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研究成果の概要（和文）：マウス骨格筋において運動など生理的な条件下においてPERK-eIF2αリン酸化シグナルの活
性化を確認した。PERKを薬剤依存的に活性化できるFv2E-PERKを骨格筋特異的に発現したトランスジェニック（TG）マ
ウスを作製した。高脂肪食を給餌したところTGマウスは、インスリン抵抗性の改善や基礎代謝の上昇を認め肥満抵抗性
であり、骨格筋代謝に差はなかったが褐色脂肪組織においてエネルギー代謝関連遺伝子発現が上昇していた。PERK-eIF
2αリン酸化シグナルは骨格筋で抗肥満ホルモンであるFGF21発現を誘導し、FGF21が褐色脂肪細胞に作用してエネルギ
ー代謝を上昇させていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In skeletal muscle, some physiological stimulation, for example exercise activated
 PERK-eIF2alpha phosphorylation signal. Fv2E-PERK is artificial gene that is activated by ligand. We gener
ated muscle-specific Fv2E-PERK expressing transgenic (TG) mice. Adiposity of TG mice fed high-fat diet was
 decreased compared from wild type. TG mice also improved insulin sensitivity and oxygen consumption. Howe
ver, metabolic profile in skeletal muscle seemed to be same between wild type and TG mice. Surprisingly, g
ene expression related to energy expenditure was higher in brown adipose tissue of TG mice than in that of
 wild type mice. Some experiments showed that PERK-eIF2alpha phosphorylation single regulated anti obesity
 hormone FGF21 expression in skeletal muscle. Plasma concentration of FGF21 also increased in TG mice. The
se results suggest that FGF21 induced by eIF2alpha phosphorylation in skeletal muscle increases energy exp
enditure by affecting on brown adipose tissue.
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１．研究開始当初の背景 
	 小胞体は、分泌タンパク質や膜タンパク質
の合成と正常な立体構造の構築を担う細胞
内小器官である。小胞体の内部環境の恒常性
が崩れると小胞体内に折り畳み不全タンパ
ク質が蓄積して小胞体ストレスが発生する。
細胞は、小胞体ストレスを軽減させるために
小胞体ストレス応答を活性化する。小胞体ス
トレス応答は、翻訳減少や遺伝子発現変化を
介して小胞体ストレスを軽減し、過剰な小胞
体ストレスはアポトーシスを誘導する。小胞
体ストレス応答は、PERK経路、IRE1経路、
ATF6 経路によって引き起こされることが知
られている。近年、小胞体ストレスが種々の
疾患、特に代謝疾患に繋がることが明らかと
なってきている。 
	 小胞体ストレス応答のなかで PERK 経路
は、小胞体ストレスが発生したときに PERK
が二量体化してリン酸化することから開始
される。活性化した PERKは、翻訳開始因子
の一部である eIF2αをリン酸化することで
グローバルな翻訳を抑制して小胞体ストレ
スを軽減させる。一方、一部の因子は翻訳上
昇することが知られており、例えば転写因子
ATF4 は eIF2αのリン酸化によって翻訳が
上昇して小胞体内の酸化還元状態を制御す
る遺伝子やアポトーシスを誘導する遺伝子
発現を誘導する。 
	 骨格筋は、生体の最大のエネルギー消費器
官であり、唯一の運動器官である。骨格筋機
能の低下は、糖尿病などのメタボリックシン
ドロームや加齢時の QOL の低下に繋がる。
骨格筋の収縮や弛緩は、筋線維内の筋小胞体
からのカルシウムイオンの流出入が起点と
なるため、小胞体の機能変化は骨格筋機能と
密接に関連していると考えられる。しかし、
小胞体から発せられるシグナルと骨格筋機
能の関係の解明は十分ではない。 
 
２．研究の目的 
	 運動時の筋線維の収縮によって小胞体内
のカルシウムイオン濃度は、急激に変化する
ことから筋収縮によって小胞体内部環境は
大きく変化し、小胞体ストレス応答シグナル
が活性化する可能性が考えられる。また、骨
格筋における小胞体ストレス応答の機能は
まだほとんどわかっていない。よって、本研
究では骨格筋における小胞体ストレス応答、
特 に ほ と ん ど 研 究 が さ れ て い な い
PERK-eIF2αリン酸化シグナル経路に着目
して、生理的な活性化状態と骨格筋機能にお
ける役割を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)骨格筋における PERK-eIF2αリン酸化シ
グナルが活性化する生理的な条件を明らか
にするためにマウスを用いて運動、廃用性筋

萎縮モデル、寒冷暴露など種々の条件下にお
ける骨格筋の PERK-eIF2αの活性化状態を解
析した。	 
	 
(2)骨格筋における PERK-eIF2αリン酸化シ
グナルの機能を解析するために PERK 経路を
薬 剤 (AP) 依 存 的 に 活 性 化 で き る
Fv2E-PERK(図 1)を骨格筋特異的に発現する
トランスジェニック（TG）マウスを作製した。	 

図 2.	 Fv2E-PERK システムの概略図	 
	 
	 
(3)これまでに培養細胞で PERK-eIF2αリン
酸化シグナルが制御しているという報告の
あったアミノ酸代謝制御と小胞体内のレド
ックス制御について in	 vivo において明らか
にするために TG マウス骨格筋において解析
を行った。	 
	 
(4)肥満モデル、筋萎縮モデルについて検討
を行った結果、TG マウスと野生型マウスを比
較して大きな違いが観察された肥満モデル
マウスについて詳細な表現型解析を行った。	 
	 
(5)TG マウスの肥満モデルでの表現系の分子
メカニズムを明らかにするために、網羅的遺
伝子発現解析やプロモーター活性の解析を
行った。	 
	 
４．研究成果	 
(1)小胞体ストレスの発生によって緑色蛍光
を発する ERAI-venus マウスを用いて通常飼
育時の様々な骨格筋を観察したところ、持久
力の高い遅筋に比べ、瞬発力の高い速筋で蛍
光が強かった。次にマウスにトレッドミルを
用いて運動をさせたところ骨格筋における
eIF2αのリン酸化と小胞体ストレスマーカ
ーの GRP78 発現が誘導された（図 2）。また、
マウスを寒冷条件下で飼育したところ骨格
筋において既知の ATF4 標的遺伝子の発現が
誘導された。以上のことから、骨格筋におい
て PERK-eIF2αリン酸化経路は、生理的な条
件で活性化することが示唆された。	 



	 

図 2.	 運動時の骨格筋における eIF2αのリン
酸化と GRP78 の発現	 
	 
(2)骨格筋において Fv2E-PERK を発現する TG
マウスを作製した。TG マウスは、野生型マウ
スと比べ、通常飼育時から eIF2αのリン酸化
が高く、さらに薬剤(AP)によって eIF2αのリ
ン酸化がさらに誘導され、既知の標的遺伝子
の発現が上昇した。本研究では主として通常
飼育時の野生型マウスと TG マウスを比較検
討することとした。	 
	 
(3)TG マウスにおけるアミノ酸代謝関連遺伝
子発現を調べたところ、特に細胞へのアミノ
酸輸送担体、セリン代謝、アミノ酸からのグ
ルタチオン合成系に関する遺伝子発現が上
昇していた。さらに細胞内の遊離アミノ酸を
測定したところグリシンなどいくつかのア
ミノ酸が上昇していた（図 3）。さらに細胞内
の還元型グルタチオンが上昇していた。	 

図 3.	 骨格筋の遊離アミノ酸含量	 
	 
(4)通常飼育時において TG マウスは、野生型
マウスと比べ、わずかに体重が減少していた。
また、骨格筋量もわずかに減少していた。ト
レッドミルを用いた持久力検査を行い、野生
型マウスと TG マウスで差は認められなかっ
た。これと一致して筋線維型に差は認められ
なかった。次に TG マウスに高脂肪食(HFD)を
給餌したところ、野生型マウスと比べ体重増
加が低く脂肪量が減少しており肥満抵抗性
となっていた（図 4）。それと一致して TG マ
ウスでは野生型マウスと比べてインスリン
抵抗性が改善していた。さらに、TG マウスで
は酸素消費量などの基礎代謝が野生型マウ
スより大きく改善していた（図 5）。しかし、

eIF2αがリン酸化している骨格筋を解析し
たところ、通常飼育時と一致して筋線維型に
差はなく、代謝関連遺伝子発現に差は認めら
れなかった。一方、TG マウスにおいて肝臓の
脂肪蓄積が低下し、褐色脂肪組織のエネルギ
ー代謝関連遺伝子発現が上昇していた。以上
のことから、骨格筋における eIF2αのリン酸
化は、肥満を軽減させ、それは骨格筋以外の
組織の代謝が改善することによって起こる
ことが示唆された。	 

	 
図 4.	 HFD 給餌時のマウス体脂肪率	 

図 5.	 HFD 給餌マウスの酸素消費量	 
	 
(5)骨格筋の eIF2αリン酸化が、骨格筋以外
の組織に影響を与える分子メカニズムを明
らかにするために野生型、TG マウス、AP 投
与したマウスの骨格筋においてマイクロア
レイ解析を行った。マイクロアレイ解析で野
生型マウスと比較して TG マウスにおいて発
現上昇していた遺伝子について Gene	 
ontology 解析をしたところ先の結果と一致
してアミノ酸代謝に関連する遺伝子群が上
昇していた。さらに TG マウス骨格筋におい
て fibroblast	 growth	 factor	 21	 (FGF21)の
発現が最も大きく上昇しており（図 6A）、AP
投与によってさらに発現が上昇していた。
FGF21 は、抗肥満ホルモンとして知られてお
り、FGF21 に着目してさらに解析を行った。
骨格筋での遺伝子発現に一致して血漿中の
FGF21濃度がTGマウスで大きく上昇していた
（図 6B）。FGF21 のプロモーターを in	 slico
で解析したところ、PERK-eIF2αリン酸化シ
グナル経路下流で発現上昇する転写因子
ATF4 の結合配列を持つことが確認された。そ
こで筋芽細胞株 C2C12 細胞において FGF21 プ
ロモーターを用いてルフィフェラーゼアッ



セイを行ったところ eIF2αのリン酸化や
ATF4 の過剰発現によってプロモーター活性
が上昇し、ATF4 結合配列を欠損したプロモー
ターと ATF4 結合配列に変異を導入したプロ
モーターを用いた解析から FGF21 発現誘導に
ATF4 結合配列が重要であることが明らかと
なった。また、C2C12 細胞において FGF21 の
発現は、小胞体ストレスによって上昇するこ
とがわかった。さらに ATF4 を欠損したマウ
ス胎児繊維芽細胞を用いて FGF21 の発現が
ATF4 に依存していることを確認した。	 

	 
	 

図 6.	 骨格筋におけるFGF21の mRNA発現(A)
と血清 FGF21 濃度(B)	 
	 
	 
以上のことから、小胞体ストレス応答のうち、
PERK-eIF2αリン酸化シグナルは、骨格筋に
おいてアミノ酸代謝の制御に関与し、さらに
FGF21 発現制御を介して褐色脂肪組織などの
エネルギー代謝を活性化させて肥満を防ぐ
ことが明らかとなった。	 
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