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研究成果の概要（和文）：近年、多発性硬化症及びその動物モデルEAEの病態形成に小胞体ストレスが関与する
ことが示唆されている。我々は、小胞体ストレス応答因子ATF6bの発現および機能について、EAEモデルを用いて
検討した。野生型マウスにEAEを誘導すると、ATF6bの発現は脊髄の神経細胞およびオリゴデンドロサイトで増加
した。次に野生型及びATF6bKOマウスで同様の実験を行うと、後者において運動麻痺、脱髄の悪化が認められ
た。以上より、ATF6bはEAE病態下の神経またはオリゴデンドロサイトを保護している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that endoplasmic reticulum (ER) stress is involved in 
the pathology of multiple sclerosis and its experimental animal model, EAE. We, therefore, studied 
the expression and the possible role of ATF6b, an ER stress-related gene, in a mouse EAE model. When
 EAE was introduced to WT mice, ATF6b was upregulated in both neurons and oligodendrocytes in the 
spinal cord. Furthermore, when similar experiments were performed with AFT6b KO mice, the paralysis 
and demyelination was severer than those in WT mice. These results suggest that ATF6b protects 
neurons and oligodendrocytes in the pathology of EAE.

研究分野：神経解剖学

キーワード： 小胞体ストレス　脱髄　神経炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性硬化症は原因不明の中枢性炎症性脱髄疾患である。今回の研究から、小胞体ストレスに関係するATF6bと
いう分子がその病態を制御していることが明らかになった。今後、ATF6bの機能を促進したり、量を増加させた
りすることで脱髄が抑制できるのではないかと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）多発性硬化症(MS)は原因不明の中枢性炎症性脱髄疾患であるが、その病理学的特徴とし
て、①免疫細胞の浸潤、②グリア細胞の活性化、③脱髄、④神経変性などが挙げられる。最近の
研究から、MS 及びその動物モデル実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）の病態形成に小胞体の障
害、即ち小胞体ストレスが関与することが示唆されている。しかし、MS/EAE の病態下では複数
の細胞で異なるレベルの小胞体ストレスが観察され、病態形成との関連について未だ不明な点
が多い。 
 
（２）これまでに申請者らは、主要な小胞体ストレス応答転写因子 ATF6がミクログリアで強発
現し、同細胞における炎症を増強させることを報告した。一方、哺乳類の細胞には、ATF6と相
同性の高い ATF6が存在する。ATF6は、例えば発生の段階では ATF6と協調的に働くことが報
告されているが、成体の特に中枢神経系における機能については明らかにされていない。 
 

 
２．研究の目的 
（１）EAE 病態下における ATF6の発現を明らかにする。 
RT-qPCR およびウエスタンブロットを用いて EAE 後の ATF6の発現を明らかにするとともに、
ATF6に対する in situ hybridization および各種細胞マーカーによる免疫組織化学を組み合わ
せ、EAE 病態下における ATF6発現細胞を同定する。 
 
（２）EAE 病態下における ATF6の役割・重要性を明らかにする。 
EAE 発症後に認められる運動麻痺、脱髄、炎症などの程度について、野生型(WT)および Atf6b-
/-マウスの間で比較検討し、ATF6が保護的に機能しているか傷害的に機能しているかを明らか
にする。さらに培養細胞を用いて、ATF6による神経保護効果等についても検討する。 
 
（３）ATF6の標的遺伝子を明らかにする。 
ATF6は小胞体ストレス応答転写因子であることか
ら、RNA-シークエンスなど網羅的解析を用いて同分子
の標的遺伝子を同定する。さらに、ATF6および当該標
的遺伝子の機能について培養神経細胞を用いて明ら
かにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）C57BL/6 背景の WT マウス（生後 10－14 週齢
♂、体重 25-30g）に MOG ペプチドおよび百日咳菌由来
毒素を投与し EAE を誘導し、安楽死後、脊髄（腰髄）
サンプルを採集した。その後、RNA および蛋白質を抽
出し、RT-qPCRおよびウエスタンブロットによりATF6
の発現について評価した。さらに、ATF6 cRNA プロー
ブを用いた in situ hybridization、および神経細胞
(NeuN)、アストロサイト(GFAP)、ミクログリア(Iba1)、
末梢炎症細胞(CD45)などの細胞マーカーに対する特
異的抗体を用いた免疫組織化学を組み合わせ、ATF6
発現細胞を同定した。 
 
（２）C57BL/6 背景の WT および Atf6b-/-マウスに MOG
ペプチドおよび百日咳菌由来毒素を投与しEAEを誘導
し、運動麻痺などの臨床症状について経時的に観察し
た。また、安楽死後、脊髄（腰髄）サンプルを採取、
あるいは還流固定後、組織切片を作成した。髄鞘蛋白
質MBP、各種細胞マーカー（アストロサイト：GFAP、
ミクログリア：Iba1、末梢炎症細胞：CD45）に対する
抗体を用いたウエスタンブロットおよび免疫組織化
学を行った。これらの実験により、脱髄、グリア細胞
の活性化、炎症の程度を比較した。さらに、フローサ
イトメトリーを用いて末梢炎症細胞のプロファイリ
ングを行った。 
 



（３）C57BL/6 背景の WT および Atf6b-/-マウス
の脳または脊髄サンプルを用いてRNA-シークエ
ンスを行い、後者において発現の低下している
遺伝子、特に小胞体ストレス応答分子を同定し
た。  
さらに、WT および Atf6b-/-マウス由来培養神
経細胞を用いて、小胞体ストレス誘導物質ツニ
カマイシンおよびタプシガルギンにより引き起
こされる神経細胞死の程度を比較した。後者に
よって細胞死がより強く誘導される場合は、標
的遺伝子との関連について、それらの過剰発現
による救済実験を行い、明らかにした。 
 
 
４．研究成果 
（１）EAE 病態下における ATF6の発現 
RT-qPC を用いて EAE 後の ATF6の発現につい
て検討したところ、他の小胞体ストレス応答分
子 ATF6や GRP78 と同様に EAE 発症後、発現が
上昇することが明らかになった。さらに、in 
situ hybridization および各種細胞マーカーに
よる免疫組織化学の結果、ATF6は EAE 後の脊髄
において主に灰白質に存在する運動神経、さら
に一部オリゴデンドロサイトに発現することも
確認できた。 
 
（２）EAE 病態下における ATF6の役割・重要性 

EAE発症後に認められる運動麻痺、脱髄、炎症などの病態について、野生型(WT)および Atf6b-
/-マウスの間で比較検討したところ、後者において運動麻痺、脱髄の悪化が認められた（図１A, 
B）。一方、末梢炎症細胞の浸潤、活性化については、両者で大きな差は認めなかった。このこと
から、神経細胞またはオリゴデンドロサイトに発現する ATF6が EAE 病態下で細胞保護的に働
き、脱髄を抑制するとともに臨床症状を軽減していることが示唆された。 
 
（３）ATF6の標的遺伝子同定 
WT および Atf6b-/-マウス由来脳サンプルを用いて RNA-シークエンスを行ったところ、小胞体
内分子シャペロンであるカルレティキュリンの発現が後者で特異的に減少していることが明ら
かになった。その後の解析により、脊髄においても ATF6の欠損によりカルレティキュリンの発
現が約50%に低下することが確認された（図2A, 
B SC）。 
カルレティキュリンは小胞体内分子シャペ
ロンであるが、細胞内の主要な Ca2+結合タンパ
ク質としても働き、小胞体内の Ca2+量を一定に
保つことで細胞質の Ca2+恒常性維持に寄与する
と考えられている。実際、近年開発された小胞
体、細胞質、およびミトコンドリア内 Ca2+イン
ディケーター蛋白質である G-CEPIA1er（小胞
体）GCaMP6f（細胞質）、CEPIA2mt を用いて細胞
内小器官レベルでの Ca2+濃度測定を行ったとこ
ろ、Atf6b-/-マウス由来神経細胞においては、WT
マウス由来神経細胞に比し小胞体における Ca2+

濃度が低下するとともに、細胞質における Ca2+

濃度が上昇していることが明らかになった（図
３A,B）。この時、ミトコンドリアの Ca2+量に差
は認めなかった。さらに、小胞体ストレス由来
神経細胞死も前者で増大していることが確認
された（図 3B）。 
 
これらのことより、ATF6は EAE 病態下の神
経細胞あるいはオリゴデンドロサイトで、細胞
内 Ca2+恒常性維持に寄与することで保護的に機
能していることが示唆された。 
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