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研究成果の概要（和文）：  

ストレスで活性化される転写因子 ATF-2 遺伝子ファミリーメンバーのノックアウトマウス
を用いて、ATF-2 と ATF-7 及び CRE-BPa の生理学的な役割を解析した。その結果、ATF-2
は中枢神経やマクロファージの発生・分化に関与しており、また、ATF-2 と CRE-BPa は脂肪
細胞の分化にも関係していることが明らかになった。一方、ATF-7 は脳幹の背側縫線核におい
てセロトニン受容体の発現を抑制しており、この遺伝子が欠損するとセロトニンが欠乏して行
動異常を起こすことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 By the analyses of knockout mice of the ATF-2 gene family members, I have analyzed the 
physiological functions of ATF-2 gene family members. I have found that ATF-2 contribute 
to the developments of central nervous systems and macrophages. ATF-2 and CRE-BPa 
also contribute to the differentiations to the adipose tissue. On the other hand, ATF-7 
represses the transcription of serotonin receptor 5b in the dorsal raphe nucleus in the brain 
stem. By the depletion of ATF-7, serotonin concentration was reduced and mouse showed 
abnormal behaviors.  
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１．研究開始当初の背景 
 転写因子 ATF-2 は 1989 年に私が発見した

転写因子で、CRE と呼ばれる配列に結合して転写
を調節する。特徴的な構造として、Ｎ端側にメタ



ルフィンガー構造とＣ端側に B-Zip構造を持
ち、CRE-BPa や ATF-7 と共に遺伝子ファミ
リーを形成している。ATF-7 と CRE-BPa は
主に転写を正に制御するのに対して、ATF-7
は主に負に制御することが分かっている。 
これまで、in vitro の培養細胞を用いた実験
系を中心にして、ATF-2 遺伝子ファミリーメ
ンバーはストレスで活性化された p38 や
JNK で直接リン酸化されて活性化され、アポ
トーシスを誘導することが分かってきた。し
かし、生体内でどのような生理現象に関与し
ているのか、詳しくは分かっていなかった。 
  私は ATF-2 ファミリーメンバーの in vivo 
での生理的な役割を理解するために、これま
でそれぞれのメンバーの遺伝子欠損マウス
を作製して解析してきた。その結果 ATF-2 
遺伝子ホモ欠損マウスは胎便吸引症で出生
後数分で死亡した(Maekawa et al, 1999)。一
方、ヘテロ欠損マウスは雌で生後一年以上経
過すると高頻度で乳癌の発症が見られた
(Maekawa et al, 2007)。CRE-BPa 遺伝子の
ホモ欠損マウスも肺の形成不全で出生後死
亡するが、ATF-7 遺伝子欠損マウスは体が
10％程度小さく成る程度で、一見正常に見え
ることが分かってきた。 
 
２．研究の目的 

ATF-2 ファミリーメンバーの遺伝子欠損
マウスを作製・解析して、マウス個体での
個々のメンバーの生理的な役割を理解する
ことが研究の目的である。具体的には、 
（1）Atf-2+/-Cre-bpa+/-のダブルヘテロ欠損マ
ウスを飼育していると、加齢しても肥満化し
にくい傾向があることが観察された。○1  そ
こでMEFを用いてin vitroで脂肪細胞への分
化実験を行った。その結果、ATF-2 と
CRE-BPaがPPARγ2とC/EBPαの発現に関
与する事が分かってきたので、そのメカニズ
ムを明らかにする。 

○2  また、ATF-2 ファミリーの上流で働く
p38 の阻害剤をマウスに直接投与すると体重
の増加が 40％以上抑制されることが明らか
になった。そこで、脂肪細胞の分化と
p38-ATF-2 経路の関連を解析してATF-2 フ
ァミリーの新たな役割を解明すると同時に
肥満の予防に役立つ薬剤の開発を行う。 
（2）ATF-7 遺伝子欠損マウスで様々な行動
実験を行った結果、セロトニンに関係する行
動異常が見られた。DNAマイクロアレイを用
いて発現に差のある遺伝子を解析すると、脳
幹部の背側縫線核でのセロトニンレセプタ
ー5b(5Htr5b)の過剰発現が原因である事が
明らかに成った。そこで、○1  p38-ATF-7 の経
路がどのようなメカニズムで 5Htr5bの発現
制御を行い、行動異常に繋がるのかそのメカ
ニズムを明らかにする。ATF-7 はmAMを介
してヒストンメチル化酵素SETDB1 をリク
ルートする事が出来るので、特にヒストンの

メチル化との関連を明らかにする。 
 ○2  野生型マウスに様々なストレスを与えた結
果、離乳直後のマウスを一ヶ月間個別に飼育する
分離ストレスを与えるとATF-7遺伝子欠損マウス
で見られる行動異常が部分的に再現できることが
分かった。そこで、このように長期の慢性的なス
トレスをかけたマウスでの 5Htr5bの発現とヒス
トンのメチル化との関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）ATF-2 とCRE-BPaがどのように肥満に関与
するのか、○1 先ずAtf-2+/-Cre-bpa+/-ダブルヘテロ
欠損マウスの脂肪を含めた各組織の重さを比較す
る。脂肪の付き方や量に関してはCTスキャナーを
用いて詳細に解析する。 
○2 次に、インシュリンやグルコースに対する感受
性を調べる。 
○3 この時、肥満に関係するアディポカイン等の血
中濃度と同時に脂肪酸やコレステロールの濃度も
測定して、野生型マウスとの違いを比較する。 
野生型マウスに高脂肪食を投与する時に、ATF-2

と CRE-BPa の上流で働く p38 の阻害剤を同時に経
口投与すると体重の増加が顕著に抑制されること
が予備実験で分かっている。そこで、 
○4 p38 阻害剤を経口投与したマウスを用いて、ダ
ブルヘテロ欠損マウスと同じく、脂肪の付き方や
量をCTスキャナーで測定する。 
○5 また、インシュリンやグルコースに対する感受
性、アディポカインや脂肪酸およびコレステロー
ルの血中濃度も同様に調べる。 
○6 次にPPARγ2とC/EBPαのプロモーターを用い
てin vitro のレポーターアッセイ系でATF-2 や
CRE-BPa、ATF-7 によってこれらの遺伝子が直接ど
のようなメカニズムで転写が活性化されるのかを
検討する。 
○7 また、脂肪細胞に分化するときにシグナル伝達
系の上流で働くと想定されるBMPやp38 がどのよ
うにATF-2 遺伝子ファミリーの転写制御に関わっ
ているのかについても検討する。 
○8 代謝には様々な酵素が関与するが、代表的な律
即酵素の発現をリアルタイムRT-PCR法で肝臓や筋
肉、及び脂肪で測定して、これらがp38 の経路に
関係していないことを確かめる。 
○9 また、Atf-2-/-Cre-bpa-/-の MEFが脂肪細胞への
分化能が低い事が分かっている。そこで、DNAマイ
クロアレイを用いて脂肪分化誘導時に野生型と
Atf-2-/-Cre-bpa-/-の MEFでの発現量に差のある遺
伝子を検索し、脂肪分化に関与する新規の遺伝子
をスクリーニングする。 
（2)○1  ATF-7 遺伝子欠損マウスを用いて、脳幹
のどの部分で 5Htr5bの過剰発現が見られるのか、
in situハイブリダイゼーション法で確かめる。 
○2 離乳直後のマウスを集団から隔離して、一ヶ月
間個別に飼育して分離ストレスを与えると、
ATF-7遺伝子欠損マウスと良く似た行動異常が見
られるが、この時もまた、5Htr5bの過剰発現が見
られるのか、in situハイブリダイゼーション法で
確かめる。 



○3 分離ストレスを与えたマウスを用いて、脳
幹部の背側縫線核でATF-2 とATF-7 のリン酸
化がどのように変化するのかを免疫染色法
とウエスタンブロッティング法で調べる。 
○4 また、その時の 5Htr5b遺伝子の転写制御領
域のATF-2 とATF-7 の結合の変化とヒストン
H3K9 のトリメチル化の変化をクロマチンIP
法で調べる。 
変化が確認できれば個別飼育の期間や回数
を増加させて 5Htr5b 遺伝子の転写と ATF-2
と ATF-7 の結合の変化及びヒストン H3K9 の
トリメチル化の関連を詳細に調べる。 
○5 また、ATF7 ノックアウトマウスの背側縫線
核でのセロトニンの濃度を測定して 5Htr5b
のオートレセプターとしての機能も確認す
る。 
(3) ATF-2 と ATF-7 の脂肪細胞及び脳•神経系
でのそれぞれの生理的な役割を理解するた
めに in vitro と in vivo の両面から ATF-2
及び ATF-7 の複合体を精製して、構成するタ
ンパク質のプロテオーム解析を行う。 
○1 具体的には FlagタグとHAタグを付けた
ATF-2 及びATF-7 をHeLa細胞やマウス個体で
発現させて、Flag抗体とHA抗体を用いて
ATF-2 及びATF-7 の複合体を精製する。複合
体に含まれる蛋白質をMAS解析して、新規の
遺伝子が見つかればその生理的な役割を明
らかにする。 
 
４．研究成果 
 私達はこれまで ATF-2 ファミリーメンバ
ーのin vivo での生理的な役割を理解するた
めにそれぞれの遺伝子欠損マウスを作製し
て解析してきた。本研究において以下の事を
明らかにした。 
(1) Atf-2+/-Cre-bpa+/-のダブルヘテロ欠損マ
ウスはやせ形の表現系を示した。先ず、各臓
器の重さを比較した結果、内臓脂肪と皮下脂
肪の割合が野生型に比べてAtf-2+/-Cre-bpa+/-

のダブルヘテロ欠損マウスで有意に減少し
ていることが明らかになった(図１)。褐色脂
肪の割合に有意差は見られなかった。 

また、マウスのインシュリンやグルコースに
対する感受性も有意に改善していた。 
 そこで MEF を用いて in vitro で脂肪細胞
へ の 分 化 実 験 を 行 い 、 野 生 型 と
Atf-2-/-Cre-bpa-/-の MEF で経時的に発現して
い る 遺 伝 子 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、
Atf-2-/-Cre-bpa-/-の MEF で PPARγ2 の発現が

野生型と比較して大きく低下していることが分か
った。MEF を用いたレポーターアッセイを行い、
PPARγ2 遺伝子の転写制御メカニズムを詳しく解
析した結果、ATF-2 と CRE-BPa が PPARγ2 の CRE
に結合して BMP 依存的に発現を促進している事が
明らかになった。 
次に、ATF-2 ファミリー遺伝子の上流で働く

p38 の活性阻害剤をマウスに直接経口投与して、
その効果を調べた。その結果、高脂肪食を投与し
た野生型マウスにおいて、p38 の活性阻害剤を経
口投与した群では体重の増加が 40％以上抑制さ
れることが明らかになった。CT スキャナーを用い
て脂肪の蓄積を画像解析した結果、この時、内臓
脂肪と皮下脂肪の割合が有意に大きく低下してお
り、マウスのインシュリンやグルコースに対する
感受性も有意に上昇していた（図２）。 

 
 
 
 
 

また、脂肪組織におけるマクロファージの浸潤の
程度や TNFα、レプチン、遊離脂肪酸、コレステ
ロールの血中濃度も p38 阻害剤の投与によって大
きく低下した。以上の事から脂肪細胞の分化には
p38-ATF-2 +CRE-BPa 経路が関与する事が明らかに
成った。また、p38 の活性阻害剤は抗肥満薬とし
て機能することが分かり、これまで副作用も全く
認められていない。 
またこの時、代謝に関係する重要な遺伝子の発

現が Atf-2+/-Cre-bpa+/-のダブルヘテロ欠損マウス
で有意に変化していないかどうかを確認した。グ
ルコース代謝や TCA サイクル、コレステロール合
成、エネルギー消費等に関する合計 14 種類の酵素
の発現を野生型と Atf-2+/-Cre-bpa+/-のダブルヘテ
ロ欠損マウスの脂肪、肝臓、筋肉で比較したが、
有意な差は認められなかった。24 時間の酸素消費
量を測定した結果、Atf-2+/-Cre-bpa+/-のダブルヘ
テロ欠損マウスで野生型と比較して有意な増加が
認められた。 
肥満は現在先進国で大きな社会問題になってい

るが、有効な治療薬が無いのが現状である。本研
究の結果、p38 阻害剤が肥満予防薬として役立つ
可能性を示すことができた。 
 
(2）様々な行動実験を行った結果、ATF-7 遺伝子
欠損マウスは音に対する驚愕実験と PPI 及びビー
玉隠し実験で異常を示した。これらは、いずれも
セロトニンに関係する行動異常であった。そこで、
セロトニン神経の中枢である脳幹部で発現してい
る遺伝子を野生型と ATF-7 遺伝子欠損マウスでマ
イクロアレイを用いて比較した。その結果、5Htr5b
の過剰発現が明らかになった。in situ ハイブリダ



イゼーション法を用いて、脳幹部のどの領域
で 5Htr5b の過剰発現が起こっているのかを
確かめた結果、背側縫線核での過剰発現が原
因である事が明らかに成った（図３）。 
 

 次に、p38-ATF-7 の経路がどのようなメカ
ニズムで 5Htr5b の発現制御を行い、行動異
常に繋がるのかそのメカニズムを解析した。
先ず、ゲルシフトアッセイ法で ATF-7 が
5Htr5b 遺伝子のどの領域に結合するのかを
調べた結果、転写開始点上流域に CRE 配列に
良く似た 3ヶ所の結合領域が見つかった。 

縫線核由来の神経細胞 RN46Aを用いてレポ
ーターアッセイを行った結果、ATF-7 は
5Htr5b 遺伝子の転写開始点上流に結合して
転写を抑制していることが明らかになった。
さらにこのことを確かめるために、ATF-7 の
結合部位 3ヶ所に変異を導入して ATF-7 が結
合できない配列に変えると ATF-7による転写
の抑制は解除された。 

また、ATF-7 は mAM を介してヒストンメチ
ル化酵素 SETDB1 をリクルートしている事を
免疫供枕実験で確かめた。 

以上の結果とクロマチン IP 法で得られた
結果から、ATF-7 遺伝子欠損マウスでは転写
制御領域で SETDB1 をリクルートできず、ヒ
ストン H3K9 のメチル化が低下する事から
5Htr5b の発現の亢進が起こる事が明らかに
成った。5Htr5b はセロトニンのオートレセプ
ターとして機能することが示唆されており、
過剰発現によって放出されたセロトニンが
素早く再吸収されるために、セロトニン濃度
の低下を招いて行動異常を起こすと予想さ
れる。 
 野生型マウスに隔離ストレスを与えると、
背側縫線核での 5Htr5bの過剰発現が起こり、
ATF-7 遺伝子欠損マウスと同様の行動異常が
見られた（図４）。 

この時、脳幹部での ATF-2 と ATF-7 の活性化
ドメインのリン酸化が顕著に亢進している

ことが確かめられたが、ATF-7 のリン酸化がより
顕著に亢進していた。また、クロマチン IP の実験
結果から、リン酸化された ATF-7 は 5Htr5b 遺伝子
の転写制御領域から遊離することが明らかになっ
た。 
 隔離ストレスを与えたマウスはヒトの引き篭も
りに似た性質を示すことが多い。今回の実験結果
から、ATF-7 の活性化を未然に防ぐ事ができれば、
神経症の発症を抑制する事ができると考えられ、 
ATF-7 を活性化する生理学的なストレスの解明と
その阻害剤の探索が注目される。 
 
(３）Flag と HA タグを付けた ATF-2 を HeLa 細胞
で発現させ、核抽出液を Flag と HA 抗体を用いて
精製し、MAS 解析を行った。その結果、Rb 結合蛋
白質と HDAC1 が ATF-2 と特異的に相互作用するこ
とが明らかになった。 
 これらの相互作用の意味をマクロファージを用
いて探った。マクロファージを LPS や CpG で刺激
すると ATF-2 の Ser71 がリン酸化されて活性化さ
れた。LPS で誘導される遺伝子群を詳細に調べた
結果、Socs-3 の発現誘導が ATF-2 のノックダウン
によって顕著に阻害されることが明らかになった。 
 RAW264.7 細胞を用いたレポーターアッセイで
LPS 刺激によって ATF-7 がリン酸化され、HDAC1
が ATF-2 と相互作用し、Socs-3 の発現を誘導する
ことが明らかになった。 
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