャ
ペロンや ERAD 因子の発現が増強され、小胞
体の機能が強化される。	 
	 
	 小胞体の量的調節機構の基本的メカニズ
ムを明らかにすることができたので、ゴルジ
体の量的調節機構であるゴルジ体ストレス
応答解析に着手した。予備的な研究によって、
ゴルジ体ストレス応答によって転写が誘導
される標的遺伝子（ゴルジ体の構造形成タン
パク質やゴルジ体での糖鎖修飾酵素、ゴルジ
体以降の小胞輸送因子）を同定し、転写誘導
を制御する転写制御配列 GASE（コンセンサス
配列：ACGTGGC）を同定するとともに、GASE
に結合して転写を活性化する転写因子 TFE3
を単離した。	 
 
 
２．研究の目的 
	 上記の様に、ゴルジ体ストレス応答を制御
する転写因子 TFE3 と転写制御配列 GASE を同
定したが、TFE3 がどのような活性制御を受け
ているのかについては、全く未知であった。
そこで、TFE3 の活性調節機構を解析し、活性
調節因子群をシグナルの上流に向かって順
次を単離し、それらの因子の活性調節機構を
解析していくことによって、ゴルジ体ストレ
スを感知するセンサー分子から TFE3 の活性
化に至るシグナル伝達経路の全貌を明らか
にしようと考えた。	 
	 
	 また、ゴルジ体ストレス（ゴルジ体の機能
が不足する状態）というものが、いったいど
のような状態であるのかについても全く未

知であった。そこで、ゴルジ体の機能を不足
させるような様々な処理を細胞に与えた時
に TFE3 が活性化されるかどうか調べること
によって、ゴルジ体内のどのような分子的変
化がゴルジ体ストレス応答を活性化するの
かを明らかにしようと考えた。更に、同定し
たセンサー分子を用いて、センサー分子によ
るゴルジ体ストレスの感知機構についても
解明しようと考えた。	 
	 
	 更に、小胞体ストレス応答は抗体産生細胞
などの分泌が盛んな細胞で活性化されてお
り、アルツハイマー病やパーキンソン病のよ
うな神経変性疾患や糖尿病といったフォー
ルディング病と深く関連していることが知
られているが、ゴルジ体ストレス応答がどの
ような細胞・組織で活性化されているか、ま
た疾患とどのように関わっているかについ
ては、全く未解明であった。そこで、様々な
細胞・組織で TFE3 が活性化されているかど
うか調べることによって、ゴルジ体ストレス
応答が人体のどのような生物学的現象に貢
献しているか解析しようと考えた。	 
	 
そこで本研究課題では、以下の項目について
解析を行うこととした。	 
	 
(1)	 転写因子 TFE3 の活性制御機構の解析	 
(2)	 ゴルジ体ストレスの分子的実体の解析	 
(3)	 ゴルジ体ストレス応答の生理学的重要
性の解析	 
 
 
３．研究の方法 
(1)	 転写因子 TFE3 の活性制御機構の解析	 
	 TFE3 がどのような活性制御を受けている
かについて解析するために、ゴルジ体ストレ
ス時に TFE3 の転写やスプライシングに変化
が起こるかどうか、Northern	 blotting や
RT-PCR によって調べた。また、TFE3 のタン
パク質の量や分子量に変化が起こるかどう
か、Western	 blottingによって調べた。更に、
TFE3 の細胞内局在性に変化が起こるかどう
か調べるために、抗 TFE3 抗体を用いた細胞
染色を行ったり、GFP-TFE3 を細胞内で発現さ
せることを行った。また、TFE3 の GASE に対
する結合がゴルジ体ストレスによって変化
するかどうか、ChIP	 assay を行って調べた。	 
	 
(2)	 ゴルジ体ストレスの分子的実体の解析	 
	 これまでは酸性の細胞小器官であるゴル
ジ体の pH をイオノフォアであるモネンシン
を用いて中性化することによってゴルジ体
内の酵素の活性を低下させてゴルジ体スト
レスを起こしていたが、モネンシンがゴルジ
体の pH を低下させることでゴルジ体ストレ
スを起こしているのか、あるいは全く別の作



用によってゴルジ体ストレスを起こしてい
るのかは明らかでなかった.そこで、別のイ
オノフォアであるナイジェリシンやゴルジ
体を酸性に維持するために必要な V-ATPase
（ATP の加水分解エネルギーを用いて、ゴル
ジ体にプロトンを汲み入れている酵素）の活
性を阻害する薬剤バフィロマイシンで細胞
を処理したときに TFE3 が活性化されるかど
うか調べることによって、ゴルジ体の pH 変
化によってゴルジ体ストレス応答が活性化
されるかどうか調べた。	 
	 
	 モネンシンやナイジェリシン、バフィロマ
イシンはゴルジ体以外の酸性細胞小器官（リ
ソソームやエンドソーム、ミトコンドリア）
にも作用するため、ゴルジ体特異性が低い。
そこで、より特異的にゴルジ体の機能を阻害
するために、GCP60 のドミナントネガティブ
体（GCP60-DN）を用いることにした。GCP60
はゴルジ体膜に存在するタンパク質であり、
ゴルジ体の構造維持に必要なタンパク質で
ある。GCP60 遺伝子のプロモーター領域にも
GASE が存在しており、GCP60-DN を細胞で過
剰発現させるとゴルジ体の機能を担うタン
パク質である Giantin がゴルジ体に局在でき
なくなり、ゴルジ体が断片化され、ゴルジ体
での小胞輸送も阻害されることがわかって
いる。そこで、GCP60-DN を用いてゴルジ体機
能を特異的に阻害し、その時に TFE3 が活性
化されるかどうか調べた。	 
	 
	 糖鎖修飾はゴルジ体の重要な機能であり、
糖鎖修飾の不全がゴルジ体ストレスの原因
となっている可能性は充分に考えられる。ゴ
ルジ体では、大きく分けて３種類の糖鎖修飾
が行われている。その一つは、小胞体で付加
された N型糖鎖のプロセシングである。様々
なプロセシングが行われるが、本研究課題で
は、スワインソニンを用いて mannosidase の
活性を阻害し、マンノースのトリミングを阻
害した時に TFE3 が活性化されるかどうか調
べた。また、トランスゴルジでは最後の糖鎖
付加としてシアル酸付加が起こる。シアル酸
の転移酵素は多数存在するために、転移酵素
の阻害剤や RNA 干渉法ではシアル酸付加を阻
害することが難しい。そこで、ゴルジ体にシ
アル酸を輸送するトランスポーターの発現
を RNA 干渉法で阻害したり、シアル酸トラン
スポーター遺伝子に変異を持つ細胞株 Lec2
を用いて TFE3 が活性化されているかどうか
調べた。ゴルジ体で起こる第２の糖鎖付加は、
プロテオグリカンに対するＯ型糖鎖修飾で
ある。プロテオグリカンのコアタンパク質に
最初に結合する糖は Xylose である。従って、
細胞内に Xylose の誘導体である Xyloside が
大量に存在すると大部分のＯ型糖鎖は
Xyloside に付加され、プロテオグリカンの糖

鎖修飾はほとんど起こらなくなる。そこで、
Xyloside で処理したときに TFE3 が活性化さ
れるかどうか調べた。Xyloside としては、
4-NP	 Xyloside と 4-MU	 Xyloside の２種類を
用いた。ゴルジ体で起こる第３の糖鎖付加は、
粘膜の構成成分であるムチンに対するＯ型
糖鎖付加である。ムチンのコアタンパク質に
最初に付加される糖は、GalNAc である。従っ
て、GalNAc の誘導体である Benzyl-GalNAc が
細胞内に多量に存在していると、本来ムチン
に付加されるべきＯ型糖鎖が大部分
Benzyl-GalNAc に付加されてしまうことにな
る。そこで、Benzyl-GalNAc で細胞を処理し
たときに TFE3 が活性化されるかどうかを調
べた。	 
	 
	 輸送小胞を用いた選別輸送も、ゴルジ体の
重要な機能である。そこで、ゴルジ体以降の
小胞輸送には様々な因子が関与しているが、
中でも phosphatidylinositol	 4-kinase	 
(PI4K)や phosphatidylinositol	 3-phosphate	 
5-kinase	 (PIKfyve)が重要な役割を果たして
いることが知られている。そこで、PI4K の阻
害剤である wortmannin や LY294002（これら
は PI3K の阻害剤でもある）、PIKfyve の阻害
剤である YM201636 で細胞を処理したときに
TFE3 が活性化されるかどうか調べた。また、
リン酸化酵素 YSK1 はゴルジ体に存在してお
り、ゴルジ体からの小胞輸送に重要であるこ
とが知られている。そこで、YSK1 の発現を
RNA干渉法によって抑制したときにTFE3の活
性化が起こるかどうか調べた。	 
	 
(3)	 ゴルジ体ストレス応答の生理学的重要
性の解析	 
	 細胞分化に伴ってゴルジ体ストレス応答
が活性化されることが期待された。そこで、
以下の３種類の細胞分化過程において TFE3
が活性化されているかどうか調べた。第１の
細胞分化過程は、神経細胞である。長い樹状
突起を伸長させる神経細胞では、樹状突起の
根本にゴルジ体の集積が見られ、この構造は
Golgi	 out	 post と呼ばれる。樹状突起を伸長
するためには多量の膜タンパク質と膜輸送
が必要であり、そのためにゴルジ体が発達し
ていると考えられる。そこで、褐色細胞腫由
来の細胞である PC12 細胞に NGF を作用させ
て神経細胞を分化させたときに、TFE3 が活性
化されるかどうか調べた。	 
	 
	 第２の細胞分化過程は、グリア細胞である。
グリア細胞も神経細胞と同様に発達した突
起を有することから、ゴルジ体ストレス応答
が活性化されている可能性が考えられる。そ
こで、ラットグリオーマ細胞である C6 細胞
に dibutyryl	 cAMP を作用させてアストロサ
イトに分化させたり、レチノイン酸を作用さ



せてオリゴデンドロサイトに分化させたと
きに、TFE3 が活性化されるかどうか調べた。	 	 
	 
	 第３の細胞分化過程は、ゴブレット細胞で
ある。ゴブレット細胞は小腸などで粘液を分
泌する細胞であり、ムチンを大量に合成する
ためにゴルジ体が極めてよく発達している。
そこで、結腸ガン由来の細胞である HT29 細
胞に酪酸を処理してゴブレット細胞への分
化を起こし、その際に TFE3 が活性化される
かどうか調べた。	 
 
	 
４．研究成果	 
(1)	 転写因子 TFE3 の活性制御機構の解析	 
	 細胞内に存在する TFE3 の GASE 結合につい
て調べたところ、通常時には TFE3 は GASE に
結合していないが、ゴルジ体ストレス時には
GASE に結合するようになることがわかった。
このことは、TFE3 の活性が何らかの調節を受
けていることを示唆している。そこで、TFE3
がどのような活性調節を受けているかにつ
いて様々な角度から調べた結果、転写レベ
ル・スプライシングレベルでの調節は検出さ
れなかった。タンパク質レベルで調べたとこ
ろ、ゴルジ体ストレスによって分子量が低下
することがわかった。低下の原因について調
べたところ、TFE3 は通常時にはリン酸化され
ているが、ゴルジ体ストレス時に脱リン酸化
されることがわかった。脱リン酸化の意義に
ついて調べたところ、リン酸化されている
TFE3 は細胞質に繋留され、脱リン酸化される
と核へ移行することがわかった。すなわち、
TFE3 の活性は、リン酸化状態による細胞内の
局在性変化によることがわかった。	 
	 
	 TFE3 の核移行に必要な領域を解析したと
ころ、TFE3 の basic 領域が核移行シグナルと
して機能していることがわかった。一方、細
胞質繋留に必要な領域を解析したところ、
TFE3 のＮ末端領域が細胞質繋留に必須であ
ることがわかった。TFE3 の細胞質繋留に必要
なアミノ酸残基を１アミノ酸レベルで解析
したところ、Ｎ末端領域内のセリン残基
（S108）が必須であり、S108 を別のアミノ酸
に置換すると TFE3 は恒常的に脱リン酸化さ
れた状態で核に存在し、GASE からの転写を活
性化することがわかった。	 
	 
	 次に、TFE3 をリン酸化するリン酸化酵素と
脱リン酸化する脱リン酸化酵素を同定する
ために、siRNA ライブラリーを用いた網羅的
スクリーニングを行った（現在も継続中）。
その結果、TFE3 のリン酸化酵素の候補として、
CKI を同定した。CKI の発現を siRNA によっ
て抑制すると TFE3 が脱リン酸化されて核へ
移行し、GASE からの転写が誘導された。興味

深いことに、CKI のリン酸化コンセンサス配
列と、TFE3 の S108 付近のアミノ酸配列は完
全に一致した。現在、CKI が TFE3 を直接リン
酸化するかどうか検討中である。TFE3 の脱リ
ン酸化酵素については、現在更にスクリーニ
ング中である。	 
	 
(2)	 ゴルジ体ストレスの分子的実体の解析	 
	 モネンシンやナイジェリシン、バフィロマ
イシンでゴルジ体を中性化したすると、TFE3
が脱リン酸化されて核移行し、GASE からの転
写も活性化されることがわかった。このこと
は、ゴルジ体の中性化によってゴルジ体の酵
素の活性が低下し、ゴルジ体ストレス応答が
活性化されることが示唆される。よりゴルジ
体特異性の高いゴルジ体ストレス処理とし
て GCP60-DN を細胞に発現させたところ、や
はり TFE3 経路の活性化が見られた。このこ
とは、機能不全のゴルジ体からゴルジ体スト
レス応答を活性化するシグナルが来ている
ことを示している。ゴルジ体での N型糖鎖修
飾やＯ型糖鎖修飾（プロテオグリカンやムチ
ン）を阻害したところ、TFE3 経路の活性化が
見られた。このことは、ゴルジ体での糖鎖修
飾不全によってゴルジ体ストレス応答が活
性化されることを示している。一方、ゴルジ
体以降の小胞輸送を阻害しても、TFE3 経路の
活性化が見られた。このことは、小胞輸送の
不全もゴルジ体ストレス応答を活性化する
ことを示している。以上の結果から、ゴルジ
体内に分泌タンパク質が蓄積することがゴ
ルジ体ストレスの分子的実体ではないかと
想定し、糖鎖付加が不全な分泌タンパク質が
ゴルジ体内に蓄積するのか、また蓄積したこ
とがゴルジ体ストレスのシグナルになるの
かどうか、現在更に検討を進めている。	 
	 
(3)	 ゴルジ体ストレス応答の生理学的重要
性の解析	 
	 PC12 細胞が神経細胞に分化する際にも、C6
細胞がアストロサイトやオリゴデンドロサ
イトに分化する際にも、HT29 細胞がゴブレッ
ト細胞に分化する際にも、TFE3 の活性化が見
られた。従って、細胞分化に伴ってゴルジ体
の機能が不足し、ゴルジ体ストレス応答によ
ってゴルジ体が増強されることは確かなこ
とである。現在、TFE3 の発現を RNA 干渉法に
よって抑制したときに、これらの細胞分化が
正常に起こるかどうか調べることによって、
細胞分化にゴルジ体ストレス応答がどの程
度貢献しているか解析中である。	 
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