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研究成果の概要（和文）：　骨芽細胞レベルで、βセクレターゼが関骨形成を制御していることが、生体内にお
いてもβセクレターゼが骨形成に関与している可能性を検証することが今回の主な研究目的である。βセクレタ
ーゼの遺伝子欠損マウス群を野生型のマウス群の生後のマウスの成長過程と比較したところ、遺伝子欠損マウス
群が、野生型マウス群よりも有意に成長が遅延していることが観察された。成長過程の遅延は、下垂体での成長
ホルモン放出ホルモン受容体の発現低下により、2次的に成長ホルモンの分泌が減少するためであることが判明
した。βセクレターゼは、下垂体における成長ホルモン放出ホルモン受容体発現の制御に関与していることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）： Based on tha observation that beta-secretase is involved in bone formation 
in vitro, we investigated whether beta-secretase plays an important role in bone formation in vivo 
by using beta-secretase knock-out mice. We observed that knock-out mice growed slower than wild-type
 mice in terms of weight and height, which is caused by the lower serum level of growth horhone(GH).
  This GH lower level is turned out to be caused by lower expression level of GH-releasing hormone
(GHRH)receptor in pituitary gland in Knock-out mice.  Together, it is suggested that beta-secretase 
is invlved in the expression of GHRH receptor in pituitary gland. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： βセクレターゼ　発育遅延　成長ホルモン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　βセクレターゼは、βアミロイドの形成・沈着に関わり、アルツハイマー型認知症の原因遺伝子として認知さ
れてきた。今回の研究で、マウスの下垂体という内分泌の臓器において、成長ホルモン放出ホルモン受容体の発
現にも関与しており、βセクレターゼが欠損すると、マウスの発育不全を引き起こすことが判明した。このこと
は、βセクレターゼの新たな作用機序の可能性が示唆されるのみならず、βセクレターゼを標的として、アルツ
ハイマー型認知症の治療薬を開発する際に、事前に副作用の可能性を示唆し、より安全な治療薬の開発に貢献す
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨芽細胞による I 型コラーゲン（骨基質を構成する）やオステオカルシン（Ca2+の沈着に重

要）などの分泌は、骨形成に必須のプロセスである。しかしながら、虚血などのストレスによ

る骨形成の抑制機構については、不明な点が多い。申請者は、動脈硬化などによる虚血ストレ

スにより、骨芽細胞において、オステオカルシンや I型コラーゲンなどの分泌タンパク質の分

解が小胞体膜プロテアーゼであるセクレターゼで制御される新規分泌調節機構を見出し,この

機構により骨形成が妨げられている可能性が示唆された。骨形成に関する培養細胞の実験では、

これまで、マウスの骨芽細胞由来の MC3T3-E1 細胞が用いられてきたが、培養の条件により、骨

細胞への分化が不安定であることが問題視されてきた。申請者らは、不安定性を克服するため

に、マウス頭蓋骨の骨芽細胞から、MN16 細胞を樹立し、骨細胞へ安定的に分化する系を確立し

た。更に、分担者の協力により、新規分解機構を制御するセクレターゼノックアウトマウスを

作製した。 

 
２．研究の目的 
上記のこれまでの研究成果を基に、本研究は、骨芽細胞の骨形成に関するまだ解明されてい

ない基礎研究（I型コラーゲン・オステオカルシン等の分泌タンパク質の新規制御機構）を MIN6

細胞とセクレターゼノックアウトマウスを用いて解析し、骨折に対する新しい治療法を確立す

るための基盤となる研究を行う。骨芽細胞レベルで、βセクレターゼが関骨形成を制御してい

ることが、生体内においてもβセクレターゼが骨形成に関与している可能性を今回の研究で検

証することが主な目的である。 

 

３．研究の方法 

 新しい分泌タンパク質分解機構がどのように骨のリモデリングに関与するかを NM-16 細胞と

セクレターゼノックアウトマウスを用いて以下のことを解析する。 

（1）NM-16 細胞からセクレターゼを CRISPA/CAS9 系でノックアウトし、ストレスによる分泌タ

ンパクの低下を回復できるかを ELISA 法で確認する。 

（2）分泌タンパク質の低下が、新規の分解機構によるものかを検討するために、MN-16 細胞を
35Ｓ－メチオニン/システインで合成されるタンパク質をラベルし、ブレフェルジンＡ存在下に

経時的に培養し、可溶化させた後、各々の分泌タンパク質の抗体を用いて免疫沈降し、分解の

有無を確認する。 

（3）野生型とセクレターゼノックアウトマウスのマウスの発育状態を観察し、骨に対する影響

を比較検討する。 

 
４．研究成果 

セクレターゼの遺伝子欠損マウス群を 

ヘテロ型および野生型のマウス群の生後 

のマウスの成長過程を比較したところ、 

野生型とヘテロ型のマウスの成長速度に 

おいて、ほとんど変化を認めなかった。 

よって、以降の実験では、遺伝子を有す 

るヘテロ群と遺伝子欠損（ホモ）群で 

比較検討した。遺伝子欠損マウス 

（ホモ）群が、セクレターゼ遺伝子を有するヘテロマウス群よりも有意に、身長・体重の発育・



成長が遅延していることが観察された(図１)。 

発育に関するホルモンである 

成長ホルモン（GH）の血中濃度 

に着目し、ELISA 法でヘテロ群 

とホモ群で比較検討したところ、 

有意にホモ群のマウスの血中 GH 

濃度が、ヘテロ群と比較して低下 

していた（図２）。更に、この 

ホモ群での GHの低下は、ｍRNA 

レベルによることが判明した。 

下垂体での GHRH 受容体の発現をヘテロ群とホモ群で、免疫染色法にて比較した。 

セクレターゼを有するヘテロ群の下垂体と比較して、セクレターゼ遺伝子を欠損しているホモ

群の下垂体では、GHRH 受容体の発現が有意に低下していた（図３）。 

 以上のことより、 

セクレターゼは、 

下垂体における 

GHRH 受容体発現 

の制御に関与して 

いることが示唆さ 

れた。 
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