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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレス誘導遺伝子、スタニオカルチン2(STC2)作用
を個体レベルで検討し、病態、特に老化での役割を明らかにするSTC2遺伝子改変マウ
スを作成し解析した。老化モデルKlothoマウスとの交配したところ、STC2ノックアウ
トにより Klohto マウスの重要な表現型の一つである骨軟化症を軽減していた。STC2
の重要な機能として骨代謝への作用がin vivoのレベルで示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The role of a novel ER stress related gene, Stanicalcin2 
(STC2) remain clear. To clarify the function of STC2 in vivo, we generated STC2 
knock out mice. Deletion of STC2 rescuers osteomalasia in Klotho insufficiency, 
suggesting STC2 associated with bone metabolism. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、小胞体ストレスが疾患の病態に直

接関連しているとする報告が多数あり、コ
ンフォメーション病、あるいはフォールデ
ィング病として新しい疾患概念として定着
してきた(1). 特に、アルツハイマー病、パ
ーキンソン病をはじめとする多くの神経変
性疾患では、脳内で異常蛋白質の蓄積が観

察され、小胞体ストレスが神経変性疾患の
共通の病態メカニズムではないかと注目さ
れている. さらに、脳虚血においてもPERK, 
IREの活性化が観察され、小胞体ストレス
は神経変性の病態に広く関わっていること
が示唆されている. しかし、その詳細な分
子機構は依然不明である. 我々は、マイク
ロアレイを用いて新規UPR誘導遺伝子
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stanniocalcin2（STC2）の同定に成功した(2). 
さらに、このSTC2は、小胞体ストレスの細
胞死を抑制する可能性を見出した. これら
の検討より、STC2は脳梗塞の神経細胞死に
関与し、STC2の細胞保護作用は神経疾患の
新しい治療ターゲットとして注目されてい
る. さらに、老化促進マウス、klothoマウス
の腎臓においてSTC2の発現が上昇し、老化
にも関与している可能性が示唆されている
(3). 本研究では、STC2遺伝子改変マウスを
作成し、STC2作用を個体レベルで検討し、
病態、特に虚血性脳血管障害、老化での役
割を明らかにするとともに、新規の創薬へ
の可能性を見出すことを目的とする.  
文献：1. C. Soto, Nat Rev Neurosci 4, 49 (2003). 
2. D. Ito et al., Mol Cell Biol 24, 9456 (2004). 3. 
K. Yahata, Biochem Biophys Res Commun 310, 
128 (2003) 
 
２．研究の目的 
Aim1: STC2 の神経細胞保護作用の分子機構
の解明 小胞体ストレスでのアポトーシス
は、Ca2+、ミトコンドリア/チトクローム C、
caspase-4/12、ER oxidaseなど幾つかの細胞死
の経路が存在することが報告されている(1,2). 
一方、STCの作用機序は、受容体を含め細胞
外、細胞内ともにその分子機構はまったく不
明である. 本研究の目標として STC2 の細胞
保護作用がどの経路に関与するのか、また、
その細胞内シグナル伝達機構を上述の培養
細胞系を用いて詳細な分子機構を明らかに
する.  
Aim2: STC2 ノックアウトマウスの作成と
STC2機能の In vivo解析 現在までに、STC2
の個体レベルの機能はほとんど検討されて
いない. また、我々の検討では脳虚血、アル
ツハイマー病モデルマウスで STC2の発現が
神経細胞で亢進が観察されているが、疾患モ
デルでの意義に関してはこれまでほとんど
検討されていない. 第二の目標として STC2
ノックアウトマウスを作成し In vivo での
STC2 の生理作用、役割を検討するとともに
疾患モデル（脳虚血、老化）を適用すること
によりその病態での意義を明らかにする. 
Aim3: 老化と STC2の関連 
老化における小胞体機能異常にはいくつ
かの報告が見られる. 加齢に伴い、小胞体で
の Ca2+ uptakeの異常、小胞体カルシウムチャ
ネルの活性低下が指摘されている(3). また、
前述のごとく加齢に伴う common diseaseの病
態（糖尿病、アルツハイマー病、パーキンソ
ン病、動脈硬化、II型糖尿病）に小胞体スト
レスは強く関与していることが示唆されて
いる. しかし、個体レベルでの小胞体ストレ
スと老化の関連には明確なエビデンスは得
られていない. 最近、老化促進マウスとして
確立している klothoマウス(4)は、加齢に伴い

腎組織で STC2の発現が亢進しており老化の
メカニズムに STC の関与を示唆する報告が
なされた(5). 我々の検討でも加齢に伴い大脳
皮質で STC2 が発現亢進することを観察して
いる. Aim3の目標として、STC2ノックアウ
トマウスの老化現象を生化学的、組織学的検
索を行いその生理作用を検討する. さらに、
klothoマウスと交配し、寿命（生存曲線）、加
齢に伴う神経細胞の減少、動脈硬化、骨密度、
肺気腫、皮膚の萎縮などの老化現象は詳細に
検討する.  
文献：1. Xu C, et al. J Clin Invest 115, 2656 
(2005). 2. C. Y. Liu, R. J. Kaufman, J Cell Sci 116, 
1861 (2003). 3. W.J. Pottorf et al. J Auton 
Pharmacol 20, 281 (2000). 4. M . Kuro-o, et al. 
Nature 390, 45 (1997). 5. K . Yahata et al., 
Biochem Biophys Res Commun 310, 128 (2003). 

 

 
３．研究の方法 
Aim1:これまでに、我々は siRNA、強制発
現培養細胞にてSTC2が小胞体ストレス細胞
保護作用示すことを確認しているが、現段階
ではその分子機構は不明である. STC2はそ
の構造によりカルシウムのホメオスタシス
に関与することが示唆されているが、そのエ
ビデンスは得られていない. さらに、STCの
生理活性が、細胞外からか、もしくは細胞内
で直接作用するのかも不明である. 本研究
では、まず、ER-retention signal (KDEL)を C
末端に付加することにより分泌されず細胞
内（特に小胞体内）に停留する STC2の作用
も比較する. 細胞死の評価は、すでに我々が
発表しているごとく、ストレス付加後
Hoechest、AnnexinVにて染色し蛍光顕微鏡
にてアポトーシス細胞数を測定する.  
Aim2： STC2の個体レベルでの生理作用、
そして疾患への関与、役割を解明する目的に、
STC2ノックアウトマウスを作成しその表現
型、そして疾患モデルの適用により病態での
意義を検討する. ターゲッティングストラ
タジーは、マウス STC2遺伝子の exon１と２
を nLacZと neoに置換する（Fig.2A）. 
Targeting vectorは、129系 ES細胞への導入、
G418と ganciclovir の 2剤による薬剤セレク
ションを行い、定法に従いノックアウトマウ
スを作成する. STC2ノックアウトマウスは、
生化学的、組織学的(H&E、alcian blue染色)
検査を行いその生理作用、発生過程での
STC2の関与を検討する. 神経疾患へのア
プローチとして、STC2-/-マウスで当研究室
ですでに多くの経験がある中大脳動脈一過
性閉塞モデル（intraluminal filament 法にて
90分間閉塞後再潅流）を作成し TUNEL染色、
MAP2染色、クリスタルバイオレット染色し、
Computerized digital image analysis system 



 

 

(Inquiry, Loats Associates)を用いて梗塞巣を
定量する.  
Aim3：STC2の加齢や疾患への関与、役割を
In vivoレベルで解明することにある. 老化
促進マウス klothoマウスで STC2の発現と老
化のメカニズムの関与が示唆されている. 
我々も、加齢大脳皮質に STC2の発現が亢進
していることを確認している. そこで、
STC2-/-、STC2-/+、STC2+/+マウスの生存曲
線を比較するとともに、寿命、加齢に伴う神
経細胞の減少、動脈硬化、骨密度、肺気腫、
皮膚の萎縮などの老化現象は、各臓器パラフ
ィン切片を作成し組織学的に詳細に検討す
る. さらには、klothoマウスとの交配により
その表現型の変化を評価し、老化との関連を
明らかにする.  
 
４．研究成果 
Aim1: Stanniocalcin2の神経細胞保護作用の
分子機構の解明： 
 過度もしくは持続する小胞体ストレス下
では細胞にアポトーシスが誘導されること
が知られている. この細胞死のプロセスは、
近年大きく注目され、数多くの報告が見られ
る. 我々は siRNA、強制発現培養細胞にて
STC2が小胞体ストレス細胞保護作用示すこ
とを確認しているが、現段階ではその分子機
構は不明である. まず、STC2の生理活性が、
細胞外からか、もしくは細胞内で直接作用す
るかを解明するため、小胞体の retention 
signal (KDEL)を導入し非分泌型STC2を作成
した. 非分泌型 STC2は、細胞死に対する効
果の評価をするため、Hela cellsに遺伝子導
入そして thapsigargin投与後、Hoechstにて染
色、蛍光顕微鏡にてアポトーシスを同定しそ
の細胞数をカウントした. アポトーシスを
示した細胞の割合は、empty vector 20.3 2.6%、
野生型 STC2 14.5 1.25%、STC2-KDEL 
16.58 2.91%と分泌型 STC2（野生型）にのみ
細胞保護作用を認めたが(p=0.008)、非分泌型
STC2(STC2-KDEL)には、小胞体ストレス細
胞保護作用は認めなかった（Fig.1）. したが

って、STC2の細胞保護作用は、細胞外から

作用していると考えられた. 一方、
Stanniocalcin 2は、脳虚血、アルツハイマー
病でその発現が亢進することが知られてい
るが、他の変性疾患での作用は不明である. 
今回、神経変性過程で、小胞体ストレスが関
与していることが報告されている遺伝性運
動ニューロン疾患, seipinopathyにおいての
関与を検討した. 変異型 seipinを Neuro2a細
胞に強制発現し、STC2の発現を検討した. 
野生型と比して、変異型発現細胞では、小胞
体ストレスのマーカーである Bip/GRP78、
CHOPの発現が有意にみられた. また、ウェ
スタンブロットにおいて、STC2においても
その発現が亢進していた. したって、STC2
は運動ニューロン疾患、seipinopathyの病態
にも関与している可能性が示唆された（５．
主な発表論文等 英文論文（3）参照）.  
 
Aim2: Stanniocalcin2ノックアウトマウスの
作成と Stanniocalcin2機能の In vivo解析： 
本研究の目標はSTC2の個体レベルでの生理
作用、そして疾患への関与、役割を解明する
ことにある. そのために STC2ノックアウト
マウスを作成しその表現型を解析した(Fig. 
2, 3).  

形態学的、組織学的な検討を行ったが、有意
な異常は見いだせなかった. 繁殖力に問題
はなく、生後 1年たったマウスにも大きな異
常は見られていない. さらに、ロータロッ
ドによる運動機能の評価でも有意な変化は
認められなかった. 



 

 

神経疾患へのアプローチとして、当研究室
ですでに多くの経験がある中大脳動脈一過
性閉塞モデル（intraluminal filament 法にて
90分間閉塞後再潅流）を施し、脳虚血後 72h
で NeuN染色にて梗塞巣を定量した(wild 
type n=4, KO n=4,). しかし、統計学的な有意
差は認められなかった (梗塞巣の面積、wild 
type 35.6 6.8%, KO 37.1 12%). 
 

Aim3:老化と STC2の関連:  
一方、STC2と老化との関連を検討するため、
老化促進マウス Klotho マウスと STC2 ノッ
クアウトマウスを交配し、Klohto、STC2 の
ダブルノックアウトマウスを作成した . 
Klotho マウスの重要な表現型である低血糖、
カルシウムホメオスタシスについて検討し
た. 空腹時血糖、血清カルシウム、リン濃度
をでも、kl/kl,STC2(-/-)と kl/kl,STC2(+/+)を比
較した限り、いずれにおいても有意差を見出
せなかった. しかし、Klohto マウスの重要な
表現型の一つである骨軟化症については、
kl/kl,STC2(-/-)では骨代謝が改善しているこ
とを見出した. すなわち、kl/kl,STC2(-/-)：
31.3±2.4 (mg/cm2) (オス)、29.1±2.4 (メス)、
kl/kl,STC2(+/+)：28.4±2.1 (オス)、26.8±1.4 (メ
ス)と STC2(-/-)ではいずれも有意に骨密度
（DEXA）が改善していた（（p=0.03 (オス), 
p=0.04 (メス)）(Figure 4). さらに、類骨量、
石灰化速度も有意に改善していた. したが
って、STC2の新規の機能として骨の石灰化
抑止に作用することを見出した(Figure 5). 
今後は、STC2を利用したによる骨粗鬆症へ
の新たな治療戦略を確立したい.  
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