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研究成果の概要（和文）：アポトーシス細胞の貪食除去の抑制が、慢性呼吸器疾患と肺の繊維化の病態にどのよ
うに影響しているのかを研究した。まずマクロファージcell line、マウスの肺胞マクロファージを用いて、喫
煙などにより生じる小胞体ストレスがアポトーシス細胞クリアランスを抑制することを明らかにした。肺の慢性
疾患の発症に関与していると考えられている喫煙は、肺胞マクロファージに小胞体ストレスを生じ、これに反応
してunfolded protein response蛋白であるPERK-eIF2α経路を介してRhoAを活性化し、アポトーシスの貪食除去
を抑制していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied how impaired removal of apoptotic cells contribute to the 
pathogenesis of chronic respiratory disease and fibrosis of the lung. First, using macrophage cell 
lines and mouse alveolar macrophages, we showed that endoplasmic reticulum (ER) stress inhibited 
apoptotic cell clearance via activation of RhoA. ER stress caused by cigarette smoke induced 
unfolded protein responses(UPR). We proved that ER stress inhibited apoptotic cell clearance through
 PERK-eIF2α, one of UPR pathways.  

研究分野： 細胞生物学　

キーワード： 肺胞マクロファージ　アポトーシス　efferocytosis　小胞体ストレス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺気腫や肺線維症などの慢性肺疾患は、進行性に悪化し現在の医療では健康な肺に戻すことは不可能である。こ
れまで炎症を抑制する薬剤や線維化を直接抑制する薬剤が開発され、試されてきているが満足できる効果は得ら
れていない。本研究では肺の炎症終息時に生じる死んだ細胞（アポトーシス）をいかに速やかに処理できるかが
このような疾患の発生機序に重要であるという仮説のもと研究を行なった。アポトーシス細胞を除去するマクロ
ファージの処理機能が、喫煙などにより生じた小胞体ストレスによって抑制された。このような疾患と関連する
細胞の機能異常のメカニズムを明らかにすることは、難治な疾患の創薬や、より詳細な疾患の理解に繋がる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 変異蛋白の産生や、急性炎症などでの過剰な蛋白の産生により誘導される小胞体スト
レスは、その防御機構である蛋白質恒常性(以下, proteostasis)維持機構が破綻するとそ
の細胞機能が損なわれ、糖尿病、動脈硬化、神経疾患、炎症性腸疾患など様々な慢性疾
患の原因となることが知られている 1。呼吸器領域においても、SFTPC や CFTR の変異
蛋白の蓄積から上皮に生じた小胞体ストレスが、それぞれ肺線維症や囊胞性線維症の主
要な原因ということが分かってきた。また喫煙により II 型肺胞上皮に生じた小胞体スト
レスがアポトーシスや炎症惹起を介して肺気腫の原因となること 2 も報告され、小胞体
ストレスは肺線維症や肺気腫などの慢性肺疾患の新しい治療ターゲットとなる可能性
が高い 3。 
 肺胞マクロファージ(以下,AM)は気腔における最も重要な細胞の一つである。II 型肺
胞上皮のみならず、喫煙や粉塵吸入などによって生じた小胞体ストレスは AM において
も重要である。したがって、小胞体ストレスによるＡＭの機能の変調を明らかにするこ
とは、慢性肺疾患のメカニズムの理解につながるはずである。しかし動脈硬化における
マクロファージの研究とは対照的に、AM に生じる小胞体ストレスは全く研究されてこ
なかった。 
 研究代表者はこれまで、AM を中心として肺の炎症終息と組織修復について研究を継
続してきた。この中で AM はアポトーシス好中球を貪食(以下,efferocytosis)し、炎症を
終息させ同時に肝細胞増殖因子(以下,HGF)を産生して傷害された肺胞上皮を再生する
こと 4、efferocytosis に Rho-GTPase の RhoA の制御が重要であること 5 などを通じ、
efferocytosis の障害が慢性肺疾患の一因であることを解明してきた。中でも、肺線維症
患者において efferocytosis が抑制されていることを明らかにしたこと 6と、アスベスト
によって生じる小胞体ストレスが肺の線維化に関与しているとの報告があり 7、小胞体
ストレスによる AM の機能低下が、肺組織線維化の治療ターゲットとなる可能性が示唆
された。 

 
２．研究の目的 

肺の線維化を呈する慢性呼吸器疾患のメカニズムの一つと考えられる小胞体ストレス
が引き起こす efferocytosis の抑制について、その分子メカニズムを明らかにし、改善効
果を有する薬剤の探索を行う。これにより、肺の線維化を伴う慢性呼吸器疾患の新しい
治療戦略の基礎となる知見を得る。 

 

３．研究の方法 
マウスと肺胞マクロファージ： 
マウス J774.1 マクロファージ（J774 細胞）および RAW264.7 マクロファージ（RAW 細胞）を

ATCC から購入して使用した。10%熱不活化ウシ胎児血清（FBS）、2mMｌ-グルタミン、100mg/ml

ストレプトマイシン、および 100 U/ml ペニシリンを添加した Dulbecco's modified Eagle 
medium（DMEM）を用いて培養した。ヒト白血病 Jurkat T 細胞は ATCC から購入し、RPMI 
1640 を用いてマクロファージと同様に培養した。 

8〜10 週の ICR マウス（メス）を用いて、麻酔薬で安楽死させた後気管切開をして気管にカニ

ュレを挿入し、100mMEDTA を含む PBS で肺胞洗浄して肺胞マクロファージ(AM)を回収した。

肺胞マクロファージは PBS で洗ったのち、上記マクロファージ cell line と同様に培養した。 

小胞体ストレスの検出： 

ER ストレスを定量するため、リアルタイム RT-PCR により UPR シグナル伝達分子の mRNA レベ

ルを検出した。細胞（1-2×10６）を、無血清、アルブミン含有 DMEM を用いて 6穴プレート

中で培養した。RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて RNA を抽出し、cDNA は SuperScript 
III（Invitrogen）を用いて合成した。合成した cDNA をリアルタイム PCR のテンプレートと

して使用した。反応酵素として SsoFast EvaGreen Supermix with Low ROX（Bio-Rad）を、

CHOP、BiP、sXBP-1、total XBP-1 およびβ-アクチンに使用したプライマーは、以前に報告

されているものを用いた 2。 



貪食実験： 

Jurkat T 細胞は 312 nm（Fotodyne）の UV 照射を 10 分間照射後 FCS を含まない RPMI1640
中で 37℃、5%CO2中で 3時間培養することによって誘導した。 

アポトーシス細胞貪食実験は、J774 細胞または RAW 細胞を、3×105個の細胞を 24 ウェルプ

レートのガラスカバースリップ上に培養して行なった。TM、TG および salubrinal の効果を

試験する場合はアッセイの 6 時間前に TM または TG を添加し Y27632 はアッセイの 15 分前

に細胞に添加した。GSK2606414 および irestatin9389 の効果を試すときは、TM による刺激の

開始時に細胞に添加した。 

貪食実験は、各ウェルにアポトーシス Jurkat T 細胞 3×106個をマクロファージに添加し、37℃

の 5％CO2 中で 60分間共培養した後、氷で冷やした PBS で 3 回洗浄し Diff Quik で染色して油

浸レンズを用いて顕微鏡でカウントし、貪食された細胞/カウントしたマクロファージ＝貪食

率で算出した。マウス AM は、1×105細胞/ウェルの濃度で 8穴 Lab-Tek チャンバーガラスス

ライド上で培養して、5×105アポトーシス Jurkat T 細胞を使用した。 

ROCK アッセイ： 

J774 細胞における RhoA/Rho-キナーゼ(ROCK)活性を評価するために、市販の ROCK 活性

EIA キット(Cell Biolabs)を使用した。 

 

４．研究成果 

小胞体ストレスはマクロファージ細胞株の efferocytosis を阻害した。 

N-linked protein glycosylation を阻害

することで小胞体ストレスを促進する

tunicamycin(以下, TM）は、J774 と

RAW264.7 に対して UPR 遺伝子 BiP、
CHOP、sXBP-1 の発現を誘導すること

を確認したうえで、efferocytosis に対

する ER ストレスの影響を検証した。

そ の 結 果 、 小 胞 体 ス ト レ ス が

efferocytosis を抑制すること(図１ab)

が明らかになった。J774 細胞によるカ

ルボキシル化ビーズの貪食もＴＭによ

り抑制された（図１c）。小胞体 Ca2+ 
ATPase 阻害剤を阻害して小胞体スト

レスを誘導する Thapsigargin（TG）も

J774 細胞の貪食を抑制した（図１d）。 

 

小胞体ストレスによるマクロファージの efferocytosis 抑制は、RhoA の活性化による。 

RhoA の活性化は efferocytosis を抑制することが知られているため、TM で処理した J774 の

RhoA 活性を測定した。その結果、TM を 1g/ml または 10g/ml で処理すると、用量依存的に

RhoA 活性が増加することがわかった（図

２a）。TM が RhoA/ROCK 依存的に

efferocytosis を抑制することを確認する

ために、Y27632 が TM（10μg/ml）の存在

下で J774 細胞の efferocytosis の障害から

救うことができるかどうかを試験した。図

２bに示すように、10μMの Y27632 は TM
によって誘発された efferocytosis を回復

させることができた。 

 

 

 



PERK-eIF2経路は、ER ストレスによる細胞の活性化を阻害する上で重要な役割を果たしてい

る。 

小胞体ストレスは、細胞の恒常性を回復するために 3つの UPR 経路である PERK、転写因子

6（ATF6）、イノシトール要求酵素 1（IRE1）が活性化される。eIF2脱リン酸化阻害剤

（salubrinal,EC50=~15M）と IRE1 阻害剤（irestatin 9389）の効果を TMで処理した J744 細胞

で検討した。興味深いことに、100μMの salubrinal は efferocytosis を強く抑制したが、2.5μ

M のイレスタチン 9389 は未刺激の細胞

と TM処理細胞では efferocytosisに影響

を与えなかった（図３a）。PERK/eIF2
が、ER ストレスによる efferocytosis 阻

害のメカニズムに重要な役割を果たし

ている可能性があると考え、ERK 阻害

剤である GSK2606414 25 を用いて、TM 
誘発性の Efferocytosis 抑制に対する効

果を検討したところ、用量依存的に改善させることがわかった（図３b）。 

 

GSK2606414 と TUDCA は CSE 誘導 RhoA 活性化を減少させた。 

次に、慢性呼吸器疾患の原因として関連の強い喫煙との関連を調べた。タバコの煙抽出物（CSE）
を作成し、喫煙による小胞体ストレスが同様に efferocytosis を抑制することと、それを改善

させる薬剤を検討した。CSE は UPR 遺伝子 BiP, CHOP, sXBP-1 の発現を用量依存的に増加さ

せ、20%の CSE が適当な濃度であると確認した。 

J774 細胞を GSK2606414 で 30 分間前処理した後、6 時間 20％CSE で処理した細胞を用いて

ROCK 活性を測定した。その結果

GSK2606414 は CSE による ROCK 活性を

抑制し、これまでに報告されている CSE
による RhoA 活性化に PERK/eIF2経路

が関与していることを示唆した(図４b)。

次に、化学シャペロンと抗酸化剤の両方

として知られ、哺乳類にも安全に使用で

きる TUDCA を試したところ、CSE によ

って誘発された ROCK 活性が用量依存的

に低下した（図４a）。 

 

TM はマウス AMs の efferocytosis を PERK-eIF2経路依存的に抑制した。 

最後に、以上の知見をマウス AM で再現できるかを検討するために、ICR マウスから採取し

たマウス AM を用いて実験を行った。最初に、10μg/ml の TM の効果をマウス AM で再現し

た(図５a)。次に、マウス AM を 10g/ml

の TM、100μMの salubrinal、GSK2606414
で処理した実験でも、上記と同様に小胞

体ストレスの efferocytosis 抑制を認め

(図５b)、PERK-eIF2経路が重要である

ことを確認した。 

 

考察 

タバコの煙への曝露は、マウスやヒトの細胞でマクロファージによる efferocytosis の障害を

引き起こすことが知られており、いくつかのメカニズムが示唆されている 8,9。 特に喫煙にお

いては、RhoA 活性が重要 8 だが、細胞の機能維持に極めて重要な RhoA を標的とした薬剤は

安全性に大きな懸念がある。酸化ストレスは RhoA/ROCK 経路を活性化することにより、

efferocytosis を阻害するとされ、抗酸化剤が煙曝露による efferocytosis の障害を回復させる

ことが報告されている 10。慢性肺疾患における小胞体ストレスと酸化ストレスは、その病態に



おいて絡み合っている。タバコの煙刺激下では、酸化ストレスがタンパク質の過剰産生と酸化

的タンパク質フォールディング干渉を介してタンパク質のミスフォールディングを引き起こ

し、最終的には小胞体ストレスを誘発する可能性がある。本研究では、酸化ストレスとは無関

係に小胞体ストレスを誘導する TM と TG を用いて、小胞体ストレスが RhoA 活性化を誘導

することを示した。また、CSE 誘導 RhoA 活性化は PERK 阻害剤である GSK2606414 と 
TUDCA により正常化されることを示した。TUDCA は、神経変性疾患や眼障害の動物モデル

において、化学シャペロンとしてだけでなく、抗酸化剤としても機能することが知られている

が、ヒトにも安全に投与できる。これらの結果は、小胞体ストレスが efferocytosis のタバコの

煙関連肺疾患の治療標的となる可能性を示している。 
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