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研究成果の概要（和文）：ATF6ノックアウトマウスの解析で骨密度は増加することを確認した。骨密度増加の原
因が、骨形成能の増加か骨吸収能の低下を調べた。骨代謝マーカーや組織学的検討でも、骨形成能が増加してい
ることを示唆する結果を得た。培養細胞の実験では、マウスの頭蓋骨から採取した前骨芽細胞に対しBMP-2で分
化誘導をかけたところ、ATF6ノックアウト細胞で骨芽細胞への分化能が亢進していた。さらに、経時的に遺伝子
発現を確認したところ、骨形成マーカーはATF6ノックアウト細胞でより増加していた。細胞での染色でも、同様
の結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We confirmed that the bone mineral density was increased in ATF6 knockout 
mouse. We investigated the increase in bone formation capacity or the decrease in bone resorption 
ability as the cause of the increase in bone density. Bone metabolism markers and histological 
examination also gave results suggesting that osteogenic formation increased.
In vitro, the differentiation of osteoblast induced with BMP-2 was performed in the osteoblastic 
cells collected from the skull of mice, and the ability to differentiate into osteoblasts was 
enhanced in ATF6 knockout cells. Furthermore, the bone formation marker was more increased in ATF6 
knockout cells. Similar results were obtained by staining with cells.

研究分野： 骨代謝

キーワード： 骨代謝　小胞体ストレス
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１．研究開始当初の背景 

全ての細胞では、小胞体ストレス応答と呼
ばれる適応機構によってタンパク質の品質
管理が行われている。小胞体に折りたたみ不
全のタンパク質が蓄積すると小胞体膜に存
在するセンサーからシグナルが発せられ、以
下の応答により小胞体ストレスを軽減して
いる (1).新たなタンパク質の合成を停止し
小胞体の負担を軽減する翻訳抑 (2).タンパ
ク質の折りたたみを助ける分子シャペロン
の誘導 (3).異常に折りたたまれたタンパク
質をユビキチン-プロテアソーム系で分解す
る小胞体関連分解 (4).これらで対応不能に
なった場合にはアポトーシスが誘導される。 

この小胞体ストレス応答にはたんぱく質
の品質管理といった古典的な働き以外にも
様々な働きがあることが近年明らかにされ
てきた。しかしながら、骨代謝における小胞
体ストレス応答については十分にわかって
いないため、本研究で明らかにすることとし
た。 

 

２．研究の目的 

われわれは、小胞体ストレス応答を制御し
ているタンパク質の中の１つである ATF6 の
ノックアウトマウスで骨密度が上昇するこ
とを新たに見出した。ATF6 はタンパク質の
折りたたみを助ける分子シャペロンの誘導
に深く関わっていることが知られている。骨
密度増加の原因が、この分子シャペロン誘導
によるものなのか、他の作用によるものかを
明らかにし、さらに骨形成機能の亢進がみら
れているこのノックアウトマウスを利用し、
骨折や骨粗鬆症モデルマウスの実験基盤を
構築することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

骨密度増加の原因が、骨形成に関わる骨芽
細胞の機能亢進による影響か、骨吸収に関わ
る破骨細胞の機能低下によるものかを明ら
かにする。 

 
(1)．in vivo の解析：野生型マウスと ATF6
ノックアウトマウスの骨密度の計測、血清の
骨代謝マーカーの測定、大腿骨 RT-qPCRで骨
形成マーカーの遺伝子発現の評価、組織学的
な評価を行う。 
 
(2)．in vitro の解析：ノックアウトマウス
由来の骨芽細胞を用いて機能解析を行う。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
(1)．ATF6 ノックアウトマウスの骨密度（大
腿骨）(図 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
大腿骨の骨密度は、8 週齢マウス以降で増加
していた。 
 
(2)．骨形成能の評価 
 骨形成マーカーである osteocalcinを測定
したところ、ATF6ノックアウトマウスで増加
していた(図 2)。さらに、大腿骨から精製し
た mRNA で、qPCR を行ったところ、Col1a-1
や Osteonectin・Osteocalcin といった骨形
成マーカーの遺伝子発現が増加していた(図
3)。 
 
図 2．血清中の osteocalcin 量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．大腿骨 RT-qPCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 組織学の評価として、カルセインを腹腔内
に間隔をあけ注射し、骨にラベリングを行い
その 2本のラベルの間の距離から石灰化速度
を比較した(図 4)。ATF6のノックアウトマウ
スの方が、ラベリングされた間隔は広がって
おり、骨形成能が亢進していたこと。さらに、
ALP染色では ATF6ノックアウトマウスで強染
色されており、骨形成能が高まっていること
が分かった(図 5)。 



図 4 カルセインラベリング 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ALP染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3．骨芽細胞分化の評価 
 Day0 マウスの頭蓋骨から前骨芽細胞を採
取し、BMP-2 を投与し骨芽細胞分化を促し、
アリザリンレッド染色および von Kossa 染色
を行い、分化の程度を比較した。ATF6 ノック
アウトでは、骨芽細胞分化が亢進しており、
いずれの染色でも強染されていた（図 6）。ま
た、分化 1週間目の ALP活性を測定したとこ
ろ、ATF6ノックアウトで増加していた(図 7)。 
 
図 6 骨芽細胞分化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 ALP活性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 骨形成マーカーを経時的(day0, 3, 7, 10)
に評価した。ALPおよび Osteocalcinともに、
ATF6 ノックアウト細胞で遺伝子発現は増加
していた(図 8)。以上より、ノックアウトマ
ウスでみられた骨形成能の亢進と矛盾なく、
培養細胞においても、ATF6ノックアウト細胞
で骨芽細胞分化は亢進していることが明ら
かになった。 
 
図 8 ALPおよび OCNの遺伝子発現の評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ATF6ノックアウト細胞に対し、Retrovirus
を用い ATF6 を再導入し、これまでと同様に
骨芽細胞の分化実験を行い ALP活性の測定を
行った(図 9)。すると、ATF6 ノックアウトで
更新していた ALP活性は、ATF6 を再導入した
細胞では野生型を変わらない値となってい
た。このことから、ATF6は骨芽細胞分化に抑
制的に働いていることが明らかになった。 
 
図 9 ATF6再導入後の ALP活性 
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