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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を強化する

機構であり、細胞が自律的に機能するために必須の調節機構である。これまでにゴルジ体スト

レス応答の一経路である TFE3経路を同定したが、ゴルジ体内でどのような分子的変化が起こ
って、ゴルジ体ストレス応答を活性化しているのかについては全く未解明であった。解析の結

果、ゴルジ体で起こるべき糖鎖修飾がうまく起こらないことが活性化シグナルになっているこ

とを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：	 The Golgi stress response is an autoregulatory mechanism 
controlling the capacity of the Golgi apparatus in accordance with cellular demands. We 
analyzed what kinds of molecular changes activate the Golgi stress response, and revealed 
that deficiency of glycosylation in the Golgi apparatus is responsible for activation of the 
Golgi stress response. 
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１．研究開始当初の背景	 
	 細胞には小胞体やゴルジ体などの様々な
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
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。このような細胞の需要に応
じた細胞小器官の量的調節機構の研究は細
胞生物学の根幹に関わる重要な研究課題で
あるが、核を除いてほとんど行われてこなか
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。更に、ゴ
ルジ体の量的調節機構であるゴルジ体スト

レス応答機構の研究を開始し、ゴルジ体スト
レス応答によって転写が制御されている標
的遺伝子を検索するとともに、応答を制御す
る転写制御配列 GASE を同定し、GASE に結合
して転写を制御する転写因子 TFE3 を単離し
た。転写因子 TFE3 の活性化機構を解析した
ところ、TFE3 は平常時にはリン酸化されるこ
とによって細胞質に繋留されているが、ゴル
ジ体ストレス時には TFE3 は脱リン酸化され
て核へ移行し、ゴルジ体の機能を担う遺伝子
の転写を活性化することを明らかにした。ま
た、リン酸化されるアミノ酸残基を同定する
とともに、リン酸化制御に関わるリン酸化酵
素と脱リン酸化酵素の候補をいくつか単離
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した。	 
	 
	 しかしながら、小胞体ストレス応答には複
数の応答経路があることから、ゴルジ体スト
レス応答にも複数の応答経路が存在する可
能性がある。特に、ゴルジ体は小胞体と違っ
て性質の異なる層板から構成されており、そ
れぞれの層板では異なった種類の翻訳後修
飾が行われていることから、それぞれの層板
に特異的な応答経路が存在し、それぞれの機
能を調節している可能性がある。	 
	 
	 また一方で、ゴルジ体内でどのような分子
的変化が起こることによってゴルジ体スト
レス応答が活性化されるのかについても、全
く未解明であった。小胞体の場合は、何らか
の理由によって小胞体シャペロンによるタ
ンパク質のフォールディングがうまく行か
なくなり、立体構造が異常なタンパク質が小
胞体内に蓄積することが小胞体ストレス応
答を引き起こす分子的実体であることが明
らかになっている。ゴルジ体の機能は、糖鎖
修飾などの翻訳後修飾と輸送詳報による選
別輸送であることから、これらの機能の不全
がゴルジ体ストレスを引き起こしている可
能性が高いが、全く何もわかっていなかった。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究課題の目的は２つある。１つめは、
TFE3 経路以外に存在すると期待されるゴル
ジ体ストレス応答の応答経路を網羅的に同
定し、その分子機構を明らかにすることであ
る。ゴルジ体ストレス応答の全応答経路を明
らかにすることによって、哺乳類のゴルジ体
ストレス応答の全体像を明らかにしようと
考えた。	 
	 
	 ２つめの目的は、どのような分子的変化が
ゴルジ体に起こることによってゴルジ体ス
トレス応答が活性化されるのか、すなわちゴ
ルジ体ストレスの分子的実体を明らかにす
ることである。ゴルジ体ストレスの分子的実
体を明らかにすることによってゴルジ体ス
トレスのセンサー分子の同定が容易となり、
同定したセンサー分子を用いてゴルジ体ス
トレスの感知機構をあきらかにする。小胞体
ストレス応答の場合は、構造異常タンパク質
が直接センサー分子に結合して活性化する
ものと、センサーに結合して活性化を抑制し
ている分子シャペロンに構造異常タンパク
質が結合することで分子シャペロンがセン
サー分子から解離し、その結果センサー分子
が活性化するという２つのメカニズムが提
唱されている。ゴルジ体ストレス応答におい
てもストレス感知機構の解明は極めて重要
な研究課題である。	 

	 
	 小胞体と様々な疾患、例えばアルツハイマ
ー病やパーキンソン病のような神経変性疾
患との関わりは既に明らかにされているが、
ゴルジ体に関しては研究の基盤が確立され
ていないために疾患との関わりが未だ明確
でない。しかしながら、ゴルジ体での糖鎖修
飾異常が原因となって発症する疾患が知ら
れるようになり、ゴルジ体と病態との関連に
注目が集まりつつある。以上の２つの研究を
行うことによって哺乳類のゴルジ体ストレ
ス応答の分子機構を明らかにし、ゴルジ体が
関与する様々な疾患とゴルジ体ストレス応
答の関わりを研究することを可能として、病
態解明や治療法の開発に資する基盤的研究
を確立することを期待している。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
	 上記の解析のために、哺乳類細胞に様々な
処理を行ってゴルジ体の機能不全を起こし、
TFE3 経路が活性化されるかどうかを検討し
た。具体的な方法としては、第１に、ゴルジ
体構造タンパク質である GCP60 のドミナント
ネガティブ体（GCP60-DN）を発現させてゴル
ジ体の機能を失わせることを試みた。GCP60
はゴルジ体の機能を担うタンパク質 Giantin
がゴルジ体に局在するために必須であり、
GCP60-DNを発現させるとGiantinがゴルジ体
に局在化できなくなるとともにゴルジ体が
断片化し、ゴルジ体での小胞輸送が阻害され
ることが知られている。	 
	 第２に、mucin 型糖鎖修飾の阻害剤である
Benzyl-GalNAC で処理することを試みた。
mucin 型糖鎖で一番最初に取り込まれる糖は
GalNAc であるため、Benzyl-GalNAc が細胞内
に大量に存在すると、GalNAc 以降の糖鎖はほ
とんどが Benzyl-GalNAc にとられてしまい、
mucin	 core	 protein にほどんど糖鎖が付加さ
れない状態になることが知られている。	 
	 第３に、プロテオグリカンの糖鎖修飾阻害
剤である Xyloside で処理することも試みた。
プロテオグリカンのコアタンパク質に付加
される最初の糖は xylose である。従って、
細胞内に xyloside が大量に存在すると
xylose 以降の糖鎖がほとんど xyloside にと
られてしまい、プロテオグリカンの糖鎖修飾
がほとんど起こらなくなることが知られて
いる。Xyloside としては、4-MU	 Xyloside と
4-NP	 Xyloside の２種類を用いた。	 
	 第４に、シアル酸をゴルジ体に輸送するト
ランスポーターの発現を RNA 干渉法によって
阻害することを行った。ゴルジ体膜にはゴル
ジ体にシアル酸を輸送するためのトランス
ポーターである SLC35A1 が存在する。SLC35A1
を RNA 干渉法によって阻害すると、ゴルジ体
でのシアル酸付加が起こらなくなることが



 

 

知られている。RNA 干渉法による実験と並行
して、SLC35A1 の変異体である細胞株 Lec2 を
用いた実験も行った。	 
	 第５に、小胞輸送を制御する因子群の発現
を RNA 干渉法によって阻害することによって
既知の TFE3 経路が活性化されるかどうか調
べた。ポスト・ゴルジ区画における小胞輸送
に関わる因子として、protein	 kinase	 D や
phosphatidylinositol	 4-kinase	 (PI4K) や
phosphatidylinositol	 3-kinase	 (PI3K) 、
phosphatidylinositol	 3-phosphate	 
5-kinase	 (PIKfyve)、YSK1 などの発現抑制を
試みた。	 
	 
	 これらの処理によって TFE3 経路が活性化
されるかどうかをまず調べ、TFE3 経路を阻害
しないものについてマイクロアレイ解析や
次世代 DNA シークエンサーを用いた deep	 
sequencing を行って、どのような応答経路で
あるか解析した。TFE3 経路を活性化するもの
に関しては、更に解析を行い、ゴルジ体内の
どのような分子的変化が TFE3 経路を活性化
するかについて解析を進めた。	 	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 GCP60-DN を細胞に発現させたところ、ゴル
ジ体が断片化するとともに、TFE3 経路が活性
化されることがわかった。このことは、TFE3
の活性化シグナルが機能不全のゴルジ体に
由来することを示している。Benzyl-GalNAc
や Xyloside で処理したところ、やはり TFE3
経路の活性化が見られた。このことは、mucin
型糖鎖修飾やプロテオグリカンの糖鎖修飾
のようなゴルジ体でのＯ型糖鎖修飾の不全
がゴルジ体ストレス応答の活性化に重要で
あることを示唆している。また、シアル酸の
トランスポーターの発現を抑制しても TFE3
経路の活性化が起こった。このことは、トラ
ンスゴルジで起こる N型糖鎖へのシアル酸付
加の不全もゴルジ体ストレス応答の活性化
に関与していることを示している。小胞輸送
因子群の発現抑制に関しては、まだ現在検討
中である。また、Xyloside を用いたマイクロ
アレイ解析も進行中である。	 
	 以上の結果は、ゴルジ体での糖鎖修飾不全
がゴルジ体ストレスの分子的実体である可
能性を示唆している。今後は、TFE3経路以
外の応答経路の検索を継続すると同時に、
ゴルジ体ストレスのセンサー分子の同定を
試み、ゴルジ体ストレスの感知機構を明ら
かにしたいと考えている。	 
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