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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレス応答やオートファジーは、多くの細胞の生存に不可欠

の機構であり、生体の恒常性維持に寄与していると考えられている。しかしながら、腸管上皮

細胞におけるこの 2 つの機構のクロストークは、良く分かっていない。本研究者らは、小胞体

ストレス応答が、主に IRE1αを介し 2種類の腸管上皮培養細胞においてオートファジーを誘導

し、アポトーシス抵抗性、細胞の生存率に関わっていることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：Unfolded protein response and autophagy are important mechanisms 
for the proliferation and differentiation of many types of cells, and contribute to the 
maintenance of homeostasis. However, the crosstalk of these mechanisms in intestinal 
epithelial cells are yet unknown. Here, we present that autophagy in two cultured colonic 
cells is induced in response to unfolded protein response mainly by the signal of IRE1α, 
develops to resistance to apoptosis, and contributes to the viability of cells. 
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１．研究開始当初の背景 

クローン病は、消化管に潰瘍を形成する原因
不明の慢性特発性炎症性腸疾患である。民族
により発病率が異なること、高家族内集積性
が認められること、二卵性双生児よりも一卵
性双生児において疾患の一致率が高いこと
などから、遺伝的素因が関与する多因子疾患
と考えられている。クローン病の疾患感受性
遺伝子として、2007 年には ATG16L1 遺伝子、
IRGM遺伝子が同定された。この 2つの遺伝子

は、オートファジー機構に関わる遺伝子であ
るが、この解析結果が判明するまでは、クロ
ーン病の発症にオートファジーが関与する
ことは全く予想されていなかった。 
ところで本研究者らは、TNF-SF15が日本人ク
ローン病の疾患感受性遺伝子であることを
報告し（Gut. 2006 Oct;55）、引き続き機能
解析を継続してきたが、その研究途上で偶然
にも TNF-SF15 がオートファジーに関わるこ
とを見出した。すなわち、腸管上皮由来培養
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細胞株で TNF-SF15 刺激を加えると、オート
ファゴソームが形成されることを確認した
のである。 
オートファジーは、一般的に細胞内構成物の
代謝回転や飢餓、細胞内小器官の損傷、感染
時に誘導される自己分解機構である。この機
構は酵母から哺乳類まで広く備わっており、
生体維持に不可欠の適応機能と考えられて
いる。また TNF-SF15 は、血管内皮細胞、マ
クロファージ、リンパ球で発現し、T 細胞か
らのインターフェロンγの産生亢進を介し、
慢性炎症に寄与すると考えられている。以上
の知見を超えて、TNF-SF15とオートファジー
を結びつける仮説は未だ報告が無く、本研究
を推進し成果が得られれば、日本人クローン
病の病態形成にも欧米人で相関が確認され
たオートファジー機構が関与することを証
明できるのではと考えた。 
 

２．研究の目的 

本研究の当初の目的は、TNF-SF15がオートフ
ァジーを誘導するメカニズムを解明するこ
とと、その経路に障害があった場合なぜクロ
ーン病に至るのか、その理論を構築すること
である。さらに研究課程で、消化管粘膜上皮
におけるオートファジーの役割を明らかに
し、将来臨床応用に結びつくよう新たに着想
したテーマも適宜進行させることであった。 
 
３．研究の方法 

（1）ヒト LC3B遺伝子 cDNAの単離 
ヒトオートファゴソームの LC3B遺伝子 cDNA
を、消化管より抽出した mRNAを鋳型として
RT-PCRにより単離する。リンカープライマー
は、各々EcoRI制限酵素部位を有するよう設
計する。 
 
（2）発現ベクターの作成 
clonetech社の緑色蛍光蛋白EGFP発現プラス
ミド EcoRI部位に、ヒト LC3B遺伝子 cDNAを
in-frameとなるよう組み込み、GFP-LC3発現
ベクターを作成する。このベクターをコンピ
テントセルに transfectionし、対数増殖期
の大腸菌から QIAGEN Plasmid Kitを用いて
プラスミド DNAを抽出する。最終濃度は、2
～4μg/μlになるよう調整する。 
 
（3）SW480細胞、Caco-2細胞、HT-29細胞へ
の transfection 
HVJ Envelop VECTOR KITを用いて、ヒト大腸
上皮細胞株に、上記 GFP-LC3発現ベクターを
transfectionする。neomycinを 500ng/μl
となるよう培地に添加し、セレクションをか
ける。 
 
（4）stable transformantの樹立 
transfection後に 96 well plate を用いて、

限界希釈法により単一クローンを単離する。
neomycinを恒常的に添加し、得られたクロー
ンが目的の stable transformantか、PCR法、
LC3ウェスタンブロッティング、蛍光顕微鏡
観察により確認する。 
 
（5）SW480細胞、Caco-2細胞、HT-29細胞に
TNF-SF15刺激を加える 
樹立した SW480細胞、Caco-2細胞、HT-29細
胞に TNF-SF15刺激を加え、誘導されるオー
トファジーを、蛍光顕微鏡、LC3ウェスタン
ブロッティング、透過型電子顕微鏡で確認す
る。 
 
（6）siRNAによる受容体ノックダウンと
3-methyladenineによるオートファジー抑制
実験 
TNF-SF15刺激が、TNFR-SF25を介し伝達され
ることを確認するため、siRNAでノックダウ
ン後、オートファジー現象を観察する。
3-methyladenineでオートファジーを抑制す
ると、TNF-SF15刺激によりアポトーシスが誘
導されることをアネキシン Vと TUNEL法で検
出する。 
 
（7）シグナル伝達系で、mTORが中心的役割
を担うことを明らかにする TNF-SF15刺激に
より mTOR活性が低下しオートファジーに至
ることを、K-LISA mTOR Activity kitとリン
酸化 mTORのウェスタンブロッティングと免
疫組織化学法で解析する。さらに mTORは、
HIF-1（Hypoxia-Inducible Factor 1）を介
し VEGF/angiogenesisに働くが、mTORが抑制
されると、Aktを経て抑制性のフィードバッ
ク機構が働くことを解析する。 
 
研究の目的の項で記載した新知見に基づく
新たな研究として、炎症性腸疾患の感受性遺
伝子解析を基に、小胞体ストレス応答とオー
トファジー機構のクロストーク研究を新た
に追加した。 
 
（8）樹立細胞に対する小胞体ストレス負荷
とオートファジーの検出 
GFP-LC3発現ベクターをトランスフェクショ
ンした SW480細胞、Caco-2細胞、HT-29細胞
に、tunicamycin、thapsigarginを負荷し、
誘導されるオートファジーを、蛍光顕微鏡、
LC3ウェスタンブロッティング、透過型電子
顕微鏡で確認する。 
 
（9）小胞体ストレス応答分子のノックダウ
ンとオートファジーへの影響 
PERK、IRE1α、ATF6をそれぞれ siRNAでノッ
クダウンし、誘導されるオートファジー現象
の変化を解析する。 
 



（10）小胞体ストレス応答誘導のオートファ
ジーを阻害し細胞動態を検討する 
tunicamycin、thapsigarginで誘導されたオ
ートファジーを 3- methyladenineで抑制し、
細胞の viabilityを MTTアッセイで、アポト
ーシスをアネキシン Vで検討する。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト LC3B遺伝子 cDNAの単離 
ヒト消化管より抽出した mRNA を鋳型として
RT-PCR法を施行した。量及び質ともに十分な
ヒト LC3B 遺伝子 cDNA を得ることができた。
なお、リンカープライマーは計画通り、各々
EcoRI制限酵素部位を有するよう設計した。 
 
（2）発現ベクターの作成 
ヒト LC3B遺伝子 cDNAを clonetech社の緑色
蛍光蛋白 EGFP 発現ベクターに、in-frame と
なるよう組み込んだ。この発現ベクターの塩
基配列は、シークエンシングで計画通りに作
成できたことを確認した。 
 
（3）SW480細胞、Caco-2細胞、HT-29細胞へ
の transfection と stable transforamnt の
単離 
上記 GFP-LC3 発現ベクターを SW480 細胞、
Caco-2細胞、HT-29細胞に lipofection法に
て導入し、限界希釈法とシリンダークローニ
ングにより stable transformantを単離した。 
 
（4）樹立細胞に対するオートファジー誘導
とその検出 
東日本大震災により培養環境が損なわれ、電
源喪失により細胞株も失った。そのため再度
培養株の樹立から再開する必要が生じたが、
幸いにも安定発現株を得ることができた。オ
ートファジー刺激である飢餓負荷と mTOR 阻
害剤のラパマイシン負荷実験を施行し、ウェ
スタンブロッティングで GFP-LC3の発現が亢
進し、蛍光顕微鏡観察にて GFP-LC3のドット
数の増加が観察された。さらに電子顕微鏡に
よりオートファゴソーム二重膜構造が確認
された。 
 
（5）樹立細胞に対する小胞体ストレス負荷
とオートファジーの検出 
東日本大震災により研究が大幅に遅れてい
る間、炎症性腸疾患と小胞体ストレス応答が
大きく脚光を浴びてきたため、樹立した細胞
に、小胞体ストレス負荷である tunicamycin、
thapsigarginを添加し、誘導されるオートフ
ァジーを、蛍光顕微鏡、LC3ウェスタンブロ
ッティング、透過型電子顕微鏡で確認した。
小胞体ストレスによるオートファジーの誘
導は、薬剤の添加時間、負荷濃度依存性を示
した。 
 

（6）小胞体ストレス応答分子のノックダウ
ンとオートファジーへの影響 
PERK、IRE1α、ATF6をそれぞれ siRNAでノッ
クダウンし、オートファジーに与える影響を
検討した。IRE1αのノックダウンではオート
ファジーの亢進が抑制され、PERK、ATF6とは
異なる挙動を示し、小胞体ストレス応答とオ
ートファジーのクロストークに大きな役割
を持っていることが示された。 
 
（７）小胞体ストレス応答誘導のオートファ
ジーを阻害し細胞動態を検討する 
小胞体ストレス応答誘導のオートファジー
を 3- methyladenine で抑制したところ、細
胞の viabilityが低下し、アポトーシス細胞
が増加した。そのため、小胞体ストレス応答
誘導のオートファジーは、ストレス下の細胞
保護に働いている可能性が示唆された。 
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