
 

 

 

 

 

 

 

 

運動神経変性疾患の原因となる無糖鎖型 Seipin に起因する 

小胞体ストレスと細胞死の誘導機構の解析 
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要旨 

 小胞体内に構造異常タンパク質が蓄積する小胞体ストレス状態が持続する

と、細胞機能が障害され、細胞死に至る場合もある。このような小胞体ストレ

スが神経変性疾患を発症させるのかどうかを究明することを目指し、本研究で

は遺伝性の神経変性疾患である Seipinopathy の原因となる変異遺伝子がコー

ドする、無糖鎖型 Seipin (ngSeipin : non-glycosylated Seipin)に着目した。

ngSeipin は他の著名な神経変性疾患の原因タンパク質とは異なり、小胞体膜に

局在する。また ngSeipin のトランスジェニックマウスの脳において小胞体ス

トレスが生じることもすでに明らかにされている。そこで、この ngSeipin が

導入された細胞の小胞体で何が起こって小胞体ストレスが生じるのか明らかに

できれば、小胞体ストレスに起因して神経変性疾患が起こるメカニズムを理解

するための手がかりが得られるのではないかと考え、解析を行った。 

 本研究では、ショウジョウバエ Seipin が小胞体膜カルシウムイオンポンプで

ある SERCA と結合し小胞体内へのカルシウムイオンの取り込みを促進すると

いう知見から着想を得て、ngSeipin が小胞体膜カルシウムイオンポンプの機能

に影響するかどうかを検討した。まずヒト大腸ガン由来細胞である HCT116 に

ngSeipin を導入したところ、導入量に相関して小胞体内カルシウムイオン濃度

が低下すると共に、小胞体ストレスと細胞死が誘導されることがわかった。

Seipin をノックアウトしたヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y に内在性 Seipin と同程

度の量の ngSeipin を導入した場合にも、同様の効果が見られた。このような小

胞体内カルシウムイオン濃度低下が生じるメカニズムをさらに詳細に検討した

ところ、ngSeipin はヒトの小胞体膜カルシウムイオンポンプである SERCA2b

を巻き込みながら小胞体膜上で凝集する性質があり、これにより SERCA2b が

不活性化されてしまうことが明らかになった。さらに、ngSeipin と共に

SERCA2b を発現させ、細胞内に存在する SERCA2b の総量を増やすことで小

胞体内カルシウムイオン濃度低下を補填すると、小胞体ストレスが減弱され、細

胞死も抑制されることを見出した。 

 以上の結果から、神経変性疾患の原因となる ngSeipin が小胞体内のカルシウ

ムイオン恒常性の維持を担う主要な分子の 1 つである SERCA2b の機能を直接

阻害し、小胞体ストレスと細胞死を引き起こすことを示すことができた。 
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序論 

 

 細胞内小器官の１つである小胞体(ER : Endoplasmic Reticulum)は、細胞内

で合成された膜タンパク質および分泌タンパク質の新生ポリペプチドが挿入さ

れ、正しい構造を形成する場である。小胞体内部にはタンパク質の折りたたみ

を促進する多種多様なシャペロンや酵素(これらを小胞体シャペロンと総称す

る)が存在し、これらの介助を受けて正しい立体構造を獲得したタンパク質は小

胞体から放出され、輸送経路を介してゴルジ体以降へ運ばれてゆく[1]。 

 それと同時に、小胞体は細胞内におけるカルシウムイオンの貯蔵庫としての

役割も担う。小胞体内部のカルシウムイオン濃度は通常、細胞質と比べて

5000倍以上高く保持されており[2]、このような極端な小胞体-細胞質間のカル

シウムイオンの濃度勾配は小胞体膜に局在するカルシウムイオンポンプである

SERCA (Sarco / Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase)によって形成・維持さ

れている[3]。小胞体内に蓄えられたカルシウムイオンは小胞体膜カルシウムイ

オンチャネルである RyR (Ryanodine Receptor)および IP3R (Inositol 1,4,5-

trisPhosphate Receptor)を介して一過的に細胞質に放出され、細胞質における

セカンドメッセンジャーとして機能する[4]。また、小胞体内の高濃度のカルシ

ウムイオンは小胞体シャペロンの正常な機能に必要であると考えられている。

例えば、代表的な小胞体シャペロンである BiP (Immunoglobulin heavy chain 

binding protein)は、カルシウムイオンが不足することで基質となるタンパク

質との結合能が低下することが示されている[5]。 
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§1 小胞体ストレス応答 

 小胞体に一度に許容量を上回る多量の新生ポリペプチドが挿入された場合

や、小胞体内の環境の変化によりタンパク質の折りたたみが行いにくくなった

場合、あるいは遺伝子変異によるアミノ酸変異が原因で正常な折りたたみが困

難なタンパク質が合成された場合には、小胞体内部に構造異常タンパク質が蓄

積していくようになる。このような小胞体ストレス状態(ER Stress)に対処する

ため、細胞には小胞体ストレス応答(UPR : Unfolded Protein Response)と呼ば

れる、酵母からヒトを含む脊椎動物まで保存された恒常性維持機構が備わって

いる[6]。脊椎動物以降の高等動物の小胞体ストレス応答は主として 

① mRNA の翻訳抑制によるタンパク質合成の一時停止  

② 小胞体シャペロンの転写誘導 

③ 小胞体関連分解(ERAD : ER-Associated Degradation)関連因子の転写誘導  

の３つからなり、それぞれ① PERK (PKR-like ER Kinase)、②ATF6 

(Activating Transcription Factor 6)、③ IRE1 (Inositol Requiring Enzyme 1) 

という小胞体膜タンパク質がストレスを感知することによって発動される(図

0-1)。 
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図 0-1 高等動物の小胞体ストレス応答の模式図 

 高等動物の小胞体ストレス応答は主として ①PERK 経路、②ATF6 経路、

③IRE1 経路 の３つからなる。説明は本文を参照 
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 ①:PERK は I 型の小胞体膜タンパク質であり、細胞質側にキナーゼドメイン

を持つ。小胞体ストレス条件下において PERK は多量体化して自己リン酸化す

ることで活性化し[7]、翻訳開始因子である eIF2 (eukaryotic Initiation Factor)

のαサブユニットの Ser51 をリン酸化する[8][9]。通常時 eIF2αは別の翻訳開

始因子である eIF2B と結合し、eIF2B の GEF (Guanine nucleotide Exchange 

Factor)活性により不活性型(GDP 結合型)から活性型(GTP 結合型)へ変換され

るが、eIF2αがリン酸化されている際には eIF2 と eIF2B の結合の様式が変化

し、活性型への変換が抑えられる[10]。その結果、細胞内に存在する活性型

eIF2 の総量が減少し、翻訳の効率が低下する。このとき、ATF4 (Activating 

Transcription Factor 4)に関しては翻訳が逆説的に促進される(図 0-2)。もっと

もよく解析されている mouse の ATF4 mRNA 上には ATF4 の ORF (Open 

Reading Frame)の 5’側に uORF1 (upstream ORF 1)と uORF2 が存在する。

まず、ATF4 mRNA の 5’端のキャップ構造付近に結合したリボソーム 43S複

合体(リボソーム４０Sサブユニット、活性型 eIF2、メチオニル tRNA を含む)

が 3’側に移動してゆき、uORF1 の AUG を認識したのち、リボソーム 60Sサ

ブユニットと結合して 80Sリボソームを形成することで翻訳を開始する。翻訳

開始時に活性型 eIF2 は不活性型に変換され、リボソームから解離する。

uORF1 の翻訳が完了すると大部分のリボソームが mRNA から解離するが、一

部のリボソームでは mRNA との結合が維持され、3’側への移動を再開する。

通常条件下においては活性型 eIF2 が十分に存在するため、移動を再開したリ

ボソームが uORF2 に到達するまでに活性型 eIF2 とメチオニル tRNA が再供

給され、uORF2 が翻訳される。uORF2 と ATF4 の ORF は重なっているた

め、uORF2 の AUG が認識したリボソームは ATF4 の ORF の AUG を認識す

ることができない。小胞体ストレス条件下において活性型 eIF2 が減少する

と、リボソームが uORF2 に到達するまでに活性型 eIF2 とメチオニル tRNA 

の再供給が完了せず、その結果として uORF2 の AUG よりさらに 3’側に存在

する ATF4 の ORF中の AUG にリボソームが到達し、ATF4 が翻訳されるよう

になる[8][11]。転写因子である ATF4 はシス配列である AARE (Amino Acid 

Response Element)を認識し[12]、CHOP (CCAAT / enhancer-binding protein 

homologous protein)や種々のアミノ酸代謝・酸化ストレス応答関連因子の発現

を促進する[13]。マウスを用いた解析の結果、PERK は膵臓、肺、肝臓、脾臓

で高発現していることが示されている。また PERK ノックアウトマウスは出生
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率が 50%程度まで低下し、出生した個体では膵臓β細胞の細胞死が誘導され、

重度の糖尿病を発症することが見出されている[14]。 

図 0-2 : ATF4 の逆説的な翻訳機構 

 

 ②:ATF6 は II 型の小胞体膜貫通タンパク質であり、細胞質側に bZIP (basic 

leucine zipper)領域と転写活性化領域を持つ膜結合型転写因子である[15][16]。

ATF6 にはα、βのパラログが存在し、いずれも小胞体ストレス条件下で小胞

体からゴルジ体に輸送され、ゴルジ体においてプロテアーゼである S1P (Site-

1 Protease)および S2P (Site-2 Protease)による２段階の切断を受ける

[17][18]。これにより生じた ATF6 の細胞質側断片は核に移行し、基本転写因

子 NF-Y (Nuclear Transcription Factor Y)と結合して標的遺伝子のプロモータ

ー上に存在するシス配列 ERSE (ER stress response element)に結合し、転写

因子として機能する[19]。Tet-OFF システムを用いたヒト ATF6α発現細胞の
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マイクロアレイ解析[20]、ATF6αノックアウトマウスから樹立した MEF 細胞

を用いたマイクロアレイ解析[21]、ATF6α/βダブルノックアウトメダカ胚を

用いたマイクロアレイ解析[22]の結果から、ATF6 は BiP などの小胞体シャペ

ロンやいくつかの ERAD 関連因子の誘導を担う転写因子であることが示され

ている。ATF6αおよびβはマウス、メダカ共にユビキタスに発現しており

[23][24]、ATF6αおよびβシングルノックアウトマウス及びメダカは正常に出

生・発育するものの、ダブルノックアウトマウス・メダカは発生の極めて初期

の段階で胚生致死となる[25]。また ATF6α/βダブルノックアウトメダカの解

析から、ATF6 が小胞体シャペロンを転写誘導することが胚発生段階における

脊索の形態形成に必要であることが示されている[22]。 

 

 ③:IRE1 は PERK と同様に I 型の膜貫通タンパク質であり、細胞質側にキナ

ーゼドメインとヌクレアーゼドメインを有する[26][27]。ヒト IRE１にはαと

βのパラログが存在する。IRE1 は小胞体ストレス条件下において２量体から

多量体となり、自己リン酸化することで活性化され、ヌクレアーゼ活性を発揮

する。活性化された IRE1 は細胞質に存在する XBP1 (X-box Binding Protein 

1)の mRNA の２カ所を切断し、切断された XBP1 mRNA は RtcB によって繋

ぎ直される[28]。これにより 26塩基が Splice out された XBP1(S) mRNA が産

生される[29]。スプライシングされていない XBP1(U) mRNA から翻訳される

XBP1(U)は転写活性化ドメインを持たないが、XBP1(S) mRNA では翻訳時に

フレームシフトが起こるようになり、転写活性化ドメインをもつ XBP1(S)が翻

訳される。XBP1(S)は ⑴NF-Y と共に ERSE に結合すること ⑵単独でシス配

列UPRE (Unfoded protein response element)に結合すること ⑶切断型 ATF6

とヘテロダイマーを形成して UPRE に結合すること がそれぞれ報告されてい

る[29][30][25]。これらにより ERAD 関連因子を転写誘導することで小胞体内

部に蓄積した構造異常タンパク質の分解を促進することや[31][32]、小胞体内

外へのタンパク質の輸送に関与する因子の転写誘導を担うこと[21][33]がわか

っている。マウス IRE1αはユビキタスに発現しているのに対し、マウス IRE1

βは胃や腸に特異的に発現している[34]。IRE1αノックアウトマウスは胎盤・

肝臓に異常が生じ、胎生致死となる[35][36]。IRE1βノックアウトマウスは致

死ではないものの、胃や腸で恒常的に小胞体ストレスが生じるようになる

[34]。メダカ IRE1αとβはともにユビキタスに発現しており[24]、IRE1α/β
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ダブルノックアウトメダカは尾部や肝臓、孵化腺に異常が生じるため、発生初

期においてこれらの組織の形成に IRE1 経路が必要であると考えられる[37]。 

 

 これら３つの経路を担う小胞体ストレスセンサータンパク質はいずれも平常

時は小胞体内腔で BiP と結合し、不活性化されている。その一方で小胞体スト

レス条件下においては BiP がこれらのセンサータンパク質から解離して構造異

常タンパク質と結合するようになるため、各経路が活性化できるようになると

考えられている[38][39]。また IRE1 と PERK に関しては、構造異常タンパク

質と直接結合することで活性化するモデルも提唱されている[40][41][42][43]。 

 

 これら①②③の経路の活性化を以ってしても小胞体ストレス状態を解消でき

ない場合、アポトーシス経路が活性化され細胞死が誘導される。PERK-ATF4

制御下で誘導される CHOP はアポトーシス抑制因子である BCL2 (B-cell/CLL 

Lymphoma 2)の発現を抑制する[44]。また CHOP はアポトーシス促進因子で

ある BIM (Bcl2-interacting Mediator of Cell Death / Bcl-2-like Protein 11)の

発現を促進する[45]。BIM はアポトーシス促進因子 BAX (BCL2 associated 

X)、BAK (BCL2 homologous antagonist killer)を活性化させ[46]、ミトコンド

リア外膜の透過性を増大させることでミトコンドリアから細胞質へシトクロム

C を放出させ、イニシエーターカスパーゼである Caspase 9 を活性化させる。

Caspase 9 によってエフェクターカスパーゼである Caspase 3 や Caspase 7 が

切断・活性化され、アポトーシスが実行される[47]。CHOP はこれ以外にも

DR5 [48]、Trb3 [49]、PUMA [50]などの様々なアポトーシス関連因子を転写

調節することが示されている。 

 IRE1 もアポトーシス経路を活性化させることが報告されている。小胞体ス

トレス条件下で活性化された IRE1 にアダプタータンパク質である TRAF2 

(TNF -Receptor-Associated Factor 2)が結合し、これにより ASK1 (Aopoptosis 

Signal-regulating Kinase 1)を介した JNK (c-Jun N terminal Kinase)経路の

活性化が促進され、アポトーシスが誘導されることが報告されている

[51][52]。また、小胞体ストレス条件下において多量体化した IRE1 はヌクレ

アーゼ活性により様々な mRNA を比較的非特異的に切断(RIDD : 

Regulated IRE1-Dependent Decay)するようになる[53]。RIDD のターゲット

の中にはイニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ 2 の活性を制御する
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miR-17、miR-34a、miR-96、miR-125b が含まれており、これらの micro 

RNA が分解されることでカスパーゼ経路が活性化されて、アポトーシスが誘

導される[54]。 

 

§2 小胞体ストレスと神経変性疾患 

 上記 5種類の小胞体ストレスセンサー破壊系統の表現型から、生体内で生理

的に生じる小胞体ストレスに対して組織ごとに適切な小胞体ストレス応答経路

を活性化させ対処することが重要であり、それができずに小胞体ストレス状態

が持続してしまうと様々な組織で悪影響が生じるのだと理解できる。 

 このような小胞体ストレスが生理的な局面だけでなく病理的な局面において

も発生し、病態形成に関与している可能性がある。特に神経変性疾患に関して

は、家族性パーキンソン病の発症に関与するリン酸化α-シヌクレイン[55]や、

ポリグルタミン病の原因であるポリグルタミン[51]、家族性の筋萎縮性側索硬

化症の原因となる SOD1 (Super Oxide Dismutase 1)の変異体[56]など、病原

タンパク質が神経細胞に蓄積して小胞体ストレス応答が活性化される例が複数

報告されている。しかしながら、上記を含めて神経変性疾患の原因タンパク質

は多くの場合神経細胞の小胞体以外の部位(細胞質または細胞外)に蓄積し、小

胞体ストレスを含めて多岐にわたるメカニズムで細胞毒性を惹起すると考えら

れる。したがって、例え病原タンパク質に起因する小胞体ストレス応答の活性

化を検出することができたとしても、小胞体ストレス自体が神経変性疾患の発

症・進行にどの程度関与しているのかを厳密に評価することが困難であった。 

 

§3末梢神経変性疾患 Seipinopathy の原因となる、小胞体膜タンパク質

Seipin の N 型糖鎖欠損変異体(ngSeipin)について 

 小胞体ストレスに起因して神経変性疾患を発症・進行させるメカニズムを真

に理解するためには、病原タンパク質が小胞体に蓄積する神経変性疾患におい

てどのような分子メカニズムで小胞体ストレスが生じるのかを見極め、それが

神経変性疾患発症の引き金となるのかを明らかにすることが必要である。そこ

で本研究では、小胞体膜タンパク質 Seipin の変異に起因して発症する優性の

末梢神経変性疾患である Seipinopathy に着目した[57][58]。 

 Seipin は BSCL2 (Berardinelli-Seip congenital lipodystrophy type 2)遺伝

子にコードされる小胞体 2回膜貫通タンパク質であり、小胞体内腔部分の相互
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作用によって小胞体膜上でオリゴマー(ヒトでは 11 量体、ショウジョウバエで

は 12 量体、酵母では 10 量体)を形成することが明らかにされている

[59][60][61][62]。BSCL2 は元々、先天性全身性脂肪萎縮症 2 型(CGL2 : 

Congenital generalized lipodystrophy type 2)という、出生時から全身の脂肪

組織が消失し肝腫大や糖尿病をきたす常染色体劣性の遺伝性疾患の原因遺伝子

として同定された[63]。Seipin をノックアウトした酵母・ショウジョウバエ・

ヒト細胞を用いた解析から、Seipin オリゴマーは小胞体膜において脂肪滴が形

成されて細胞質に放出される際に小胞体膜と脂肪滴に局在し、正常な脂肪滴の

形成に必要であることが示されているものの[64][65][66]、Seipin が脂肪滴の

形成に具体的にどのように関与しているのかについては未だ不明な点が多い。 

 Seipinopathy は CGL2 とは全く臨床像が異なる、四肢の振戦や麻痺、四肢

の筋萎縮が引き起こされる優性の末梢神経変性疾患である[57]。Seipinopathy

は遺伝子変異に起因して Seipin の小胞体内腔部分の N 型糖鎖付加配列(152N- 

153V-154S)にアミノ酸変異(N152S または S154L)が起こり、N 型糖鎖の付加

が阻害された ngSeipin (non-glycosylated Seipin)が発現することで発症する

[67]。N 型糖鎖は非常に親水性の高い翻訳後修飾であり、タンパク質の立体構

造形成に影響を及ぼすため、ngSeipin の場合は正常な折りたたみが阻害されて

小胞体で凝集を引き起こすと考えられる[57]。また、ヒト細胞及びトランスジ

ェニックマウスを用いた解析の結果、ngSeipin が発現することで小胞体ストレ

スと細胞死が誘導されることも示されている[67][68]。しかしながら ngSeipin

が具体的にどのような分子メカニズムで小胞体ストレスを誘導するのかについ

ては、これまで明らかになっていなかった。 

 

§4 研究の目的、方法 

 ngSeipin に起因する小胞体ストレスが神経変性疾患を引き起こすのかどうか

を明らかにするための第一歩として、本研究では ngSeipin 発現細胞において

小胞体ストレスが発生するメカニズムを解明することを目指した。具体的なア

プローチとしては、ショウジョウバエ脂肪細胞において Seipin が小胞体膜カ

ルシウムイオンポンプである SERCA と結合し、小胞体内部へのカルシウムイ

オンの取り込みを促進することを示した先行研究から着想を得て[69]、

ngSeipin が小胞体内カルシウムイオン濃度に影響を及ぼすのではないかという

仮説を立てた。これについてヒト培養細胞を用いた解析により検証した。 
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実験結果 

 

 本研究ではヒト大腸ガン由来の二倍体細胞 HCT116[70]と、ヒト神経芽細胞腫

由来細胞 SH-SY5Y[71]を用いて解析を行うこととした。これらの細胞を用いて

ngSeipin の解析を行うための下準備として、まずこれらの細胞における内在性

Seipin と SERCA の発現について調べた。 

 

 ヒト Seipin mRNA には(i) 1.6 kb、(ii) 1.8 kb、(iii) 2.2 kb の 3つの isoform

が存在する。(i)からは ①:398 アミノ酸からなる short form Seipin のみが翻訳

される。その一方で(ii)と(iii)からは①よりも高い割合で ②:462 アミノ酸からな

る long form Seipin が翻訳される(図 1-1A) [63][72]。ヒトの脳ではこれらの

mRNA isoform のうち (ii)が高発現していることから[63]、ヒト神経細胞では他

の組織由来の細胞と比べて long form Seipin の発現が多いと考えられる。実際

に HCT116 と SH-SY5Y からそれぞれタンパク質ライゼートを調製しウエスタ

ンブロットを行ったところ、short form Seipin (SeipinS)は両者ともに検出され

たのに対し、long form Seipin (SeipinL)は SH-SY5Y でのみ検出された(図 1-

1B(a))。このとき、タンパク質ライゼートを高マンノース型糖鎖切断酵素である

Endoglycosidase H (EndoH)で処理すると、SeipinSと SeipinLのいずれもバン

ドが低分子量側にシフトしたことから、Seipin が両 isoform 共に糖タンパク質

であることが確かめられた(図 1-1B(a))。 

 ヒトでは SERCA１、SERCA2、SERCA3 の３種類の SERCA が存在するが、

qRT-PCR の結果、HCT116 と SH-SY5Y のどちらでも SERCA2 の発現が 1、3

と比べて圧倒的に多いことがわかった(図 1-1C)。また SERCA2 には 2a、2b、

2c の 3つの isoform が存在し[73]、2b はユビキタスに、2a と 2c は主に筋肉や

心臓に発現していると考えられている[74]。実際に qRT-PCR を行うと、HCT116

と SH-SY5Y のいずれにおいても SERCA2b がほぼ独占的に発現していること

がわかった(図 1-1D、1-1E)。 
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図 1-1 HCT116 および SH-SY5Y における Seipin、SERCA の発現 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-1(前ページ)の説明 

(A) (上) Seipin のドメイン図。long form Seipin は 1番目のメチオニン(M1)、

short form Seipin は 65番目のメチオニン(M65)から翻訳が開始される。TM1、

TM2 はいずれも膜貫通領域を示す。N152-V153-S154 が N 型糖鎖付加配列のコ

ンセンサス配列(N-X-S/T)に相当し、N152 に N 型糖鎖が付加される。併記され

た遺伝子変異に起因して N152S または S154Lのアミノ酸変異が生じることで、

N 型糖鎖付加が阻害される。本解析では N152S と S154L を共に導入した無糖

鎖型 Seipin (ngSeipin)を細胞に発現させ、解析することにした。(下) HCT116

に Myc タグ付きの wtSeipin または ngSeipin を 10.4 ng/cm2トランスフェクシ

ョンした細胞のライゼートを EndoH で無処理または処理し、ウエスタンブロッ

トを行った。検出は抗 Myc 抗体を用いて行った。(B) (a) HCT116 または SH-

SY5Y のライゼートを EndoH で無処理または処理し、10 µg ずつ泳動してウエ

スタンブロットを行った。検出には抗 Seipin および抗 GAPDH 抗体を使用し

た。(b) HCT116 および SH-SY5Y から RNA を調製し、qRT-PCR を行うことで

Seipin mRNA の発現量を比較した(SeipinLと SeipinSがいずれも検出可能なプ

ライマーを使用した)。検定の際には GAPDH の検出量で補正を行った。(n=3) 

(C)(D) (B)と同様にして、SERCA1、SERCA2、SERCA3、SERCA2a、SERCA2b、

SERCA2c の発現量を比較した。(n=3) (E) SERCA2b の模式図。TM1 から TM11

はいずれも膜貫通領域を示す。(F) (a) HCT116 および SH-SY5Y から RNA を

調製し、qRT-PCR を行うことで SERCA2b mRNA の発現量を比較した。検定

の際には GAPDH の検出量で補正を行った。(n=3) (b) HCT116 または SH-SY5Y

のライゼートを 10 µg ずつ泳動してウエスタンブロットを行った。検出には抗

SERCA2 および抗 GAPDH 抗体を使用した。(G) Myc-wtSeipin または Myc-

ngSeipin を 10.4 ng/cm2ずつトランスフェクションした HCT116 からライゼー

トを調製し、SERCA2抗体を用いた IP 実験を行った。検出には抗Myc および

抗 SERCA2抗体を用いた。 
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 WEB 上に公開されている RNA-Seq DateSet を参照すると、SERCA2 はユビ

キタスに発現しているのに対して、Seipin は比較的神経細胞において多く発現

していることがわかる[75][76] (URL : https://www.ebi.ac.uk/gxa/home ) (図 1-

2)。実際、SERCA2b に関しては qRT-PCR・ウエスタンブロットのいずれの結

果でも HCT116 と SH-SY5Y との間でほとんど発現量に差が見られなかったの

に対し(図 1-1F)、Seipin に関しては SH-SY5Y における発現が HCT116 と比べ

て約 5倍多いことがわかった(図 1-1B(b))。 

(ウエスタンブロットの際、HCT116 と SH-SY5Y ライゼートを 10 µg ずつ泳動

した場合でも、細胞数を揃えて泳動した場合でも、GAPDH の検出量に関して

HCT116 と SH-SY5Y の間で差が見られなかった。このことから HCT116 と

SH-SY5Y では同程度の量の GAPDH が発現していると判断し、qRT-PCR の検

定の際には目的遺伝子の検出量を GAPDH の検出量で補正することとした。) 

 

 次に、pCMV promoter 制御下で N末端に Myc タグを付加した wtSeipinLを

発現させるためのベクターを作製し、さらにこれに点変異(N152S・S154L)を導

入することで Myc-ngSeipin 発現ベクターを作製した。これらのベクターを 10.4 

ng/cm2 ずつ導入した HCT116 のライゼートを調製し、EndoH処理ののちにウ

エスタンブロットを行った。その結果、Myc-wtSeipin では EndoH処理によっ

てバンドシフトが見られたのに対し、Myc-ngSeipin ではバンドシフトが見られ

なかった(図 1-1A)。このことから、想定通り ngSeipin には N 型糖鎖が付加さ

れていないことがわかった。 

 (本研究では実験ごとに様々なサイズのディッシュ(2.0cm2 の 24well plate、

9.6 cm2 の 6well plate、11.8 cm2の 3.5cm ディッシュ 等)を使い分けたため、

トランスフェクション量は ng/cm2 で統一して表記した。例えば、100 ng のプ

ラスミドを 6 well plate にトランスフェクションした場合と、123 ng のプラス

ミドを 3.5cm ディッシュにトランスフェクションした場合は、いずれも 10.4 

ng/cm2と表記した) 

 これらの発現ベクターを Transfection した HCT116 からライゼートを調製

し、SERCA2抗体を用いた IP 実験を行った。その結果、ngSeipin は wtSeipin

と比べて比較的多く SERCA2b と Co-IP されたことから(約 2.5 倍)、ngSeipin

は wtSeipin と比べて相対的に多く内在性 SERCA2b と結合することが示唆さ

れた(図 1-1G)。 
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図 1-2 : 様々なヒト組織における Seipin および SERCA2 の発現量の比較 

 Expression Atlas: Gene expression across species and biological conditions 

(https://www.ebi.ac.uk/gxa/home)の RNA-Seq データを参照し、ヒトの各組織にお

ける Seipin および SERCA2 の発現量(TPM : Transcripts Per Million)を比較した。

黒色・赤色のグラフは各々Nervous System ・Colon における発現を示す。 
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 図 1-1G の結果は、ngSeipin が SERCA2b に多量に結合し、その機能に影響

を与える可能性を想起させるものであった。そこで次に、小胞体内腔に局在し、

カルシウムイオンと結合することで蛍光を発するレポータータンパク質である

G-CEPIA1er[77]を wtSeipin または ngSeipin とともに細胞に導入し、ngSeipin

が小胞体内カルシウムイオン濃度に及ぼす影響を調べた。その結果、HCT116、

SH-SY5Y いずれの場合でも、wtSeipin を導入しても G-CEPIA1er の蛍光強度

に影響を及ぼさないのに対し、ngSeipin を導入した場合には G-CEPIA1er の輝

度が 60%程度まで有意に低下した(図 1-3A、1-3B)。このことから ngSeipin に

起因して小胞体内カルシウムイオン濃度が減少していることが示唆された。 

  次に細胞質に局在するレポータータンパク質である GCaMP6f [78]を

wtSeipin または ngSeipin とともに細胞に導入し、その後に Thapsigargin [79]

処理を行い、処理前後の蛍光輝度の変化を経時的に観察する実験を行った。

SERCA を選択的に阻害する薬剤である Thapsigargin で処理された細胞では、

小胞体膜カルシウムイオンチャネルを介したカルシウムイオンの細胞質への放

出のみが起こるようになる。従って Thapsigargin処理後の細胞質におけるカル

シウムイオン濃度の上昇を定量することで、Thapsigargin処理前の小胞体内の

カルシウムイオン濃度を間接的に定量することができる。その結果、ngSeipin

発現細胞では wtSeipin 発現細胞と比べて Thapsigargin処理後の GCaMP6f の

輝度の上昇量が有意に少ないことがわかった(図 1-3C)。この結果から(図 1-3A、

1-3B の結果と同様に)ngSeipin 発現細胞において小胞体内カルシウムイオン濃

度が低下することが示唆された。 
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図 1-3 : ngSeipin の小胞体内カルシウムイオン濃度への影響 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-3(前ページ)の説明 

(A) (a) HCT116 に 104 ng/cm2の G-CEPIA1er と共に 10.4 ng/cm2 の wtSeipin

または ngSeipin をトランスフェクションし、28 時間後に蛍光観察を行った。

各条件 1サンプルあたり 5-7枚ずつ画像を撮影した。(b) 合計 3サンプル分の実

験結果(合計 16-17枚ずつ)の輝度を測定し、それらすべての平均と標準偏差を求

め、有意差検定を行った。検定結果は G-CEPIA1er のみを導入したサンプルの

測定結果の平均を相対値 1 として表記した。(c) (a)で解析したサンプルからライ

ゼートを調製し、ウエスタンブロットを行った。検出には抗 Seipin、抗 GFP お

よび抗β-Actin抗体を使用した。(B) (a)SH-SY5Y を用いて(A(a))と同様の解析

を行った。(b)合計 15-17枚(各サンプル 5-7枚ずつ)の画像を(A(b))と同様に検定

した。 

(C) (a) HCT116 に 104 ng/cm2の GCaMP6f と共に 10.4 ng/cm2の wtSeipin ま

たは ngSeipin をトランスフェクションし、28時間後、1 µM の Thapsigargin  

(Tg)を培地に加えた。添加後 30秒ごとに撮影を行った。それらのうちの 0、60、

300秒時点の画像を示した。(b) (a)の解析結果の各時間での平均と標準偏差を求

め、wtSeipin 発現細胞の 0秒時点での輝度を相対値 1 とする折れ線グラフで表

記した。(n=3) (c) (a)のサンプルの測定時間内における小胞体内から細胞質への

カルシウムイオンの移動の総量を見積もるため、(b)のグラフ下面積(=(b)の点線

と折れ線グラフの間の面積)を計算した。3 回の実験の結果の平均、標準偏差、

有意差の有無を求め、wtSeipin 発現細胞の結果の平均を相対値 1 として表記し

た。(d) (a)の解析を行ったサンプルからライゼートを調製し、ウエスタンブロッ

トを行った。検出には抗Myc、抗 GFP および抗β-Actin抗体を使用した。 
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 これらの結果は ngSeipin が SERCA2b と結合することで、SERCA2b による

小胞体内へのカルシウムイオンの取り込みを選択的に阻害する可能性を想起さ

せるものであった。これを検証するため、次に小胞体膜カルシウムイオンチャネ

ルあるいは SERCA を選択的に活性化する薬剤を用いた解析を行った。 

 まず qRT-PCR で HCT116 における主要な小胞体膜カルシウムイオンチャネ

ルの発現を調べたところ、1 型リアノジン受容体(RyR1)、1 型・2 型・3 型イノ

シトール 1,4,5-トリスリン酸受容体(IP3R1・IP3R2・IP3R3)が発現しているこ

とがわかった(RyR2、RyR3 の発現は検出されなかった)(図 1-4A)。そこで次に、

G-CEPIA1er ともに wtSeipin または ngSeipin を導入した細胞を RyR の開口

試薬である 4-Chloro-m-Cresol (4CmC) [80]、または IP3R の開口を促進する

Bradykinin (Bra) [81]で処理し、小胞体内カルシウムイオン濃度の変化を調べ

た。その結果、wtSeipin・ngSeipin 発現細胞のいずれにおいても、4CmC また

は Bra 処理に起因する小胞体内カルシウムイオン濃度の低下が見られた(図 1-

4B)。 

 

図 1-4(次ページ)の説明 

(A) HCT116 から RNA を調製し、qRT-PCR を行うことで RyR1、IP3R1、IP3R2、

IP3R3 mRNA の発現量を比較した。検定の際には GAPDH の検出量で補正を

行った。(n=3) (B) HCT116 に 104 ng/cm2の G-CEPIA1er と共に 10.4 ng/cm2

の wtSeipin または ngSeipin をトランスフェクションし、28時間後、1 mM 4-

Chloro-M-Cresol (4CmC) (a) または 10 µM Bradykinin (Bra) (b) または両方

(c) を培地に加え、10 分後に蛍光観察を行った。(d) (a)-(c)の結果を検定し、各

実験の G-CEPIA1er のみトランスフェクション・薬剤処理なし の結果の平均を

相対値 1 として表記した(各サンプル 5-7 枚・各条件 3 サンプル由来の合計 15-

17枚の画像を取得・検定した)。(a)、(b)、(c)の実験はそれぞれ独立に行った。 
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図 1-4  : ngSeipin の RyR や IP3R の機能への影響の有無の検討 

(説明は前ページに記した。) 
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 次に G-CEPIA1er とともに wtSeipin または ngSeipin を導入した細胞を

SERCA の選択的な活性化試薬である CDN1163 [82][83]で処理したところ、

wtSeipin 発現細胞では CDN1163処理時間に応じて小胞体内カルシウムイオン

濃度が上昇したものの、ngSeipin 発現細胞では効果が見られなかった(図 1-5A)。 

 これらの結果から、ngSeipin 発現細胞においても RyR1 や IP3R1,2,3 は正常

に機能している(薬剤に起因して開口が起こる)一方で、SERCA2b に関しては選

択的に不活性化されている(薬剤による活性化が起こらない)ことが示唆された。 

図 1-5 : ngSeipin 発現細胞への CDN1163 の効果の有無の検討 

 (A) (a) HCT116 に 104 ng/cm2の G-CEPIA1er と共に 10.4 ng/cm2の

wtSeipin または ngSeipin をトランスフェクションし、28時間後、10 µM の

CDN1163 を培地に加え、表記の時間後に蛍光観察を行った。各条件それぞれ

３サンプルずつ調製し、各サンプルの各処理時間でそれぞれ 5-6枚ずつ画像を

撮影した。(b) 各条件の各時間における 3サンプル分の画像全て(15-16枚ずつ)

の平均・標準偏差を求め、G-CEPIA1er のみをトランスフェクションした細胞

の 0分時点での測定結果の平均値を相対値 1 とする折れ線グラフで表記した。

いずれの処理時点においても、G-CRPIA1er のみを Transfection した場合(灰

色)と G-CRPIA1er と ngSeipin を Co-Transfection した場合(赤色)との間で有

意な差が認められた。 
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 Seipinopathy は優性の疾患であることから、ngSeipin に起因する小胞体内カ

ルシウムイオン濃度の低下は ngSeipin が wtSeipin と細胞内で共存する場合で

も検出されるのではないかと予想された。この可能性を検証するため、細胞内に

様々な量比の wtSeipin + ngSeipin を G-CEPIA1er と共に導入し、蛍光観察を

行った。その結果、wtSeipin と共存する場合でも、しない場合でも、ngSeipin

の導入量に相関して小胞体内カルシウムイオン濃度の有意な低下が起こること

がわかった(図 1-6A)。さらに、wtSeipin と ngSeipin を 1:1 の量比で導入した

細胞に CDN1163処理を行ったところ、ngSeipin を単独で導入した場合と同様

に、小胞体内カルシウムイオン濃度の増加は起こらなかった(図 1-6B)。これら

の結果から、ngSeipin に起因する小胞体内カルシウムイオン濃度の低下は

wtSeipin によって抑制されないことが示された。 

 

図 1-6(次ページ)の説明 

 (A) (a) HCT116 に 104 ng/cm2の G-CEPIA1er と共に表記の量の wtSeipin

および ngSeipin をトランスフェクションし、28時間後に蛍光観察を行った。

(b) (a)の結果を検定し、G-CEPIA1er のみをトランスフェクションした細胞の

測定結果の平均値を 1 として表記した(各サンプル 5-6枚・各条件 3サンプル由

来の合計 15-16枚の画像を取得・検定した)。(B) (a) HCT116 に 104 ng/cm2の

G-CEPIA1er と共に 5.2 ng/cm2ずつ wtSeipin および ngSeipin をトランスフ

ェクションし、28時間後、10 µM の CDN1163 を培地に加え、表記の時間後

に蛍光観察を行った。両条件それぞれ３サンプルずつ調製し、各サンプルの各

処理時間でそれぞれ 5-8枚ずつ画像を撮影した。(b) 両条件の各時間における

3サンプル分の画像全て(15-18枚ずつ)の平均・標準偏差を求め、G-CEPIA1er

のみをトランスフェクションした細胞の 0分時点での測定結果の平均値を相対

値 1 とする折れ線グラフで表記した。いずれの処理時点においても、G-

CRPIA1er のみを Transfection した場合(灰色)と G-CRPIA1er と wtSeipin と

ngSeipin を Co-Transfection した場合(紫色)との間で有意な差が認められた。 
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図 1-6 : wtSeipin と ngSeipin を同時に導入した場合の小胞体内カルシウムイ

オン濃度への影響 

(説明は前ページに記した) 
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 次に、ヒト細胞において内在性 Seipin が SERCA2b の機能に影響するのかど

うかを検証するため、CRISPR/Cas9 を用いて HCT116ゲノム上の Seipin 遺伝

子をコードする領域の 2 箇所を切断し、その後に両アレル共に 2 つの切断部位

が非相同末端連結により連結されたクローンを単離することで、Seipin 遺伝子

のほぼ全領域が欠失されたノックアウト(Seipin-KO)細胞を作製した(図 1-7A, 

1-7B)。単離したクローンで想定通りに Seipin の発現が見られないことを、RT-

PCR およびウエスタンブロットにより確認した(図 1-7C、1-8A(c))。 

  

図 1-7 : Seipin-KO HCT116 の作製 

 (A)Seipin 遺伝子の exon2 と 3’UTR を標的とする sgRNA を使用し、両アレ

ル共にこれら 2箇所が切断され、非相同末端連結されることで Seipin 遺伝子の

大部分が欠失した Seipin-KO 細胞を作製した。非相同末端連結が起こったこと

を確認するため、all del Fw × Rv と inside Fw × Rv の２つのプライマーペ

アで Genomic PCR を行った。(B) (A)で表記されたプライマーペアを用いた

Genomic PCR の結果。(C) Seipin-Hetero 細胞と KO 細胞の cDNA を用いて

RT-PCR を行った結果。 
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図 1-8 : Seipin-KO HCT116 における小胞体内カルシウムイオン濃度の低下、

および KO 細胞への wtSeipin および ngSeipin の入れ戻し解析 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-8(前ページ) の説明 

 (A)野生型あるいは Seipin-KO HCT116 に 104 ng/cm2の G-CEPIA1er と共に

表記の量の wtSeipin または ngSeipin をトランスフェクションし、28時間後に

蛍光観察を行った。各条件 1サンプルあたり 5枚ずつ画像を撮影した。(b) 合計

3 サンプル分の実験結果(合計 15 枚ずつ)の輝度を測定し、それらすべての平均

と標準偏差を求め、有意差検定を行った。検定結果は G-CEPIA1er のみを導入

した野生型 HCT116 の測定結果の平均を相対値 1 として表記した。(c) (a)で解

析したサンプルからライゼートを調製し、ウエスタンブロットを行った。検出に

は抗 Seipin および抗β-Actin抗体を使用した。(B) 野生型あるいは Seipin-KO 

HCT116 に表記の量の wtSeipin または ngSeipin をトランスフェクションした

細胞から RNA を調製し、qRT-PCR を行うことで BiP、XBP1(S)、CHOP mRNA

の発現量を比較した。検定の際には GAPDH の検出量で補正を行った。(n=3) (C) 

(a) 野生型あるいは Seipin-KO HCT116 に表記の量の wtSeipin または

ngSeipin をトランスフェクションした細胞を用いて、抗 Myc 抗体および抗

Cleaved-Caspase3抗体で免疫染色を行った。(b) (a)の実験を 3回行い(各条件合

計 118-250 細胞ずつ解析した)、各回での Seipin と Cleaved-Caspase3 が共に

検出された細胞の割合を求め、それらの平均と標準偏差、有意差の有無を求め、

表記した。 

 

 次に、この Seipin-KO 細胞の小胞体内カルシウムイオン濃度を G-CEPIA1er

を用いて調べたところ、ショウジョウバエ Seipin-KO脂肪細胞を用いた解析結

果[69]と同様に、小胞体内カルシウムイオン濃度が低下することがわかった(図

1-8A)。この結果から内在性のヒト wtSeipin に関しても、SERCA2b の正常な

機能に必要であることが示唆された。 

 この Seipin-KO 細胞にさまざまな量の wtSeipin または ngSeipin を

Transfection で入れ戻すことで、小胞体内カルシウムイオン濃度にどのような

影響が見られるか検討した。まず内在性 Seipin とほぼ同程度〜少し多い程度

(0.52 ng/cm2)の Seipin を導入した場合には、wtSeipinだけでなく ngSeipin を

導入した場合でも、Seipin-KO に起因する小胞体内カルシウムイオン濃度の低

下を相補することができることがわかった(図 1-8A)。その一方で、ngSeipin の

導入量を増加(2.60 ng/cm2 以上)させた場合には、(0.52 ng/cm2の場合とは全く

逆に)Seipin-KO 細胞の小胞体内カルシウムイオン濃度をさらに低下させること
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が明らかになった(図 1-8A)。 

 図 1-8A で ngSeipin の発現量に相関して検出された小胞体内カルシウムイオ

ン濃度の低下に伴って小胞体ストレスが発生するかどうかを検討するため、小

胞体ストレス応答マーカー遺伝子の発現量を qRT-PCR で調べた。その結果、

ngSeipin を 2.60 ng/cm2 以上導入した細胞では(同じ量の wtSeipin を導入した

細胞と比べて) BiP (主として ATF6 経路)、XBP1(S) (IRE1 経路)、CHOP (主と

して PERK 経路)の発現量がいずれも増加することがわかった(図 1-8B)。さら

に、さまざまな量の wtSeipin または ngSeipin をトランスフェクションした細

胞を用いて免疫染色を行ったところ、ngSeipin を 2.60 ng/cm2 以上導入した場

合には Myc抗体(Red)と、エフェクターカスパーゼである Caspase3 の切断型(=

活性化型)を特異的に検出できる Cleaved Caspase-3 抗体(Green)とで共免疫染

色される細胞の割合が、導入量に相関して有意に増加することがわかった(図 1-

8C)。 

 これらの結果から、ngSeipin に起因する小胞体ストレスと細胞死には、小胞

体内カルシウムイオン濃度の低下が関与している可能性が示唆された。 

 

 図1-8までの結果を受け、次にngSeipinがどのようなメカニズムでSERCA2b

を不活性化させるのか検討しようと考えた。そこでまず、Seipin が小胞体内腔

部分の分子間相互作用によりオリゴマー化する性質を持つことに着目し、この

オリゴマー化が ngSeipin の凝集に関与するかどうかを検討した。 

 Cryo 電子顕微鏡を用いたヒト Seipin オリゴマーの立体構造解析により、ヒ

ト Seipin は小胞体内腔部分の分子間相互作用を介して小胞体膜上でリング状の

11 量体を形成することが明らかにされている[59]。Seipin モノマーの小胞体内

腔部分には８本のβ-strand からなるβ-sandwich ドメインと、3連結のα-helix

が存在する。各モノマーの 3 連結のα-helix 同士は疎水相互作用(L226↔L220、 

L233↔V227)を介して結合して core ring を形成しており、この部分が小胞体膜

の脂質二重層に陥入していることが示唆されている。core ring 構造は各モノマ

ーのβ-sandwich ドメインに取り囲まれた状態になっており、隣り合うβ-

sandwich ドメイン同士にも複数の水素結合(S181↔Y215、Q239↔S217、H131↔

R209)および疎水性相互作用(Y134↔M189)が存在する。N 型糖鎖はこれらの隣

り合うβ-sandwich ドメインの間に割り込むような形で存在することから

[Protein Data Bank: 6DS5]、Seipin の N 型糖鎖の欠失は Seipinモノマー同士
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の相互作用に影響を及ぼす可能性が考えられた(図 1-9A)。そこで、先行研究[59]

を参考にして上記の分子間相互作用に関与する 6 種類のアミノ酸に変異

(H131R・Y134A・Y215A・L220D・L233D・Q239A)を導入した Seipin(M6)お

よび ngSeipin(M6)の発現ベクターを作製し、解析に用いることにした(図 1-9B)。

EndoH 処理の結果、Seipin(M6)には問題なく N 型糖鎖が付加されており、

ngSeipin(M6)には N 型糖鎖が付加されていないことがわかった(図 1-9C)。 

 ngSeipin の小胞体膜上における凝集を定量的に検出する方法としては PLA 

(Proximity Ligation Assay)を用いた。手順としては、短い核酸が付加された抗

体を用いてタンパク質 A および B をラベルしたのち、Ligation反応〜シグナル

増幅反応を行う。これにより、タンパク質 A-B間の距離が 40 nm 以下である場

合にのみ Ligation〜シグナル増幅が起こり、緑色の光点状のシグナルが検出さ

れる(図 1-9D)。 

 Myc-または Flag-タグを付加したさまざまな Seipin を同時にトランスフェク

ションした細胞を調製し、これらで Myc抗体と Flag抗体を用いた PLA を行っ

た。その結果、1.30 + 1.30 ng/cm2以上の Myc-ngSeipin + Flag-ngSeipin を導

入した細胞では、同じ量の Myc-wtSeipin + Flag-wtSeipin を導入した細胞と比

べて PLA のシグナル量が有意に増加した(図 1-9E)。この結果は ngSeipin が小

胞体膜上で凝集していることを示唆するものである。さらに、Myc-wtSeipin + 

Flag-ngSeipin を導入した細胞でも Myc-wtSeipin + Flag-wtSeipin を導入した

細胞と比べて PLA シグナルが増強されたことから、ngSeipin は ngSeipin 同士

だけでなく wtSeipin も巻き込んで凝集を引き起こすことが示唆された(図 1-

9E)。 

 その一方で、5.20 + 5.20 ng/cm2の Myc-ngSeipin(M6) + Flag-ngSeipin(M6)

または Myc-wtSeipin + Flag-ngSeipin(M6)を導入した細胞では、PLA シグナル

の増加が見られなかった(図 1-9E)。従って ngSeipin の小胞体膜上における凝

集には、Seipin の小胞体内腔におけるオリゴマー化が必要であることが明らか

になった。さらに、ngSeipin(M6)は ngSeipin と同様に内在性 SERCA2b と結

合するものの(図 1-10A)、ngSeipin(M6)発現細胞では ngSeipin 発現細胞とは異

なり、小胞体内カルシウムイオン濃度の低下は起こらず(図 1-10B)、小胞体スト

レス応答の活性化やアポトーシスの誘導も見られなかった(図 1-10C、1-10D)。

これらの結果から、ngSeipin に起因する SERCA2b の不活性化には ngSeipin

の凝集が必要であることが示唆された。 
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図 1-9(次ページ)の説明 

 (A)Seipin オリゴマーの模式図。Cryo電子顕微鏡を用いた解析により、Seipin

モノマー同士が小胞体内腔部分の複数の疎水性相互作用および水素結合により

結合していることが明らかにされている。N 型糖鎖は Seipinモノマー同士の相

互作用面に割り込む形で配置されている。(B) Seipin のオリゴマー化に必要と

なる 6 種類のアミノ酸に変異を導入した Seipin(M6)の模式図。(C) 野生型

HCT116 に各種 Seipin を 10.4 ng/cm2 ずつトランスフェクションし、EndoH で

無処理または処理したのちにウエスタンブロットを行った。検出には抗Myc抗

体を用いた。 (D) Proximity Ligation Assay の模式図。(E) (a) Seipin-KO 

HCT116 に各プラスミドを表記の量トランスフェクションし、抗Myc および抗

Flag抗体を用いて PLA を行った。Myc-ngSeipin + Flag-ngSeipin 発現細胞で

は、時々inset で示すように PLA のシグナルが全く検出されない領域が認めら

れた。 (b) (a)の実験を合計 2 回行い(各条件合計で 35-57 細胞ずつ撮影した)、

個々の細胞あたりの PLA シグナルが占める面積を測定し、それらの平均と標準

偏差、有意差の有無を求めた。結果は Myc-wtSeipin と Flag-wtSeipin を 0.26 

ng/cm2 ずつトランスフェクションした細胞の測定結果を相対値 1 として表記し

た。 
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図 1-9 各種 Seipin 発現細胞を用いた Proximity Ligation Assay (PLA) 

(説明は前ページに記した) 
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図 1-10 : ngSeipin(M6)発現細胞における小胞体内カルシウムイオン濃度、 

小胞体ストレス応答、およびアポトーシスの誘導 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-10(前ページ)の説明 

 (A)野生型 HCT116 に表記の Myc-Seipin(M6)あるいは Myc-ngSeipin(M6)を

10.4 ng/cm2 トランスフェクションした細胞のライゼートを調製し、SERCA2抗

体を用いた IP 実験を行った。検出には抗Myc抗体および抗 SERCA2抗体を用

いた。(B) 野生型あるいは Seipin-KO HCT116 に 104 ng/cm2 の G-CEPIA1er

と共に 10.4 ng/cm2 の ngSeipin または ngSeipin(M6)をトランスフェクション

し、28時間後に蛍光観察を行った。各条件 1サンプルあたり 5-6枚ずつ画像を

撮影した。(b) 合計 3サンプル分の実験結果(合計 15-16枚ずつ)の輝度を測定し、

それらすべての平均と標準偏差を求め、有意差検定を行った。検定結果は G-

CEPIA1er のみを導入した野生型 HCT116 の測定結果の平均を相対値 1 として

表記した。 (C) Seipin-KO HCT116 に 10.4 ng/cm2 の ngSeipin または

ngSeipin(M6)をトランスフェクションした細胞から RNA を調製し、qRT-PCR

を行うことで BiP、XBP1(S)、CHOP mRNA の発現量を比較した。検定の際に

は GAPDH の検出量で補正を行った。(n=3) (D) Seipin-KO HCT116 に 10.4 

ng/cm2の ngSeipin または ngSeipin(M6)をトランスフェクションした細胞を用

いて、抗Myc抗体および抗 Cleaved-Caspase3抗体で免疫染色を行った。(b) (a)

の実験を 3回行い(各条件合計 108-118 細胞ずつ解析した)、各回での Seipin と

Cleaved-Caspase3 が共に検出された細胞の割合を求め、それらの平均と標準偏

差、有意差の有無を求め、表記した。 

 

 ngSeipin に起因する SERCA2b の不活性化のメカニズムをさらに検証するた

め、次に SERCA2b との結合を担う Seipin の領域を決定しようと考えた。 

 まず、Seipin のさまざまな部位を欠失させた変異体や、膜貫通部分を別の小

胞体膜貫通タンパク質である G6Pase の膜貫通領域にすげ替えた変異体を複数

作製した(図 1-11A、1-11B)。これらの変異体をトランスフェクションした細胞

のライゼートを用いてウエスタンブロットを行った結果、いずれの変異体に関

しても想定通りの高さにバンドが検出されることがわかった(図 1-11C)。 

 次に、これらの変異体の発現細胞ライゼートと SERCA2 抗体を用いて IP 実

験を行った結果、ほとんどの変異体 Seipin が内在性 SERCA2b と Co-IP される

一方で、Seipin(DC)および ngSeipin(DC)はほとんど Co-IP されないことがわか

った(図 1-11C)。 
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図 1-11 : 種々の部分欠損・すげ替え変異体 Seipin を用いた IP 実験 

 (A) 各種部分欠損・配列すげ替え Seipin の模式図。(B) Seipin および G6Pase

の模式図。(C) 野生型 HCT116 に種々の変異体 Seipin を 10.4 ng/cm2ずつトラ

ンスフェクションした細胞のライゼートを調製し、SERCA2抗体を用いた IP 実

験を行った。検出には抗Myc および抗 SERCA2抗体を用いた。 
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図 1-12 :  Seipin(DC)、Seipin(Cterm)を用いた IP 実験 

および各種変異体 Seipin 発現細胞の小胞体内カルシウムイオン濃度 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-12(前ページ)の説明 

 (A) Seipin(DC)および Seipin(Cterm)の模式図。(B) 野生型 HCT116 に種々の

変異体 Seipin を 10.4 ng/cm2 ずつトランスフェクションした細胞のライゼート

を調製し、SERCA2抗体を用いた IP 実験を行った。検出には抗Myc および抗

SERCA2抗体を用いた。(C) 野生型あるいは Seipin-KO HCT116 に 104 ng/cm2

の G-CEPIA1er と共に 10.4 ng/cm2 の各種 Seipin をトランスフェクションし、

28時間後に蛍光観察を行った。各条件 1サンプルあたり 5-8枚ずつ画像を撮影

した。(b) 合計 3サンプル分の実験結果(合計 15-18枚ずつ)の輝度を測定し、そ

れらすべての平均と標準偏差を求め、有意差検定を行った。検定結果は G-

CEPIA1er のみを導入した野生型 HCT116 の測定結果の平均を相対値 1 として

表記した。 

 

 

 そこで次に Seipin の C 末端部分のみ(Seipin(Cterm))を発現させるコンスト

ラクトを作製し(図 1-12A)、これを導入した細胞のライゼートを用いて IP 実験

を行った。その結果、Seipin(Cterm)は効率よく内在性 SERCA2b に Co-IP され

た。これらの結果から、Seipin は細胞質側に存在する C末端部分で SERCA2b

と結合していることが強く示唆された(図 1-12B)。 

 次に図 1-11A と 1-12A のさまざまな変異体 Seipin 発現細胞の小胞体内カル

シウムイオン濃度を調べたところ、ほとんどの部分欠損またはすげ替え変異体

は小胞体内カルシウムイオン濃度を低下させ、そこから糖鎖をも欠失させた多

重変異体はさらに顕著に小胞体内カルシウムイオン濃度を低下させることがわ

かった。その一方で、Seipin(DC)、ngSeipin(DC) 発現細胞では小胞体内カルシ

ウムイオン濃度の低下が見られなかった。また、Seipin(DLD)および

Seipin(Cterm)は IP 実験で SERCA2b との結合が検出されたものの、これらを

導入した細胞では小胞体内カルシウムイオン濃度の低下が見られなかった(図 

1-12C)。従って、Seipin の変異体に起因する小胞体内カルシウムイオン濃度の

低下には、C 末端における SERCA2b との結合と、小胞体内腔部分におけるオ

リゴマー化を介した凝集の 2つが必要であることを示唆された。 
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図 1-13 ngSeipin(DC)発現細胞における PLA、小胞体ストレス応答、細胞死の

解析、および野生型 HCT116 における Seipin、SERCA2、KDEL の免疫染色 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-13(前ページ)の説明 

 (A) (a)表記の種類・量の発現ベクターをトランスフェクションした Seipin-KO 

HCT116 で抗 Myc および抗 Flag 抗体を用いて PLA を行った。 (b) (a)の実験

を合計 2回行い(各条件合計で 40-48 細胞ずつ撮影した)、個々の細胞ごとの PLA

シグナルが占める面積を測定し、それらの平均と標準偏差、有意差の有無を求め

た。結果は Myc-wtSeipin と Flag-wtSeipin を 5.20 ng/cm2ずつトランスフェク

ションした細胞の測定結果を相対値 1 として表記した。(B) Seipin-KO HCT116

に ngSeipin またはngSeipin(DC)を 10.4 ng/cm2トランスフェクションした細胞

から RNA を調製し、qRT-PCR を行うことで BiP、XBP1(S)、CHOP mRNA の

発現量を比較した。検定の際には GAPDH の検出量で補正を行った。(n=3) (C) 

Seipin-KO HCT116 に 10.4 ng/cm2 の ngSeipin または ngSeipin(DC)をトラン

スフェクションした細胞を用いて、抗Myc抗体および抗 Cleaved-Caspase3抗

体で免疫染色を行った。(b) (a)の実験を 3回行い(各条件合計 117-127 細胞ずつ

解析した)、各回での Seipin と Cleaved-Caspase3 が共に検出された細胞の割

合を求め、それらの平均と標準偏差、有意差の有無を求め、表記した。(D) ここ

までの解析結果をまとめ、表で示した。(E) 野生型 HCT116 で、Seipin抗体と

SERCA2抗体、あるいはSeipin抗体とKDEL抗体を用いて免疫染色を行った。 

 

 Myc-ngSeipin(DC) + Flag-ngSeipin(DC)発現細胞では多量の PLA シグナルが

検出されたことから、ngSeipin(DC)は小胞体膜上で凝集を引き起こすことが示

唆された(図 1-13A)。その一方で、ngSeipin(DC)発現細胞では小胞体ストレス応

答は活性化されず(図 1-13B)、細胞死も誘導されなかった(図 1-13C)。従って、

Seipin が小胞体膜上で凝集を引き起こすだけでは、小胞体ストレス応答や細胞

死が誘導されないことが示唆された。 

  ここまでの結果をまとめ、図 1-13D に示した。ngSeipin は SERCA2b を

不活性させることで小胞体内内カルシウムイオン濃度を低下させるが、これに

は小胞体内腔におけるオリゴマー化を介した凝集と、C 末端部分を介した

SERCA2b との結合が必要であることが明らかになった。実際、SERCA2b と結

合するものの凝集傾向を示さない ngSeipin(M6)や、凝集を引き起こすものの 

SERCA2b とは結合しない ngSeipin(DC)は、小胞体内カルシウムイオン濃度を

低下させず、小胞体ストレス応答と細胞死も誘導しなかった。 
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 次に、ngSeipin の小胞体膜上における凝集が小胞体の形態に影響を及ぼすの

ではないかと考え、これについて免疫染色で調べた。まずは wtSeipin と

SERCA2 の共免疫染色を行ったところ、HCT116 の内在性 Seipin や Seipin-KO

細胞に Transfectin した Myc-wtSeipin はいずれも典型的な ER パターンを示

し、SERCA2 のシグナルとよく共局在した(図 1-13E、1-14A)。また内在性

SERCA2b に関しては(KDEL 抗体の検出結果との比較から分かるように)小胞

体だけでなく、一部は核でもシグナルが見られた。先行研究を参照したところ、

この結果は SERCA2 の一部が核膜に存在することに起因すると考えられた[84] 

(図 1-13E、1-14A)。その一方で、Seipin-KO 細胞に 2.60 ng/cm2 以上の Myc-

ngSeipin を Transfectin した Seipin-KO 細胞を用いて共免疫染色を行うと、正

常な細胞とは全く異なる、小胞体が膨らんで歪に変形した細胞が複数検出され

た(図 1-14A(a))。詳細な観察の結果、このような ngSeipin 発現細胞の小胞体に

は (野生型 HCT116 にも見られる )SERCA2 のみが検出される領域 (only 

SERCA2-positive region)と、Seipin と SERCA2 がどちらも強く検出される領

域(strongly double-positive region)、Seipin と SERCA2 のいずれも検出されな

い領域(double-negative region)が含まれていることがわかった(図 1-14A(b))。

このような double-negative region を含む ngSeipin 発現細胞の割合は、

ngSeipin の導入量に相関して増加することがわかった(図 1-14A(c))。 

( Myc-ngSeipin + Flag-ngSeipin を導入した細胞を用いて PLA を行った場合に

も、一部の細胞では全く PLA のシグナルが検出されない領域が観察されていた

(図 1-9E(a)の inset)。この部分は、図 1-14A の免疫染色の際に検出された

double-negative region と同じものであると考えられる。) 

 次に Seipin(M6)や ngSeipin(M6)を導入した細胞で免疫染色を行ったところ、

double-negative region が観察される細胞の割合が ngSeipin 発現細胞と比べて

顕著に減少することがわかった(図 1-14A(c))。その一方で ngSeipin(DC)発現細

胞では ngSeipin 発現細胞とほぼ同じ頻度で double-negative region が観察され

た(図 1-15A(a))。これらのことから、ngSeipin に起因する double-negative 

region の形成には、ngSeipin の小胞体内腔部分のオリゴマー化を介した小胞体

膜上での凝集が必要であることが示唆された。 

 ngSeipin 発現細胞を用いた免疫染色の結果、double-negative region は

GAPDH抗体由来のシグナルの局在と一致せず、double-negative region は細胞

質ではないことが示唆された(図 1-14B)。 
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図 1-14 : ngSeipin 発現細胞の免疫染色 (説明は次ページに記した) 
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図 1-14(前ページ)の説明 

 (A) (a) Seipin-KO HCT116 に表記の種類・量の発現ベクターを導入し、抗Myc

および抗 SERCA2抗体を用いた免疫染色を行った。(b) ngSeipin 発現細胞の拡

大像。Seipin と SERCA2 が共に強く検出される領域(strongly double-positive 

region)と、SERCA2 のみが検出される領域(only SERCA2-positive region)、ど

ちらも検出されない領域(double-negative region)が認められた。(c) (a)の実験を

各条件 3 回ずつ行い(各条件合計 70-132 細胞ずつ撮影した)、各回で double-

negative region が検出された細胞の割合の平均と標準偏差を求め、これらを有

意差の有無と共に表記した。(B) Seipin-KO HCT116 に ngSeipin を 10.4 ng/cm2 

トランスフェクションした細胞で、抗Myc および抗 GAPDH抗体を用いて免疫

染色を行った。 

 

 

 興味深いことに、図 1-12C で小胞体内カルシウムイオン濃度の低下が見られ

た Seipin(DN)、Seipin(TM1)、Seipin(TM2)を Transfectin した細胞を用いて免

疫染色を行ったところ、いずれの場合も double-negative region が検出された

(図  1-15A) 。それらからさらに糖鎖をも欠失させた ngSeipin(DN) 、

ngSeipin(TM1)、ngSeipin(TM2)発現細胞では、糖鎖有りの場合よりさらに高頻

度で double- negative region が検出された(図 1-15A)。従って N末端の欠失や

TM1、TM2 のすげ替えも、N 型糖鎖の欠失と同じように Seipin の凝集の原因

となり、そのような変異体 Seipin が SERCA2b と結合すると SERCA2b を不活

性化してしまうのだと考えられる。それに加えて糖鎖の欠失も起こる場合には、

さらに凝集が促進され、より顕著に SERCA2b が不活性化されるのであろう。 
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図 1-15 : 各種部分欠損・すげ替え変異体 Seipin 発現細胞の免疫染色 

 (A) (a) Seipin-KO HCT116 に表記の種類の発現ベクターを 10.4 ng/cm2で導

入し、免疫染色を行った。抗体は Seipin(DN)発現細胞と ngSeipin(DN)発現細胞

のみ抗 Seipin 抗体と抗 SERCA2 抗体を使用し、それ以外は抗 Myc および抗

SERCA2抗体を使用した。(b) (a)の実験を各条件 3回ずつ行い(各条件合計 87-

98 細胞ずつ撮影した)、各回で double-negative region が検出された細胞の割合

の平均と標準偏差を求め、これらを有意差の有無と共に表記した。 
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 double-negativre region をより詳細に解析する目的で、live imaging も行っ

た。mEGFP-ngSeipin を mCherry-SERCA2b、ER-TagBFP(小胞体内腔に局在)

と共に細胞に導入して解析したところ、2.60 ng/cm2 以上の mEGFP-ngSeipin 

を導入した際に、mEGFP-ngSeipin と mCherry-SERCA2b のシグナルが検出

されない double-negative region が観察された(図 1-16A(a))。さらに、この

double negative region が ER-TagBFP の局在と一致することが明らかになっ

た(図 1-16A(b))。このことから、double-negative region は小胞体内腔であるこ

とが強く示唆された。mEGFP-ngSeipin(M6)発現細胞では、double-negative 

region の形成は認められなかった(図 1-16A(c))。 

 mEGFP-ngSeipin + Lamp1-mCherry + ER-TagBFP 発現細胞における

mEGFP-ngSeipin や ER-TagBFP の局在と Lamp1-mCherry の局在は一致し

なかったため(図 1-16B)、double-negative region がリソソーム内部である可能

性は低いと考えられた。 

 以上の結果から、ngSeipin は小胞体膜上で SERCA2b を巻き込みながら凝集

することで小胞体を変形させ、double-negative region を形成させることが示唆

された。 

 

 

図 1-16(次ページ)の説明 

 (A) (a) Seipin-KO HCT116 に表記の量の mEGFP-wtSeipin または mEGFP-

ngSeipin を mCherry-SERCA2b (20.8 ng/cm2)と ER-TagBFP (20.8 ng/cm2)と

Co-Transfection し、live-imaging を行った。(b) mEGFP-ngSeipin 発現細胞の

拡大像。mEGFP-ngSeipin も mCherry-SERCA2b も検出されない穴のような

領域(double-negative region)とER-TagBFPの局在が一致する結果が得られた。

(c) mEGFP-Seipin(M6)、mEGFP-ngSeipin(M6)を用いて(a)と同様の解析を行

った。(d) (a)および(c)の実験を合計 3 回行い(各条件合計 91-105 細胞ずつ撮影

した)、double-negative region が検出された細胞の割合の平均・標準偏差を求

め、有意差の有無と共に表記した。(B) Seipin-KO HCT116 に表記の量の

mEGFP- ngSeipin・Lamp1-mCherry・ER-TagBFP を Co-Transfection し、

live-imaging を行った。 
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図 1-16 mEGFP-ngSeipin 発現細胞を用いたライブイメージング解析 

(説明は前ページに記した) 

Seipin-KO

mEGFP-
wtSeipin

mCherry-
SERCA2b ER-TagBFP

mEGFP-
ngSeipin

mCherry-
SERCA2b ER-TagBFP

mEGFP-
Seipin(M6)

mCherry-
SERCA2b ER-TagBFP

Merge

mEGFP-
ngSeipin(M6)

mCherry-
SERCA2b ER-TagBFP

Merge

mEGFP-ngSeipin
mCherry-SERCA2b

ER-TagBFP
mCherry-SERCA2b

mEGFP-ngSeipin
ER-TagBFP mCherry-SERCA2b

mEGFP-ngSeipin
ER-TagBFP

Merge

(20.8 ng/cm2)(20.8 ng/cm2)

(20.8 ng/cm2)(20.8 ng/cm2)

(10.4 ng/cm2)

(10.4 ng/cm2)

Merge Merge(20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2)(2.60 ng/cm2) (2.60 ng/cm2)

Merge Merge(20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2)(5.20 ng/cm2) (5.20 ng/cm2)

Merge(20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2)(10.4 ng/cm2) (10.4 ng/cm2)

10 μm

10 μm

10 μm

A(a)

(d)

1

3

5

2

4

6

7

8

① mEGFP-
ngSeipin ③ ER-TagBFP

① + ② ① + ③ ② + ③ ① + ② + ③
Merge

② LAMP1-
mCherry

10 μm

(10.4 ng/cm2) (20.8 ng/cm2) (20.8 ng/cm2)

B

(ng/cm2)

(ng/cm2)

(ng/cm2)

(ng/cm2)

2.60

–

–

–

2.60

–

–

–

5.20

–

–

–

5.20

–

–

–

10.4

–

–

–

10.4

–

–

–

10.4

–

–

–

10.4

–

–

–

0

10

20

30

40

50

60

70

%
 o

f 
c
e

lls
 w

it
h

d
o

u
b

le
-n

e
g

a
ti
v
e

 r
e

g
io

n

mEGFP-
wtSeipin

mEGFP-
ngSeipin

mEGFP-
Seipin(M6)

mEGFP-
ngSeipin(M6)

**

***

***

***

1 2 3 4 5 6 7 8

(b)

(c)



 47 

 これまでの結果から、ngSeipin に起因する小胞体ストレスの発生や細胞死の

誘導には SERCA2b の不活性化に起因する小胞体内カルシウムイオン濃度の低

下が関与するのではないかと考えられた。この可能性をさらに検証するため、次

に細胞内に ngSeipin とともに SERCA2b を導入し、ngSeipin に起因する

SERCA2b の不活性化を補填することで、小胞体ストレス応答の活性化や細胞

死を抑制することができるか検討した。 

 野生型 HCT116 に ngSeipin と共に SERCA2b を 20.8 ng/cm2 導入すると、

ngSeipin を単独で導入した場合と比べて G-CEPIA1er の輝度が有意に増加し

た(図 1-17A)。この効果は不活性型の変異体 SERCA2b(Q108H)[85]を 20.8 

ng/cm2 導入した場合には見られないことから、上記のデータが期待通り

SERCA2b の導入に起因して小胞体内へのカルシウムイオンの取り込み能力が

補填できたことを意味することが確かめられた(図 1-17A)。 

 次に、Seipin-KO 細胞に SERCA2b を 5.20、10.4 または 20.8 ng/cm2導入し

たところ、導入量に相関して小胞体内カルシウムイオン濃度が有意に増加した

(図 1-17B)。SERCA2b を 10.4 ng/cm2 の wtSeipin と共に導入した場合にも同

様の効果が見られた。その一方で、SERCA2b を 10.4 ng/cm2 の ngSeipin と共

に導入した場合、5.20 または 10.4 ng/cm2 の SERCA2b では小胞体内カルシウ

ムイオン濃度の増加は見られず、20.8 ng/cm2 の SERCA2b を導入して初めて

ngSeipin に起因する小胞体内カルシウムイオン濃度の低下を有意に補填するこ

とができた(図 1-17B)。この結果は ngSeipin が SERCA2b を不活性化する性質

を持つことに起因すると考えられる。 
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図 1-17 : ngSeipin と共に SERCA2b を導入した際の 

小胞体内カルシウムイオン濃度の変化 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-17(前ページ)の説明 

 (A) (a) 野生型あるいは Seipin-KO HCT116 に 104 ng/cm2 の G-CEPIA1er、

10.4 ng/cm2 の ngSeipin と 共 に 20.8 ng/cm2 の SERCA2b ま た は

SERCA2b(Q108H)をトランスフェクションし、28時間後に蛍光観察を行った。

各条件 1サンプルあたり 5-7枚ずつ画像を撮影した。(b) 合計 3サンプル分の実

験結果(合計 15-17枚ずつ)の輝度を測定し、それらすべての平均と標準偏差を求

め、有意差検定を行った。検定結果は G-CEPIA1er のみを導入した野生型

HCT116 の測定結果の平均を相対値 1 として表記した。(B) (a) 野生型あるいは

Seipin-KO HCT116 に 104 ng/cm2の G-CEPIA1er、10.4 ng/cm2の wtSeipin ま

たは ngSeipin と共に種々の量の SERCA2b をトランスフェクションし、28 時

間後に蛍光観察を行った。各条件 1 サンプルあたり 5 枚ずつ画像を撮影した。

(b) 合計 3 サンプル分の実験結果(合計 15 枚ずつ)の輝度を測定し、それらすべ

ての平均と標準偏差を求め、有意差検定を行った。検定結果は G-CEPIA1er の

みを導入した野生型 HCT116 の測定結果の平均を相対値 1 として表記した。 

 

 10.4 ng/cm2 の ngSeipin と共に 20.8 ng/cm2 の SERCA2b をトランスフェク

ションしても、ngSeipin 発現細胞で検出される PLA シグナル量(図 1-18A)や

double-negative region の形成頻度(図 1-18B)には影響が見られず、ngSeipin の

凝集には影響を及ぼさないことがわかった。その一方で、10.4 ng/cm2 の

ngSeipin に起因する BiP、XBP1(S)、CHOP の発現量の増加は、20.8 ng/cm2の

SERCA2b を共に導入することで部分的に抑制できることがわかった(図 1-

18C)。10.4 ng/cm2の ngSeipin が導入された細胞における細胞増殖率の低下(図 

1-18D)や細胞死の誘導(図 1-18E)も、20.8 ng/cm2の SERCA2b を共に導入する

ことで有意に抑制されることがわかった。 

 以上の結果から、ngSeipin は小胞体内カルシウムイオン濃度の低下を介して

小胞体ストレスと細胞死を誘導することが明らかになった。 
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図 1-18 : ngSeipin と共に SERCA2b を導入した際の PLA、免疫染色、小胞体

ストレス応答、細胞増殖率、および細胞死の解析 

(説明は次ページに記した) 
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図 1-18(前ページ)の説明  

 (A) 表記の種類・量の発現ベクターをトランスフェクションした Seipin-KO 

HCT116 で抗Myc および抗 Flag抗体を用いて PLA を行った。実験は合計 2回

行い(各条件合計で 49-50 細胞ずつ撮影した)、個々の細胞で PLA シグナルが占

める面積を測定し、それらの平均と標準偏差、有意差の有無を求めた。結果は

Myc-ngSeipin と Flag-ngSeipin のみを 5.20 ng/cm2ずつトランスフェクション

した細胞の測定結果の平均値を相対値 1 として表記した。(B) Seipin-KO 

HCT116 に表記の種類・量の発現ベクターを導入し、抗Myc抗体を用いた免疫

染色を行った。 実験を各条件 3 回ずつ行い(各条件合計 110-112 細胞ずつ撮影

した)、各回で double-negative region が検出された細胞の割合の平均と標準偏

差を求め、これらを有意差の有無と共に表記した。(C) Seipin-KO HCT116 に表

記の種類・量の発現ベクターをトランスフェクションした細胞から RNA を調製

し、qRT-PCR を行うことで BiP、XBP1(S)、CHOP mRNA の発現量を比較し

た。検定の際には GAPDH の検出量で補正を行った。(n=3) (D) Seipin-KO 

HCT116 に表記の種類・量の発現ベクターをトランスフェクションした細胞の

増殖率を 24時間ごとに調べた。各条件の 0時間の細胞量の平均を相対値 1 とし

て検定し、標準偏差と有意差の有無と共に折れ線グラフで表記した。(n=4) (E) 

Seipin-KO HCT116 に表記の種類・量の発現ベクターをトランスフェクション

した細胞を用いて、抗Myc抗体および抗 Cleaved-Caspase3抗体で免疫染色を

行った。この実験を 3回行い(各条件合計 97-125 細胞ずつ解析した)、各回での 

Seipin と Cleaved-Caspase3 が共に検出された細胞の割合を求め、それらの平

均と標準偏差、有意差の有無を求め、表記した。 

 

  

 2.60 ng/cm2 以上の ngSeipin を Transfection した HCT116 において検出さ

れた種々の表現型が、内在性の Seipin 遺伝子に糖鎖欠損変異が導入された神経

細胞においても検出できるのかどうかを検討するため、複数の手法(ABE [86]、

BE4-Gam [87]、CRISPR/Cas9 + ssODN [88]、MhAX Method [89])を用いて糖

鎖欠損変異がノックインされた SH-SY5Y の作製を試みたが、期待通りの変異

が導入された細胞を作製することができなかった。そこで代替として、

CRISPR/Cas9 + ssODN によってノックイン細胞作製を試みた中で副産物とし

て樹立することができた Seipin-KO SH-SY5Y 細胞を用いて、内在性と同程度
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の量の ngSeipin を Transfection することで表現型が得られるかどうか調べる

ことにした。 

 野生型 SH-SY5Y に Seipin 遺伝子の exon3 を標的とする sgRNA #3 (図 1-

19A)と CRISPR/Cas9 を導入した結果、両アレル共に exon3 上の同じ部位に全

く同一の 1 塩基欠失が導入された Seipin-KO 細胞を樹立することができた(図 

1-19B、1-19C)。RT-PCR を行い、増副産物の配列を調べることで、KO 細胞由

来の cDNA においても想定通りの変異が検出できることを確かめた(図 1-19D、

1-19E、1-19F)。この変異を持つ Seipin では T156 以降でフレームシフトが起

こり、164 番目のコドンが終止コドンとなるため、C 末端側の SERCA2b との

結合に関与する領域は全て欠失している状態となる(図 1-19G)。 

 野生型 SH-SY5Y においては SeipinLと SeipinS が 4:9 の量比で発現している

ので、Seipin-KO SH-SY5Y に Seipin をトランスフェクションする際には Myc-

SeipinL : Myc-SeipinS = 4:9 の量比で導入することにした。この導入比率で固定

した上で、Seipin-KO SH-SY5Y に導入する Myc-Seipin のプラスミドの総量を

減らしてゆき、どの程度が WB で Myc-Seipin を検出可能な導入量の下限であ

るのかを検討した。その結果から、Myc-SeipinL + Myc-SeipinS = 0.42 + 0.94 〜 

0.62 + 1.40 ng/cm2 が概ね下限に相当すると判断した(図 1-19H)。 

 

図 1-19(次ページ)の説明 

 (A)Seipin 遺伝子の exon3 を標的とする sgRNA を設計し、両アレル共にこの

部分が切断され非相同末端連結が起こり、フレームシフトが生じた KO 細胞を

作製した。非相同末端連結が起こったことを確認するため、inside Fw × Rv の

プライマーペアで Genomic PCR を行った。(B) (A)で表記されたプライマーペ

アを用いた Genomic PCR の結果。(C) (B)の PCR産物の配列を調べた結果。(D) 

RT-PCR で用いたプライマーペアの設計部位。(E) (D)で表記されたプライマー

ペアを用いた RT-PCR の結果。(F) (E)の PCR産物の配列を調べた結果。(G) (C)

および(F)の結果から、Seipin-KO SH-SY5Y では両アレル共に 1塩基が欠失し、

フレームシフトが起こることがわかった。(H) 野生型 SH-SY5Y と、様々な量の

SeipinL と SeipinSをトランスフェクションした Seipin-KO SH-SY5Y のライゼ

ートを調製し、ウエスタンブロットを行った。検出には抗 Seipin および抗

GAPDH抗体を使用した。 
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図 1-19 Seipin-KO SH-SY5Y の作出 

(説明は前ページに記した) 
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 SH-SY5Y に 104 ng/cm2 の G-CEPIA1er を Transfection した後、同一視野

にて蛍光画像と明視野画像を撮影し、両者を比較した結果、①SH-SY5Y への

Transfection の効率は概ね 15%程度であることがわかった(図 1-20)。 

 

図 1-20 : 野生型 SH-SY5Y に 104 ng/cm2 の G-CEPIA1er を Transfection

し、蛍光画像と明視野画像を撮影し、両者を比較した。 

この結果から、トランスフェクション効率は 15%程度であると判断した。 

 

 

 次に 104 ng/cm2 の G-CEPIA1er と共に wtSeipin または ngSeipin を図 1-

21A(c)に表記の条件(= 図 1-19H の実験においてウエスタンブロットで Myc-

Seipin が検出できる下限程度だった条件)で導入し、蛍光観察を行った後、ウエ

スタンブロットを行った。ウエスタンブロットで検出された各レーンの Seipin

のバンドを定量し、これを GAPDH のバンドの定量結果で補正した結果、②

Transfection された Seipin の量は野生型 Seipin の 16-18%であった。これらの

結果①②を総合し、図 1-21A(c)の条件で Transfection することで概ね SH-SY5Y

の内在性 Seipin と同程度の量の wtSeipin あるいは ngSeipin を導入することが
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できたと判断した。 

 Seipin-KO SH-SY5Y では野生型のSH-SY5Y と比べて小胞体内カルシウムイ

オン濃度が有意に低下していた(図 1-21A)。この KO 細胞に図 1-21A(c)の条件

で wtSeipin、ngSeipin、あるいは wtSeipin と ngSeipin を半量ずつ導入した結

果、wtSeipin を導入することで Seipin-KO に起因する小胞体内カルシウムイオ

ン濃度の低下が相補される一方で、ngSeipin を導入した場合や、wtSeipin と

ngSeipin を半量ずつ導入した場合には Seipin-KO SH-SY5Y 以下にまで小胞体

内カルシウムイオン濃度が低下することがわかった(図 1-21A)。次に、同じ

Seipin の導入条件で調製した細胞を用いて免疫染色を行ったところ、wtSeipin

を導入した細胞では Seipin・SERCA2 共に典型的な ER パターンを示す一方で、

ngSeipin を導入した場合や、wtSeipin と ngSeipin を半量ずつ導入した場合に

は strongly double-positive region および double-weak region が検出された。

double-weak region は ngSeipin を導入した細胞・wtSeipin と ngSeipin を半量

ずつ導入した細胞 のいずれに関しても25-30%の細胞で検出された(図 1-21B)。 

 レポーターアッセイを行った結果、ngSeipin を導入した細胞や、wtSeipin と

ngSeipin を半量ずつ導入した細胞においては、ERSE レポーター(主として

ATF6 経路)、UPRE レポーター(IRE1 および ATF6 経路)、ATF4 レポーター

(PERK 経路)のいずれに関しても有意な活性化が見られ、小胞体ストレス応答が

活性化されていることがわかった(図 1-21C)。さらに wtSeipin、ngSeipin、ま

たは wtSeipin と ngSeipin を半量ずつ導入した細胞を用いて Myc 抗体と

Cleaved Caspase-3抗体を用いて免疫染色を行った結果、ngSeipin を導入した

細胞・wtSeipin と ngSeipin を半量ずつ導入した細胞 のいずれに関しても

Cleaved Caspase-3 positive な細胞の数が有意に増加し、細胞死が誘導されてい

ることがわかった(図 1-21D)。 

 以上から、内在性と同程度の量の ngSeipin が導入された SH-SY5Y では

ngSeipin が SERCA2b を巻き込みながら凝集し、これにより SERCA2b が不活

性化されて小胞体内カルシウムイオン濃度が低下するとともに、小胞体ストレ

スと細胞死が誘導されることがわかった。 
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図 1-21 : Seipin-KO SH-SY5Y に内在性レベルの ngSeipin をトランスフェク

ションした細胞の小胞体内カルシウムイオン濃度、小胞体ストレス応答、およ

び細胞死の解析(説明は次ページに記した) 
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図 1-21(前ページ)の説明 

 (A) (a) 104 ng/cm2 の G-CEPIA1er をトランスフェクションした野生型 SH-

SY5Y、104 ng/cm2 の G-CEPIA1er と共に表記の量・種類の発現ベクターをト

ランスフェクションした Seipin-KO SH-SY5Y の蛍光観察を行った。各条件 1

サンプルあたり 5-6 枚ずつ画像を撮影した。(b) 合計 3 サンプル分の実験結果

(合計 15-16枚ずつ)の輝度を測定し、それらすべての平均と標準偏差を求め、有

意差検定を行った。検定結果は G-CEPIA1er のみを導入した野生型 SH-SY5Y

の測定結果の平均を相対値 1 として表記した。(c) (a)で解析したサンプルからラ

イゼートを調製し、ウエスタンブロットを行った。検出には抗 Seipin および抗

GAPDH抗体を使用した。Seipin のバンドの強度を GAPDH のバンドの輝度で

補正した相対発現量を併せて表記した。(B) (a) A(c)に表記された量・種類の発現

ベクターをトランスフェクションした Seipin-KO SH-SY5Y で、抗 Seipin およ

び抗 SERCA2 抗体を用いて免疫染色を行った。実験を各条件 3 回ずつ行い(各

条件合計 90-98 細胞ずつ撮影した)、各回で double-weak region が検出された

細胞の割合の平均と標準偏差を求め、これらを有意差の有無と共に表記した。

(C) Seipin-KO SH-SY5Y に各種 UPR レポータープラスミド(104 ng/cm2)・内

部標準である pRL-SV40(10.4 ng/cm2)と共に A(c)に表記された条件の各種

Seipin をトランスフェクションし、ルシフェラーゼアッセイを行った。相対活

性値の平均と標準偏差を求め、有意差の有無と共に表記した。(n=3) (D) Seipin-

KO SH-SY5Y に A(c)に表記された条件で各種 Seipin をトランスフェクション

した細胞を用いて、抗Myc抗体および抗 Cleaved-Caspase3抗体で免疫染色を

行った。この実験を 3回行い(各条件合計 100-110 細胞ずつ解析した)、各回での 

Seipin と Cleaved-Caspase3 が共に検出された細胞の割合を求め、それらの平

均と標準偏差、有意差の有無を求め、表記した。 
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考察 

 Seipin は元々、先天性全身性脂肪萎縮症２型(CGL2 : Congenital Generalized 

Lipodystrophy type2)という、全身の脂肪組織が消失しインスリン抵抗性や脂肪

肝が生じる重篤な劣性遺伝性疾患の原因遺伝子である BSCL2 (Berardinelli-

Seip congenital lipodystrophy 2)がコードするタンパク質として同定された

[63]。その後の Seipin をノックアウトした酵母、ショウジョウバエおよびヒト

細胞を用いた解析から[64][65][66]、Seipin は小胞体膜上で行われる脂肪滴の形

成・成熟を制御する因子であることが明らかになり、この機能が損なわれること

がCGL2患者の臨床像やSeipinをノックアウトしたモデル動物で見られる様々

な表現型に関与すると考えられている。その一方で、遺伝子変異に起因して無糖

鎖型となった変異体 Seipin (ngSeipin)は優性遺伝性の末梢神経変性疾患

Seipinopathy を発症させることも明らかにされた[57]。興味深いことに、

Seipinopathy の患者の臨床像やヒト ngSeipin トランスジェニックマウスの表

現型は CGL2 の患者及び Seipin ノックアウトマウスの表現型とは異なってい

た。すなわち、Seipinopathy の患者や ngSeipin トランスジェニックマウスでは

脂肪肝やインスリン抵抗性などの種々の代謝異常の表現型は報告されておらず、

その一方で週齢依存的に運動ニューロンが変性し、四肢の筋萎縮や麻痺が認め

られた[58][68]。このことから細胞内で ngSeipin は脂肪滴の形成とは独立なメ

カニズムで獲得毒性を惹起し、神経変性を誘導すると考えられた。また先行研究

において ngSeipin が導入されたヒト細胞や ngSeipin トランスジェニックマウ

スの神経細胞では ngSeipin が凝集を引き起こすと共に、小胞体ストレスや細胞

死が誘導されることが報告された[67][68]。従って Seipinopathy の発症機序に

は ngSeipin が誘導する小胞体ストレスや細胞死が関与している可能性が高く、

これらが誘導される分子メカニズムを解明することができれば、Seipinopathy

の発症機構の解明や効果的な治療法の確立に近づくことができると考えられた。 

 本研究において我々は、ショウジョウバエ Seipin が小胞体膜カルシウムイオ

ンポンプ SERCA と結合して SERCA を介した小胞体内部へのカルシウムイオ

ンの取り込みを促進することを示した先行研究などから着想を得て[69]、まず

ngSeipin 発現細胞の小胞体内カルシウムイオン濃度をカルシウムイオンレポー

タータンパク質である G-CEPIA1er[77]を用いて測定した。その結果、ngSeipin

を単独発現、あるいは wtSeipin と ngSeipin を共発現させた細胞では小胞体内
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カルシウムイオン濃度が顕著に低下するとともに、小胞体ストレスや細胞死が

誘導されることが明らかになった。これらの表現型には ngSeipin の凝集や、

SERCA2b の不活性化が関与する可能性が考えられたので、次に様々な変異体

Seipin を用いてこれらの仮説を検証した。まず ngSeipin の小胞体内腔領域に変

異(M6)を導入した ngSeipin(M6)を作製し解析したところ、オリゴマー形成が抑

制された ngSeipin(M6)は凝集を引き起こさないことが明らかになった。この

ngSeipin(M6)発現細胞では小胞体内カルシウムイオン濃度は低下せず、小胞体

ストレスおよび細胞死も誘導されないことが明らかになった。次に様々な

ngSeipin の部分欠損変異体を作製し解析したところ、ngSeipin(DC)は糖鎖の付

加阻害に起因する凝集を引き起こすものの、SERCA2b との結合が失われてお

り、小胞体内カルシウムイオン濃度低下・小胞体ストレス・細胞死のいずれも誘

導しないことがわかった。オリゴマー化に必要となる小胞体内腔領域を欠失さ

せた Seipin(DLD)も、小胞体内カルシウムイオン濃度を低下させなかった。これ

らの結果から、ngSeipin は SERCA2b を不活性化させることで小胞体内カルシ

ウムイオン濃度を低下させる性質があり、これには「SERCA2b との結合」と

「Seipin の凝集」の両方が必要であることがわかった。 

 小胞体内カルシウムイオン濃度が低下すると、小胞体シャペロンである BiP

の機能が低下することで小胞体内に構造異常タンパク質が蓄積し、小胞体スト

レスが誘導される[5]。そこで ngSeipin 発現細胞に SERCA2b を共発現させ小

胞体内カルシウムイオン濃度低下を解消させたところ、小胞体ストレス応答や

細胞死の誘導が有意に抑制された。この結果から ngSeipin は小胞体内カルシウ

ムイオン濃度を低下させることで小胞体ストレス及び細胞死を誘導することが

わかった。また、ngSeipin は単独発現させた場合も SERCA2b と共発現させた

場合も同程度に細胞内凝集を引き起こしたことから、ngSeipin が細胞内で凝集

してもそれ単独では小胞体ストレスや細胞死の直接的な要因とはならないこと

が示唆された。 

 

 本研究で Seipin-KO HCT116 への入れ戻し実験を行った結果、ngSeipin 発現

ベクターの導入量が少なく、ngSeipin の発現量が内在性 Seipin と同じ〜やや多

い程度の場合には ngSeipin は凝集せず、Seipin-KO 細胞で見られる小胞体内カ

ルシウムイオン濃度の低下を相補することができることが明らかになった。先

行研究において、酵母 Sei1/Ldb16(酵母の Seipin ホモログとそのパートナー因
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子)やショウジョウバエ Seipin には小胞体内腔領域に N 型糖鎖付加配列が存在

しない一方で、酵母 Sei1 やショウジョウバエ Seipin もヒト Seipin とほぼ同様

にリング状のオリゴマーを形成でき[59][60][61][62]、Sei1・Ldb16 は脂肪滴形

成の促進[64]、ショウジョウバエ Seipin は脂肪滴形成と SERCA を介した小胞

体内へのカルシウムイオンの取り込みの両方を促進できる[65][69]ことが示さ

れている。また酵母 Sei1 欠損株にヒト ngSeipin を導入することで脂肪滴形成

能を回復できたとする先行研究も存在する[90][91]。これらの知見と今回の結果

を総合すると、ヒト Seipin も酵母やショウジョウバエの Seipin と同様に、糖鎖

がなくてもオリゴマー形成して正常に機能できうるのではないかと考えられる。 

 その一方で Seipin-KO HCT116 への ngSeipin 発現ベクターの導入量を増加

させた場合には、ngSeipin は wtSeipin と違って小胞体膜上で凝集を引き起こ

すことが分かった。この凝集の中に SERCA2b が巻き込まれることで SERCA2b

が不活性化され、小胞体内カルシウムイオン濃度が低下し、その結果として小胞

体ストレスや細胞死が誘導されることも明らかになった。これらの結果と、ヒト

生体内において Seipin が神経細胞での発現量が多いことを併せて考えると、

Seipinopathy が発症した際には特に神経細胞で ngSeipin の凝集が起こり、

SERCA2b が不活性化されることで小胞体内カルシウムイオン濃度低下や小胞

体ストレスが生じて、その結果として運動神経が変性するのではないかと考え

られる。実際に本解析では、神経芽腫由来の培養細胞である SH-SY5Y で Seipin-

KO 株を樹立し、これに内在性と同程度の量の ngSeipin を入れ戻したとき、

Seipin-KO 以下にまで小胞体内カルシウムイオン濃度が低下して、小胞体スト

レスと細胞死が誘導されることを見出している。 

 

 ngSeipin が 2.60 ng/cm2 以上導入された細胞の小胞体膜の形態を免疫染色に

より解析した結果、小胞体の形が歪に変形し、Seipin・SERCA2b いずれのシグ

ナルも検出されない double negative region が形成されることがわかった。よ

り詳細な解析のために live-imaging も行った結果、小胞体内腔に局在する ER-

TagBFP の局在と double negative region が一致したため、double negative 

region が膨張した小胞体内腔であることを示すことができた。 

 この double negative region と類似した小胞体の構造変化が先行研究におい

ても報告されていないかどうかを調べた。その結果、cytochrome p450 の 1-29

アミノ酸に相当する膜貫通領域(CytERM)を付加した(EGFPなどの)蛍光タンパ
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ク質を細胞に発現させると、小胞体膜上に穴のような構造(OSER : organized 

smooth ER)が形成された例が見つかった[92]。この CytERM-EGFP に蛍光タ

ンパク質の２量体形成を阻害するアミノ酸置換を導入した変異体(CytERM- 

mEGFP(A206K)など)の発現細胞においては、OSERの形成は見られなかった。

これらの結果と ngSeipin 発現細胞の解析結果との照らし合わせから、小胞体膜

上でタンパク質の(凝集を含めた)過剰な多量体化が起こった場合には、double 

negative region といった小胞体の形態変化が起こるのだと考えられる。実際

ngSeipin に変異を導入して凝集を抑制した ngSeipin(M6)発現細胞においては、

double-negative region はほとんど形成されなかった。 

 

 本研究で作製された Seipin-KO HCT116 細胞及び Seipin-KO SH-SY5Y 細胞

を用いた解析により、Seipin を欠失することでヒト細胞でも(ショウジョウバエ

Seipinノックアウト脂肪細胞と同様に)恒常的に小胞体内カルシウムイオン濃度

が低下することが示された。また Seipin の部分欠損変異体を用いた IP 実験に

より、ヒト Seipin は C末端部分で SERCA2b と結合することが見出された。 

 興味深いことに、CGL2 の原因となる複数の Seipin の機能欠損変異体の中に、

Seipin の C末端部分のほぼ全域が欠損する変異体(R275X ; Long Form の表記

では R339X)が存在する[93]。また、脂肪細胞前駆細胞(3T3-L1)では Seipin をノ

ックダウンすると脂肪細胞への分化が阻害されるが、この表現型は C 末端を欠

失させた変異体では相補できないことも明らかにされている[94]。これらの知見

から、Seipin の機能にとって C末端部分での SERCA2b との相互作用は小胞体

内腔部分を介したオリゴマー化と並んで重要であり、これが失われることが

CGL2 で見られる脂肪組織の障害、糖尿病の発症など様々な臨床像に関与する

可能性がある。その一方で、SERCA2b のどの部分が Seipin と相互作用するの

か、また Seipin がどのようなメカニズムで SERCA2b の機能を促進するのかは

全く明らかにされておらず、更なる解析が必要である。 

 

 本研究の結果、ngSeipin が導入されたヒト培養細胞では小胞体内カルシウム

イオン濃度が低下することが示された。このような小胞体内カルシウムイオン

濃度の低下が個体レベルで生じた場合、小胞体ストレスを誘導するだけでなく

細胞内シグナル伝達やシナプス伝達などのカルシウムイオンが仲介する神経細

胞の諸機能にも広範に・直接的に影響する可能性を考慮する必要があるだろう。 
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 近年の臨床試験の結果、ALS 患者にフェニル酪酸ナトリウムやタウルウルソ

ジオールなどの小胞体ストレスを緩和するケミカルシャペロンを経口摂取させ

ることで症状の進行を抑えることができることが示唆されており、小胞体スト

レスと神経変性疾患の関係への注目はますます高まっている[95][96]。従って、

今後は本解析結果を基礎として研究を発展させ、Seipinopathy モデルマウスや

ALS モデルマウスを含む、小胞体ストレスとの関連が指摘されている病態モデ

ルの運動神経細胞において、小胞体内カルシウムイオン濃度低下が生じるのか

を検証することが次の重要な課題である。その上で、遺伝学的あるいは薬学的な

手法を用いて神経変性疾患モデル動物の小胞体内カルシウムイオン恒常性の維

持機能を増強させることで小胞体ストレスを抑制でき、その結果神経変性疾患

の症状を緩和・回復させることができるのかを調べることが求められる。 
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実験方法 

・プラスミドの作製 

 プラスミドの作製は標準的な手順で行った[97]。DNA 配列の確認はサンガー

シークエンス解析により行った。pCMV-Myc (CLONTECH)に Seipin あるいは

SERCA2b の cDNA配列をクローニングし、N末端Myc タグ付きの発現ベクタ

ーとして使用した。各種点変異・部分欠損・配列すげ替え変異体の作製の際には

Dpn1 を使用した。N末端 Flag タグ付き、あるいは N末端HA タグ付きの発現

ベクターは、Inverse PCR により pCMV-Myc 発現ベクター中の Myc をコード

する DNA配列を Flag あるいは HA をコードする配列に変更した後、PCR産物

を NE Builder HiFi Assembly (New England BioLabs)でつなぎ合わせること

で作製した。N末端に mEGFP が付加された mEGFP-Seipin の発現ベクターを

作製するため、 まず mEGFP-KDEL 発現ベクター[98] をテンプレートとする

PCR により mEGFPフラグメントを調製し、これを pCMV-Myc-Seipin 発現ベ

クターの Myc配列と Seipin配列の間に読み枠が合うように NE Builder で挿入

した。 N末端に mCherry が付加された mCherry-SERCA2b 発現ベクターを作

製するため、pmCherry-N1 発現ベクター(TAKARA) をテンプレートとする

PCR により mCherry フラグメントを調製し 、これを pCMV-Myc-SERCA2b

発現ベクターの Myc 配列と SERCA2b 配列の間に読み枠が合うように NE 

Builder で挿入した。ER-TagBFP 発現ベクターは当研究室の石川時郎 博士が

以前に作製されたものを使用した。pCMV G-CEPIA1er は東京大学の飯野 正光 

博士らのグループが以前に作製されたものであり[77]、Addgene を介して入手

した。pGP-CMV-GCaMP6f はハワード・ヒューズ医学研究所の Douglas S Kim 

博士らのグループが以前に作製されたものであり[78]、Addgene を介して入手

した。pLAMP1-mCherry はコロラド大学の Amy Palmer 博士らのグループが

以前に作製されたものであり[99]、Addgene を介して入手した。 
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・細胞の培養方法とトランスフェクション 

 HCT116 (ATCC CCL-247) と SH-SY5Y (ATCC CRL-2266)は Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (glucose 4.5 g/liter) に 10%相当量の FBS と 抗生物

質(100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin)を加えたものを用いて、

37°C・5%CO2 条件のインキュベーターにて培養した。 HCT116 にトランスフ

ェクションする際には polyethylenimine Max (Polyscience)を使用した。SH-

SY5Y にトランスフェクションする際には Lipofectamine-LTX (ThermoFisher 

Scientific) を使用した。 

 

・ウエスタンブロット 

 6 ウェルプレートまたは 3.5cm ディッシュに培養した細胞を PBS で洗浄し、

スクレーパーを用いてエッペンチューブに回収したのち、5,000 rpm で 2分間遠

心した。遠心後のペレットを 200 µl の SDS sample buffer (50 mM Tris/HCl, pH 6.8, 

containing 100 mM dithiothreitol, 2% SDS and 10% glycerol)に protease inhibitor 

cocktail (Nacalai Tesque)と 10 µM MG132 を加えた混合溶液に懸濁し、37℃で 30

分間以上処理することでウエスタンブロットのサンプルとした。 ウエスタンブ

ロットは標準的な手順で行った[97]。検出試薬として Western Blotting Luminol 

Reagent (Santa Cruz Biotechnology) を使用し、LAS-3000mini LuminoImage analyzer 

(Fuji Film)で検出を行った。 

 

・免疫沈降実験 

 6 ウェルプレートに培養した HCT116 を PBS で 1回洗浄したのち、 300 µl 

の high salt buffer (50 mM Tris/Cl, pH 8.0, containing 1% NP-40 and 150 mM 

NaCl) を加えて 10 分間静置して細胞を溶解させた。この細胞溶解液をエッペ

ンチューブに移し、17800 g / 4 ℃ で 10分間遠心した。これにより得られた上

清のうち 200 µl に 5 µl の SERCA2 抗体を加え、1 晚 4 ℃にて反応させたの

ち、protein A-coupled Sepharose beads (GE Healthcare)を用いて 90分間 4 ℃

にて反応させた。 ビーズを high salt buffer で 2回、PBS で 1回洗浄したのち、

SDS sample buffer を 15 µl加えて 5分間 100 ℃で煮沸することでサンプルと

した。 
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・免疫蛍光染色 

 MycタグあるいはFlagタグ付きのタンパク質をコードした発現ベクターを細

胞にトランスフェクションした28時間後に、氷冷したメタノールで6分半処理す

ることで固定と膜透過処理を行った。これをブロッキング溶液(3% BSA in 

0.05% PBS-T)を用いて37℃ 1時間ブロッキングした後、一次抗体を加えたブロ

ッキング溶液で37℃ 2時間処理し、その後にAlexa488-conjugated anti-rabbit 

secondary antibodyとAlexa568-conjugated anti-mouse secondary antibodyを

含むブロッキング溶液で37℃ 1時間処理した。抗体反応後のカバースリップは5 

µg/ml のHoechst 33342 または 50 µg/ml のDapiを含む Prolong Goldまたは

Prolong Grass Antifade Mountants (ThermoFisher Scientific) で封入した。解

析にはLSM 880 with Airyscan と  Zen/Zen2.6 acquisition software (Carl 

Zeiss)を用いた。 

 

・ライブイメージング 

ガラスボトムディッシュに培養した HCT116 に mEGFP-SeipinL または mEGFP-

ngSeipinLを、mCherry-SERCA2b または LAMP1-mCherry、および ER-TagBFP と

共にトランスフェクションした。 28 時間後、フェノールレッド不含の DMEM

に medium change し、LSM 880 with Airyscan および Zen/Zen2.6 acquisition software

を用いてライブイメージングを行った。 

・小胞体内あるいは細胞質におけるカルシウムイオンの検出 

 小胞体内および細胞質のカルシウムイオンは各々G-CEPIA1er [77]および

GCaMP6f [78]を用いて検出した。トランスフェクションから28時間後、 Olympus 

IX-71-22TFL/PH と DP Controller 1.2.1.108 を用いて蛍光観察を行った。蛍光画像

の検定は ImageJ (https://imagej.net/ij/index.html)を用いて以下の手順で行った。 

① Color > Split channels で Green Channel を抽出 

② Process > Subtract Background  (rolling ball radius: 50.0 pixels) によりバックグ  

  ラウンドを減算 

③ Image > Adjust > Threshold により閾値を設定  

④ Analyze > Set Measurement の選択肢から Mean gray value を選択 

⑤ Analyze > Measure  により、画像全体の細胞の平均輝度を算出 
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・CRISPR/Cas9 を用いたノックアウト細胞の作製 

 まず DT-A-pA-loxP-PGK-Puro-pA-loxP [100]とテンプレートとする PCR を

行うことで PuroR フラグメントを調製し、これを px330-U6-Chimeric_BB- 

CBh-hSpCas9 (Addgene)の PciIサイトに挿入することで px330-PuroR を作製

した。 

 Seipin-KO HCT116 を作製するため、 Seipin 遺伝子の exon2 および 3’UTR 

領域を標的とする guide RNA配列に対応した以下の 2種類のオリゴのペア 

[5’-CACCGCTCTCACTTTCCGCCATTAG-3’ + 5’-AAACCTAATGGCGGAAAGTGAGAGC-3’] 

[5’-CACCGGGGAGTGGGAAAGCTTGCTA-3’ + 5’-AAACTAGCAAGCTTTCCCACTCCCC-3’]  

をアニーリングさせ、各々px330-PuroR の BbsIサイトに挿入した. これら 2種

類のプラスミドを HCT116 に同時にトランスフェクションしたのち、二週間程

度 0.5 µg/ml の Puromycin で選抜を行うことで Seipin-KO HCT116 のクロー

ンを単離した。 

 Seipin-KO SH-SY5Y を作製するため、Seipin 遺伝子の exon3 を標的とする

guide RNA配列に対応したオリゴのペア  

[5’-CACCCAATGTCTCGCTGACTAA-3’ + 5’-AAACTTAGTCAGCGAGACATTG-3’]  

をアニーリングさせ、 px330-PuroR の BbsIサイトに挿入した. このプラスミ

ドを Microporator (Digital Bio) を用いてエレクトロポレーション( n=3 / 1,100 

V /20 msec )で SH-SY5Y に導入し、１ヶ月程度 0.5 µg/ml の Puromycin で選抜

を行うことで Seipin-KO HCT116 のクローンを単離した。 

 

・Genomic PCR 

 培養した細胞を PBS で洗浄したのち、Alkaline Lysis Buffer (25mM NaOH、

0.2mM EDTA)を加えて溶かし、これを 100℃で 10 分間煮沸したのち、40mM 

Tris-HCl (pH = 8.0)を等量加えることで Genomic PCR のテンプレートとした。 

 Seipin-KO HCT116 の Seipin 遺伝子に導入された変異(非相同末端連結)は 

all del Fw × all del Rv 

[ 5’-TTTCCATGGTTGCACGATTA-3’ + 5’-AAGCCACATGCAATGGTTTC-3’] 

および 

inside Fw × inside Rv  

[5’-GGCCTGTGAGCAGAATGTTT-3’ + 5’-GCTGAGGAAGGTGAAGTTGC-3’]  

の２種類のプライマーのペアを用いた PCR により検出した。 
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 Seipin-KO SH-SY5Y の Seipin 遺伝子に導入された変異(非相同末端連結)は 

inside Fw(同上)と inside Rv(同上)を用いた PCR により検出した。 

 いずれの genomic PCR の際も KOD-Fx Neo (TOYOBO)を用いた。 

・RT-PCR 

 6well plate に培養した HCT116 または SH-SY5Y から ISOGEN (Nippon 

Gene) を用いて Total RNA を抽出し、これを元に Moloney murine leukemia 

virus reverse transcription キット(Invitrogen)と oligo-dT プライマーを用いて

cDNA を調製した。これをテンプレートとして、Seipin あるいは GAPDH の

cDNA 配列の一部を増幅する RT-PCR を PrimeSTAR GXL DNA polymerase 

(Takara Bio)を用いて行った。使用したプライマーは以下の通り。 

Seipin cDNA Fw + Seipin cDNA Rv (HCT116) 

[5’- CCTCCTCCTTTCCTCCCTCT -3’ + 5’- CTTGCGTTCCTAGCTGCTCT -3’]  

GAPDH cDNA Fw + GAPDH cDNA Rv (HCT116) 

[5’- AGGGCTGCTTTTAACTCTGG -3’ + 5’- CGTCAAAGGTGGAGGAGTGG -3’]  

Seipin cDNA Fw2 + Seipin cDNA Rv2 (SH-SY5Y)  

[5’- ATGGTCAACGACCCTCCAGT -3’ + 5’- GACCAAGAACATGCCCAAAT -3’]  

・Quantitative RT-PCR(qRT-PCR) 

 上記の方法で調製した cDNA をテンプレートとして SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems)を用いて Quantitative RT-PCR を行った。 

使用したプライマーのペアは以下の通り。 

qBiP Fw + qBiP Rv (BiP mRNA) 

[5’- TCTCAGATCTTTTCTACAGCTTCTGA -3’ + 5’- TGTCTTTTGTCAGGGGTCTTTCA -3’] 

qXBP1 Fw a + qXBP1 Rv (XBP1(S) mRNA) 

[5’- CTGCTGAGTCCGCATCAGGT -3’ + 5’- GAGTCAATACCGCCAGAATCCA -3’] 

qCHOP Fw + qCHOP Rv (CHOP mRNA) 

[5’- ACCTATGTTTCACCTCCTGGA -3’ + 5’- CAGTCAGCCAAGCCAGAGAA -3’] 

qGAPDH Fw + qGAPDH Rv (GAPDH mRNA) 

[5’- GACCCCTTCATTGACCTCAA -3’ + 5’- TTGACGGTGCCATGGAATT -3’] 

qRyR1 Fw + qRyR1 Rv (RyR1 mRNA)  

[5’- GACGAGGTCCAGTTCCTG -3’ + 5’- TGCTCCTTGAGCACGGT -3’] 

qIP3R1 Fw + qIP3R1 Rv (IP3R1 mRNA)  

[5’- GCCAGCTGTCGGAATTAAAG -3’ + 5’- GGGTTGACATTCATGTGAGG -3’] 
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qIP3R2 Fw + qIP3R2 Rv (IP3R2 mRNA)  

[5’- GTGGCTCAAATGATTGTGGA -3’ + 5’- CACTGTCGCCTTCATTGCTA -3’] 

qIP3R3 Fw + qIP3R3 Rv (IP3R3 mRNA)  

[5’- GTGGATGACCGCTGTGTG -3’ + 5’- GCACACCTTGAAGAGGCAGT -3’] 

qSERCA1 Fw + qSERCA1 Rv (SERCA1 mRNA)  

[5’- CCTCACCACCAACCAGATGT -3’ + 5’- CCGGTGATGGAGAACTCATT -3’] 

qSERCA2 Fw + qSERCA2 Rv (SERCA2 mRNA)  

[5’- GTGCAAATGCCTGCAACTC -3’ + 5’- CGACATTGACTTTCTGTCACG -3’] 

qSERCA3 Fw + qSERCA3 Rv (SERCA3 mRNA)  

[5’- TCTCGGTGACAGCCGAG -3’ + 5’- TCACTCGGGAGCTCGTT -3’] 

qSERCA2abc Fw + qSERCA2a Rv (SERCA2a mRNA)  

[5’- TGTCGAACCCTTGCCACTCAT -3’ + 5’- GCGGTTACTCCAGTATTGCAGGT -3’] 

qSERCA2abc Fw + qSERCA2b Rv (SERCA2b mRNA)  

[5’- TGTCGAACCCTTGCCACTCAT -3’ + 5’- GCTGCACACACTCTTTACCAGGT -3’] 

qSERCA2abc Fw + qSERCA2c Rv (SERCA2c mRNA)  

[5’- TGTCGAACCCTTGCCACTCAT -3’ + 5’- ACAACTAAAGTTCTGAGCTAAGAACAGGT -3’] 

 

 解析した遺伝子のうち Seipin、GAPDH、SERCA1、SERCA2、SERCA3、SERCA2a、

SERCA2b、SERCA2c、RyR1、IP3R1、IP3R2、IP3R3 に関しては、上記のプライ

マーセットと cDNAテンプレートを用いた PCR の産物を TA クローニングし、

これらのベクターを各々200、2000、20000個ずつ含むサンプルで qRT-PCR を行

い、得られた Ct 値に基づいて検量線を作製した。この検量線に基づき、Seipin, 

GAPDH, SERCA1, SERCA2, SERCA3, SERCA2a, SERCA2b, SERCA2c, RyR1, 

IP3R1, IP3R2 or IP3R3 の発現量の絶対定量を行い、GAPDH の発現量で補正する

ことで検定を行った。BiP、XBP1(S)、CHOP に関しては、各遺伝子の Ct 値を

GAPDH の Ct値で補正する相対定量法(DDCt 法)で検定を行った。 

 

・Proximity Ligation Assay (PLA) 

 HCT116にMyc-Seipinの発現ベクターとFlag-Seipinの発現ベクターを同時にト

ランスフェクションし、24時間 に氷冷したメタノールで6分半処理することで

細胞を固定・膜透過した。その後、Duolink in situ Starter Set GREEN (Sigma-Aldrich)、

抗Myc抗体、抗Flag抗体を用いてPLAをマニュアルに従って行った。 



 69 

・細胞増殖率の検定 

 種々のプラスミドをトランスフェクションして 24 時間が経過した 6well 

plate 中の HCT116 をトリプシン処理し、新しい 6well plate の各ウェルに等量

ずつ播種した。播種してから 0、24、48、72時間後に細胞数の測定を行った。 

 

・レポーターアッセイ 

 24well plate に播種した SH-SY5Y に種々のプラスミドをトランスフェクシ

ョンし、28時間後に PBS で洗浄を行い、 Luciferase Assay Lysis Buffer (Toyo 

Bnet)を用いて細胞溶解液を調製した。これらのサンプルで PicaGene Dual-

luciferase reporter assay reagent (Toyo Bnet)を用いてルシフェラーゼアッセ

イを行った。検定の際には Firefly(下記①②③の UPR レポーター)のシグナル量

を Renilla(下記④の内部標準)のシグナル量で補正した。  

 使用したレポータープラスミドは以下の通り。 

①ERSE Reporter : pGL3-GRP78(–132)-luc [15]  

②UPRE Reporter : p5xUPRE-GL3 [29]  

③ATF4 Reporter : pdCMV-murineATF4-luc2 (当研究室の石川時郎 博士が以 

 前に作製された) 

④内部標準 : pRL-SV40 (Promega) 

これらを①+④、②+④または③+④の組み合わせで細胞に導入し、解析を行っ

た。 

 

・ 抗体 

使用した抗体の名称(動物種)、メーカーカタログ番号、各実験における使用 

濃度はそれぞれ以下の通り。 

抗体の名称 

(動物種) 

メーカー カタログ

番号 

使用濃度 

Anti-BSCL2 (Seipin) 

(rabbit monoclonal) 

Cell Signaling Cat#: 

23846 

ウエスタンブロット(1:1000) 

免疫蛍光染色(1:1000) 

anti-SERCA2  

(mouse monoclonal) 

Santa Cruz Cat#: sc-

376235  

ウエスタンブロット(1:500) 

免疫沈降実験(5 µl) 

免疫蛍光染色(1:250) 

anti-Myc-tag mAb- MBL Code: ウエスタンブロット(1:1000) 
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HRP-DirecT (mouse 

monoclonal) 

M047-7  

anti-GFP  

(rabbit polyclonal) 

MBL Code: 598 ウエスタンブロット(1:1000)  

anti-b-actin  

(mouse monoclonal) 

Wako Cat#:  

017-24573 

ウエスタンブロット(1:2000) 

anti-GAPDH 

Peroxidase Conjugated  

(mouse monoclonal) 

Wako Cat#: 015-

25473 

ウエスタンブロット(1:5000) 

anti-GAPDH  

(mouse monoclonal) 

Wako Cat#: 014-

25524 

免疫蛍光染色(1:1000) 

anti-KDEL  

(mouse monoclonal) 

MBL Code: 

M181-3 

免疫蛍光染色(1:2000) 

anti-Myc-tag  

(rabbit polyclonal) 

MBL Code: 562 PLA (1:250)  

免疫蛍光染色(1:100) 

Anti-Flag M2 

(mouse monoclonal) 

Sigma Cat#: 

F3165 

PLA (1:250)  

免疫蛍光染色(1:500) 

Anti-Myc tag  

(mouse monoclonal) 

Wako Cat#: 017-

21871 

免疫蛍光染色(1:100) 

Anti-Cleaved Caspase-3  

(rabbit polyclonal) 

Cell Signaling Cat#: 

9661 

免疫蛍光染色(1:800) 

Alexa488-conjugated 

anti-rabbit secondary 

antibody 

Invitrogen 

 

Cat#: A-

11008 

免疫蛍光染色(1:1000) 

Alexa568-conjugated 

anti-mouse secondary 

antibody 

Invitrogen 

 

Cat#: A-

11004 

免疫蛍光染色(1:1000) 

 

・ 統計処理 

統計解析の際には Student’s t-test を行った。解析結果を * : p < 0.05、** :  

p < 0.01、*** : p < 0.001、n.s. : not significant (有意差なし) として表記し

た。 
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結論 

 ngSeipin が導入されたヒト培養細胞では、小胞体内カルシウムイオン濃度の

有意な低下が認められた。その分子メカニズムを調べた結果、ngSeipin は小胞

体内腔部分での Seipin 同士の相互作用を介して小胞体膜上で凝集する性質があ

り、さらにこの凝集に SERCA2b が(Seipin の C末端部分との結合を介して)巻

き込まれることを明らかにした。このようなメカニズムで SERCA2b が不活性

化されて小胞体内部へのカルシウムイオンの取り込みが抑制されることが、

ngSeipin に起因する小胞体ストレスと細胞死の原因であることを突き止めた。 
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論文目録 

本研究内容は以下の論文で公表した。 

Saito S, Ishikawa T, Ninagawa S, Okada T, Mori K. A motor neuron disease-

associated mutation produces non-glycosylated Seipin that induces ER stress 

and apoptosis by inactivating SERCA2b. Elife. 2022 Nov 29;11:e74805. doi: 

10.7554/eLife.74805. PMID: 36444643; PMCID: PMC9708084. 
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