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研究成果の概要（和文）：本研究は老化に伴って発生する疾患の発生過程に関与する生体応答を細胞内ERストレ
ス応答と免疫応答から解析し、疾患の防御から不可逆性変化の過程を解析しiPS細胞等自己由来細胞による治療
をめざした。その結果、タバコに含まれるアクロレインによって発症するCOPDはERストレス応答が関与すること
を分子レベルで明らかにした。ERストレスで上昇するGADD34欠損マウスは老化に伴って肥満から糖尿病、脂肪
肝、肝硬変を発症することを見出した。この発症にはマクロファージが関与するが、GADD34はインスリンシグナ
ル伝達系に関与することを明らかにした。iPS細胞を様々な組織に分化させ、治療実験の基礎をつくった。

研究成果の概要（英文）：We intended to analyze age-related disease from the points of ER stresses 
and immune responses.  Acrolein, which is abundant in cigarette smoke, and cooking emission, 
plays a major role in COPD .  Acrolein induced the expression of GADD34 and acute inflammation in 
airways, which followed COPD. Acrolein-induced phosphorylation of eIF2α in GADD34-knockout 
epithelial cells by shRNA protected cell death by reducing misfolded protein-caused oxidative 
stress. We examine the effects of GADD34 on natural life span by using GADD34-deficient mice. We 
found that with age GADD34-deficient mice become obese, developing fatty liver followed by liver 
cirrhosis, hepatocellular carcinoma, and insulin resistance.　 GADD34　suppresses insulin signaling 
in young mice. However, by aging macrophages in fat tissues work to induce insulin resistance. We 
succeeded to differentiate to various tissue cells from iPSCs established from aged mice, which may 
repair damaged tissues by age-related diseases. 

研究分野： 免疫学、老化学
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１． 研究開始当初の背景 

日本をはじめ、先進国は急速に高齢化社会に

突入している。本研究では老化に伴って発

生する様々な疾患の発生過程に関与する生

体応答を解析し、その予防、治療を考える

マウスモデル実験を行う。老化のメカニズ

ムを解明することは、老化に伴う様々な内的

変化や、外的ストレスに対して私たち生体は

細胞内レベル、細胞レベルの防御機構を持っ

て い る 。 私 た ち は こ れ ま で

GADD34/PPP1R15A に着目して、これと関

連する蛋白質を探し出し、その機能解析を行

ってきた (Zfp148; 2003 Nature Genetics, 

mTOR; 2011 BBRC 等)。また GADD34 が

ER ストレスによる蛋白合成のシャットオフ

からの回避に働くことを遺伝子欠損マウス

で報告してきた(2003; FASEB J)。老化によ

って生じる疾患が不可逆的変化に至る機構

とそれを治癒するため自己組織から iPS 細

胞を作成する研究を前年度までの基盤研究

で行ってきた。その中で、私たちは老化マ

ウスを含む様々な年齢の B６マウスから 

iPS 細胞を作成し （2011JMBC）、この細

胞が３胚葉系に分化すること、下肢虚血モ

デルで血管を新生すること (2010 BMC 

Cell Biol. 2012 Plos One)を報告してきた。 

 

２．研究の目的 

本研究は老化に伴って発生する様々な疾患

の発生過程に関与する生体応答を細胞内 ER

ストレス応答と細胞間防御機構としての免

疫応答から解析し、疾患の防御から不可逆性

変化の過程とその治療としての自己由来細

胞、特に iPS 細胞による治療をめざした。 

３．研究の方法 

GADD34 遺伝子欠損マウスを使用して、GADD34

の発現を上昇させる可能性があるストレス

刺激でマウスを刺激したり、 細胞培養でス

トレス刺激物質を添加したりして、病態形成

に与える影響を研究した。また、GADD34 遺伝

子欠損マウスを自然と老化させ、WT マウスと

比較して、寿命の変化や疾病の変化が現れる

か否かを検討した。特に ER ストレスに関し

ては eIF2のリン酸化や関連するストレスシ

グナル伝達系を検索した。GADD34 を上昇さ

せるストレスシグナルで慢性炎症から発癌

に関係する、LPS, アクロレイン、DEN, 

ADM といった刺激物質の実験では炎症、発

癌過程を免疫学的、生化学的、組織学的に検

索した。また、我々が開発した C57BL/6 由来

iPS 細胞（GFP 陽性）を様々な組織細胞に分

化させることで、炎症から組織不全となった

組織の再生が可能かどうか検討した。 

４．研究成果 

本研究においての最も重要と思われる発見

は GADD34 遺伝子欠損マウスが老化に伴っ

て、肥満、２型糖尿病、脂肪肝、肝硬変、肝

癌を発症してくることである。２型糖尿病は

インスリンシグナル伝達系が抑制されるこ

とで発症する(耐糖能異常)。この GADD34 

遺伝子欠損マウスは若い時期にはむしろイ

ンスリンシグナルが亢進している。 マウス

にインスリン注射して、肝臓のインスリンシ

グナルを検索すると、pAKT のリン酸化、そ

の下流シグナルが若い GADD34 遺伝子欠損

マウスで亢進していた。インスリンシグナル

伝達は脂肪細胞への分化を促進する。MEF

や骨髄細胞を使用して、脂肪細胞の分化を検

索すると、GADD34 遺伝子欠損マウスの方

が WT マウスに比べて増殖分化が亢進して

いた。そのため、GADD34 遺伝子欠損マウ

スは脂肪沈着が進み、６ヶ月ころより肥満が

進行し、脂肪肝も見られるようになってきた。

肥満になった GADD34 遺伝子欠損マウスの

脂肪細胞から TNFが産生され、これが、イ

ンスリンシグナルを抑制するように働いた。

このインスリンシグナルの年齢による逆転

によって２型糖尿病、脂肪肝が発症すること

が判明した。若いマウスに高脂肪食を投与す

ると、GADD34 遺伝子欠損マウスはより肥



満と脂肪肝がみられ、高脂肪食投与後インス

リンシグナルが逆転した（2015: Scientific 

Reports）。 GADD34 がインスリンシグナ

ル伝達系のどの分子に関与するか、インスリ

ンシグナル伝達系が若い GADD34 遺伝子欠

損マウスで亢進していて、老化すると抑制さ

れる現象の分子レベルのメカニズム解明は

今後の課題である。 

 GADD34 は  ア ク ロ レ イ ン 、

Diethylnitrosamine (DEN) 、  azoxymethane 

(AOM )といった発癌剤投与によって発現が

上昇することを見出した。アクロレインはタ

バコ、脂肪の多い食品の高温料理の煙等に含

まれ、長期の暴露で閉塞性呼吸器障害である

Chronic obstructive pulmonary disease 

(COPD) から、肺癌の原因物質である。アク

ロレインをマウスの鼻に添付することによ

って気道から肺に入る系を確立して、アクロ

レインによる炎症を解析した。アクロレイン

は肺に炎症を誘起し、活性酸素を放出し、肺

胞を傷害した。GADD34 遺伝子欠損マウスで

は炎症、活性酸素産生ともに抑制され、肺障

害も減弱した。解析の結果、アクロレインは

活性酸素を産生し、それによるミスフォール

ヂング蛋白質によって eIF2のリン酸化が誘

導されること、GADD34 がないと eIF2のリ

ン酸化により蛋白合成がシャットオフされ

ることでミスフォールヂング蛋白質によっ

て肺が傷害を受けることが回避され、疾患の

進行が止められることが判明した  (2015: 

Oxid Med Cell Longev. )。亜硝酸ナトリウム

はハム、ベーコン、ソーセージ、いくらとい

った食品のみためをよくする発色剤として、

また、ボツリヌス感染を防ぐ意味でもよく使

われる。亜硝酸ナトリウムとアミンが反応し

てニトロソ化合物ができる。その１つ DEN を

マウスに投与した。DNE は肝臓細胞を傷害し、

そこにクッパー細胞、マクロファージが浸潤

して炎症が起こり、GADD34 が誘導された。 

DEN を繰り返し投与すると、慢性肝炎から肝

癌の発症が見られた。GADD34 遺伝子欠損マウ

スでは炎症が抑制されていて、肝臓がんの発

生が低下していた。（2015 年Cancer Immunol 

Immunother.。さらに、azoxymethane/dextran 

sodium sulfate (AOM/DSS) をマウスに投与

すると、腸に炎症が見られ、TNFα, IL-6, 

iNOS/NOS2 の発現が上昇した。繰り返し投与

すると、慢性炎症が見られ、IL-6/STAT3 経

路を介して大腸がんが発生した。GADD34 遺伝

子欠損マウスでは炎症が抑制されていて、大

腸がんの発生が低下していた(2015 年 Br J. 

Cancer)。このように発癌剤は急性炎症を起こ

させ、GADD34 を上昇させる。GADD34 を欠損

させると急性炎症のレベルが低下する。

GADD34はPP1と結合して酵素を脱リン酸化さ

せる。これらの現象ではどの酵素の脱リン酸

化に働いているかの詳細は今後の検討課題

である。 

 絶食によってオートファジーが誘導され、

自己の細胞内成分が分解されてアミノ酸等

が再利用される。GADD34 は絶食によって発

現が上昇し、ER ストレスを誘起し、mTOR を

活性化し、オートファジーを誘導することを

我々は報告している(2011:BBRC)。この実験

では in vivo で食事を除去しているため、特

定の栄養素の生体への影響が明らかでない。

そこで、本研究では in vitro で栄養素特に

アミノ酸の除去の GADD34 発現への影響を調

べた。培養系 RAW264.7 細胞を使用してどの

アミノ酸の除去で GADD34 が誘導されるかを

調べた所、Tyr/Cys の除去で強く GADD34 が誘

導されることが判明した。そこで、RAW264.7

細胞をTyr/Cys の除去と同時にLPSで刺激し、

RAW264.7 細胞の増殖、生存を調べた。すると、

GADD34 の発現を RNAi で低下させた RAW264.7

細胞は一旦増殖し、アポトーシスによって死

んでいった。一方、RAW264.7 細胞は GADD34

欠損細胞に比べ、アポトーシスが遥かに弱か

った。同様に GADD34 遺伝子欠損マウス由来

の骨髄由来マクロファージを Tyr/Cys の除去



と LPS 刺激したところ、GADD34 欠損マクロフ

ァージはアポトーシスで死ぬ割合が強かっ

た。分子レベルで検索したところ、GADD34 は

TSC２に結合して、脱リン酸化することが判

明した。このことで、GADD34 遺伝子欠損マ

クロファージ、あるいは RNAi で発現を低下

させた RAW264.7 細胞は増殖がより盛んにな

りいわゆる activation-induced cell death 

なることが判明した。WT マクロファージ、

RAW264.7 細胞はこの処理によりオートファ

ジーを誘導し、アミノ酸が供給されることで

死 を 免 れ る こ と が 判 明 し た

(2015:Scientific Report)。老化関連疾患で、

傷害された組織を自己由来iPS細胞で修復で

きるかを調べるために、老化マウス由来 iPS

細胞（GFP+）を様々な組織に分化させ、

C57BL/6 マウスに移植する実験を繰り返した。

例えば、動脈塞栓症マウスに血管細胞に分化

させた iPS 細胞を移植した場合、移植は確認

できた。この場合、閉塞血管の前方より、新

たな自己血管が再生してくる。iPS 細胞移植

群は早期には血管新生による組織回復が速

いが、時間が立つと、自己再生血管と組織回

復が同等に近づく。実際の自己細胞移植の場

合、自己再生ができない条件での精密な実験

が必要になる。その場合、iPS 細胞再生の場

の問題が最も重要と考えられた。 
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