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研究成果の概要（和文）：口腔領域の粘膜は、常に温熱などの物理的ストレスや酸・アルコールなどの化学的ストレス
に曝されており、そのストレスに応答するためのシステムが備わっている。中でもマクロファージの役割は重要で、そ
の破綻は炎症性疾患の発症さらにはがん化につながる場合もある。細胞内のストレス応答として最も有名なものの一つ
が小胞体ストレスである。本研究では、マクロファージを用いて菌体由来の毒素の一つであるLPSによるストレス応答
について検討した結果、マクロファージの機能と小胞体ストレスが密接に関連していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mucosa of the oral cavity region is constantly exposed to physical stress, such 
as acid and alcohol, and chemical stress, such as heat. Our body possesses the system to response to 
these stresses. Among them, the role of macrophages is important and its dysfunction may lead to cancer 
by its exacerbation of inflammatory diseases. One of the most famous as a stress response in the cells is 
the endoplasmic reticulum stress. In this study, we investigated the stress response by LPS, which is one 
of the toxin from bacteria, in macrophages. Our study revealed that ER stress is closely related to the 
function of macrophage.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ストレス　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
 
 哺乳類の細胞内には様々な小器官が存在
し、それぞれの品質が保証されることで正し
い機能が発揮され、細胞として、さらには臓
器として機能することが可能になる。なかで
も研究代表者らは、様々な分泌タンパク質、
膜タンパク質の合成の場である小胞体に着
目して研究を進めてきた。小胞体内のタンパ
ク質の品質管理は極めて厳密に制御されて
いることが近年明らかにされている。すなわ
ち、分子シャペロンの発現誘導による折りた
たみ、小胞体内腔への更なるタンパク質合成
を軽減するための翻訳抑制、不良タンパク質
の分解（小胞体関連分解）である。しかし、
これらのいずれかが破綻したり、不良タンパ
ク質が過剰に産生されるような負荷が細胞
にかかった場合、小胞体ストレス誘導性細胞
死が誘導される。 
 このような細胞内ストレス応答について
は、口腔領域での検討はまだまだなされてい
なかった。とくに、口腔内の疾患に関連する
粘膜炎症との関係解明が課題であった。 
 
２．研究の目的 
 
 口腔領域の疾患では、その組織学的な特徴
から炎症性の疾患が多く、なかでもマクロフ
ァージの役割解明は重要である。しかし、マ
クロファージと小胞体ストレス応答に関す
る検討報告は少ないことから、本研究ではマ
クロファージを中心とした解析を行うこと
とし、その分化と活性化における小胞体スト
レス応答分子の役割について検討すること
で、小胞体ストレスが発信する「生存・機能」
と「アポトーシス」の両シグナルの炎症にお
ける重要性を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）マクロファージの活性化における小胞
体ストレス誘導の検討 
 小胞体ストレスによって活性化される受
容体 IRE1 の下流でスプライシングされる機
構を応用した、小胞体ストレスモニタリング
プローブ（ERAI コンストラクト）などを用い
て、細菌毒素 LPS によるマクロファージの活
性化の際に小胞体ストレスが惹起されるか、
また、その際の細胞形態および機能変化につ
いて検討した。 
（２）マクロファージの活性化における小胞
体ストレスシグナルの必要性の検討 
 小胞体品質管理に重要な分子Derlin-1と、
小胞体ストレス誘導性アポトーシスに重要
な ASK1 の欠失細胞とマウスを用いて、LPS に
おけるその必要性と役割を検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）ヒト単球性白血病細胞株（THP-1）お

よびマクロファージ細胞（RAW246.7）を用い
て、LPS による細胞形態の変化を指標とした
活性化を検討した結果、いずれの細胞でも接
着面積の増加を示した。また、Iba1 抗体によ
る細胞免疫染色により、活性化を定量化する
ことに成功した。このような刺激にともなっ
て、小胞体ストレス受容体 IRE1 と PERK の活
性化が時間依存的、濃度依存的に活性化され
ることが明らかとなった。小胞体ストレスは、
小胞体内腔に不良タンパク質が蓄積するこ
とにより惹起されることから、その指標とな
る小胞体シャペロン分子BiPの発現誘導を確
認したところ、意外にも誘導は強くなかった
ことから、細菌感染（LPS）による小胞体ス
トレス誘導は、不良タンパク質の蓄積以外の
メカニズムによることが示唆された。 
（２）小胞体ストレス依存的に活性化されア
ポトーシスを誘導するストレス応答性MAPキ
ナーゼ ASK1 の粘膜を含む上皮組織炎症にお
ける役割を検討した結果、創傷治癒過程にお
いて ASK1 は関与しないことが示唆された。
しかし、炎症惹起にかかわる炎症性細胞の浸
潤には関与することが示された。 
 一方、小胞体品質管理に必須の分子である
小胞体膜タンパク質 Derlin-1 について検討
したところ、ストレスを与えない状態から表
皮の菲薄化と炎症像が観察され、経年的に表
現型が悪化することが示された。Derlin-1 の
必要性を細胞レベルで検証するために、
Cas9/CRISPR システムを用いてマクロファー
ジで遺伝子欠失細胞を作製することを試み
たが、マクロファージの遺伝子導入効率の低
さの原因により困難であった。そこで、上皮
系細胞での Derlin-1 遺伝子欠失細胞を作製
することに成功した。この細胞を用いて、異
物貪食やLPSによる小胞体ストレス誘導など
について検討し、その必要性を示すことに成
功した。 
 以上の結果より、小胞体の品質管理システ
ムがマクロファージおよび上皮組織の機能
と維持に必要であることが強く示唆された。 
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