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研究成果の概要（和文）：小胞体の健康状態が低下した際には、小胞体内に不良タンパク質が蓄積する。このことを利
用して、小胞体内腔に蛍光タンパク質GFPを発現させ、その蓄積量を経時的にモニターすることで、小胞体の品質管理
を定量化することを目指した。そのための技術的ハードルとして、通常小胞体内は酸性のためシステイン間のジスルフ
ィド結合を有するGFPは立体構造が緩み蛍光強度が下がる。この問題点を解決するため、システインを持たないGFP変異
型[GFPCys(-)]の作成を行った。これによって得られるプローブを、各種細胞に遺伝子導入し小胞体の状態をモニター
し、生細胞における小胞体ストレス状態の可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：When the functional quality of the endoplasmic reticulum (ER) is reduced, 
unfolded proteins accumulate in the ER. We tried to express the fluorescent protein GFP in the ER lumen 
and monitor the amount of unfolded proteins. As technical hurdle to do that, GFP in the ER is lower 
fluorescence intensity because of the loose of three-dimensional structure with the disulfide bond. To 
solve this problem, GFP variants having no cysteine [GFPCys (-)] was carried out. By using this probe, 
this gene was introduced into various cells and we succeeded in visualizing the ER stress conditions in 
living cells.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ストレス　可視化
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１．研究開始当初の背景 
 
 歯と骨の形成とその破綻による疾患のメ
カニズムを考える上で、骨基質など全ての分
泌タンパク質が通過する小胞体(ER)の機能
を理解することは不可避である。しかし、小
胞体のみならず細胞内オルガネラが発信す
るシグナルに着目した硬組織研究は数少な
かった。本研究では、品質管理が保たれた「元
気な ER か？」機能不全に陥った「弱った ER
か？」を可視化する新規の小胞体品質検出プ
ロ ー ブ (ER quality control monitoring 
probe)を開発し、これまでにない視点での硬
組織研究を目指した。 
 
２．研究の目的 
  
 口腔領域において、歯と骨の発生とその異
常による疾患の分子メカニズムを明らかに
することは重要である。これまで多くの研究
者による実績から、硬組織形成に関わる様々
なシグナル伝達経路が明らかにされてきた
が、細胞内オルガネラが発信するシグナルに
着目した研究は数少ない。骨形成過程では、
I 型コラーゲン、オステオポンチン、オステ
オカルシン、骨形成因子などの骨基質タンパ
ク質やシグナルリガンドが大量に産生され
ており、その産生異常は硬組織形成異常を引
き起こす。このような分泌タンパク質の全て
は、小胞体内腔へ翻訳・輸送され、糖鎖付加・
ジスルフィド結合などの修飾を受け高次構
造を獲得し、ゴルジ装置を経由して細胞外に
分泌される。このように、多くの分泌タンパ
ク質を産生する細胞では、小胞体の品質管理
機構が充分に機能していなければならない。
例えば膵臓のβ細胞では大量のインスリン
を、形質細胞では大量の抗体を産生しており、
それらの細胞内の小胞体機能異常はそれぞ
れ糖尿病、抗体産生異常を引き起こす。硬組
織においても同様で、骨芽細胞・軟骨細胞で
の小胞体機能異常は、それぞれ骨・軟骨組織
の形成異常を引き起こすことが知られてい
る。一方、口腔がんは顎骨浸潤を伴うことが
多く、重大な口腔機能障害をもたらす。その
骨浸潤・骨吸収の過程では破骨細胞の機能が
過剰亢進しており、その際にもやはり様々な
分泌タンパク質が産生され、そのため小胞体
機能が更新していることが予想される。従っ
て、硬組織形成を担当する細胞群における小
胞体品質管理機構を理解し、その制御方法を
探索することは、様々な疾患の克服に繋がる
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
 
 小胞体ストレス状況すなわち小胞体の健
康状態が低下した際には、小胞体内に不良タ
ンパク質が蓄積する。このことを利用して、
小胞体内腔に蛍光タンパク質 GFP を発現さ
せ、その蓄積量を経時的にモニターすること

で、小胞体の品質管理を定量化することを目
指した。そのための技術的ハードルとして、
通常小胞体内は酸性のためシステイン間の
ジスルフィド結合を有する GFP は立体構造
が緩み蛍光強度が下がる。この問題点を解決
するため、システインを持たない GFP 変異
型[GFPCys(-)]をスクリーニングした。これ
によって得られたプローブを、各種細胞に遺
伝子導入し、それぞれのステージにおける小
胞体の状態をモニターし、細胞・個体レベル
に導入しその有用性を検証した。 
 
４．研究成果 
 
① 酸化条件下で蛍光を発する GFPCys(-)

の作製 
GFP タンパク質は、細胞質内でβバレル(樽
型)構造をしており、このような高次構造を
獲得することで450nm付近の吸収波長で励起
され蛍光を発する。しかし、その一次アミノ
酸配列内には一つの分子内ジスルフィド
(S-S)結合が形成されるシステイン残基が存
在する。しかし、小胞体内腔は比較的酸性状
態にあるため、S-S 結合が形成されず、その
ため立体構造が崩れ蛍光が極めて減弱する。
この問題点を解決するため、システインを他
のアミノ酸に置換し、さらに S-S 結合がない
状態でもβバレル構造を維持できるよう、
様々な部位にランダム変異を挿入し、酸性で
蛍光を発する変異型 GFP [GFPCys(-)]を作製
した。具体的には下記の手順で進めた。 
・ PCR によりランダム突然変異を GFP 内に

誘発させる(Diversify 法)。 
・ 上記ランダム変異が挿入された PCR 産物

をリコンビナント作成ベクターに挿入し
た。 

・ 上記ライブラリーを大腸菌に遺伝子導入
し、in vitro で GFP タンパク質を合成さ
せた。 

・ 小胞体内腔の pH(6.2~7.2)に合わせ、
pH6.2で蛍光を発する変異株を単離した。 

 
② 小胞体内腔滞在型 ER-GFPCys(-)の作製  
スクリーニングによって得られた GFPCys(-)
を小胞体内腔に発現させ、かつ ERAD を介し
て素早く分解されるタンパク質を下記の配
列を付加することで作成した。 
・ N 末端に ER 挿入のためのシグナル配列。 
・ E3ユビキチンリガーゼによって認識され

る degron(分解)配列。 
・ C 末端に ER 滞在のための KDEL 配列(4 ア

ミノ酸)。 
これにより、ER 内腔にのみ発現し、かつ素早
く分解され、小胞体ストレス時には ER 内腔
に蓄積し蛍光を発する ER-GFPCys(-)タンパ
ク質を ER quality control monitoring プロ
ーブとして獲得した。 
 
③ ER-GFPCys(-)の薬剤誘導性発現未分化

骨芽細胞株の作製 



テトラサイクリン(Tet)投与によって目的タ
ンパク質の発現 on/off を制御できるシステ
ムにより、骨芽細胞への分化誘導が可能な
C2C12 細胞、軟骨芽細胞への分化が可能な前
駆軟骨細胞株 ATDC5、間葉系幹細胞などを用
いて、恒常的遺伝子導入細胞株を作成した。 
 
④ レンチウィルスによる ER-GFPCys(-)の

破骨細胞分化への導入 
レンチウィルス発現システムを用いて、
Lentivirus-Tet-ER-GFPCys(-)を作成し、骨
髄マクロファージに遺伝子導入するシステ
ムを構築した。 
 
⑤ 骨芽細胞・破骨細胞分化における in 

cell 発現系の解析 
これまで、細胞分化過程における小胞ストレ
ス誘導の解析については、小胞体ストレス受
容体の活性化を指標としたうウエスタンブ
ロッティングなどの生化学的手法に頼るし
か無かった。開発した ER-GFPCys(-)によって、
小胞体内不良タンパク質蓄積(小胞体ストレ
ス)を定量的・経時的に計測する事が可能に
なった。ER-GFPCys(-)を導入することで、細
胞の分化段階での変化を観察した結果、新規
ER quality control monitoring プローブと
して in cell レベルでの有効であることを確
認した。 
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