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研究成果の概要（和文）：老化によるプロテアソーム機能の低下はヒトを含む多くの動物種で観察されており，老化関
連疾患の病態形成に関与していることが明らかになっている。ストレス応答に働くプロテアソームの機能異常はストレ
スに対する脆弱性を高め，変性タンパク質の蓄積，細胞老化を引き起こす。マウスモデルによる解析で，プロテアソー
ム機能低下マウスに短寿命や老化の表現型を認めた。本マウスに高脂肪食やタバコ煙等の環境因子を負荷すると，ヒト
老化関連疾患に類似した脂肪代謝の異常や肺気腫を認めた。プロテアソームの機能低下は個体老化の重要な要因であり
，様々な環境要因による細胞ストレスが相加的に疾患の病態形成に働くことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The proteasome plays a critical role in proteostasis by rapidly destroying 
misfolded and modified proteins generated by cellular stresses. Proteasome activity decreases with aging 
in many organs, and an age-related decline in proteasomal function has been implicated in various 
age-related pathologies. Recently, we have established a transgenic (Tg) mouse model with decreased 
proteasomal chymotrypsin-like activity, showing age-related phenotypes. Using this model, we demonstrate 
here that decreased proteasomal function accelerates cigarette smoke (CS)-induced pulmonary emphysema. 
CS-exposed Tg mice showed remarkable airspace enlargement and increased foci of inflammation compared 
with wild-type controls. Collective evidence suggests that CS exposure and impaired proteasomal activity 
coordinately enhance apoptotic cell death in the alveolar walls that may be involved in the development 
and progression of emphysema in susceptible individuals such as the elderly.

研究分野： 実験病理
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１．研究開始当初の背景 
プロテアソームはユビキチン化されたタン
パク質を分解するための巨大なプロテアー
ゼ複合体であり、細胞周期や転写制御、シグ
ナル伝達、ストレス応答、異常タンパク質の
分解、免疫応答等、生体の恒常性維持に重要
な役割を果たしている。加齢に伴ってプロテ
アソーム機能が低下することが報告されて
いるが、プロテアソームの機能低下は細胞ス
トレスに対する脆弱性を高めると考えられ
ている。また、タンパク質代謝の異常による
変性タンパク質凝集体の蓄積がアルツハイ
マー病等の神経変性疾患の病態に関連する
ことが報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、申請者らが現在までに独自に作製
したプロテアソーム活性を低下させたマウ
スを用いて、プロテアソーム機能の低下と老
齢病態のメカニズムを明らかにする目的で
行った。特に、加齢により発症リスクが高ま
る代表的疾患であり、現在までに有効な予
防・治療法が開発されていない、①慢性閉塞
性肺疾患（COPD）、②老年期の神経的疾患（記
銘力障害等）、の病態メカニズムを明らかに
することを目標とした。 
 
３． 研究の方法 
(1)喫煙負荷マウスの作製  

プロテアソーム機能低下マウス（β5t-Tg）、
コントロールとして野生型 C57BL/6 の雄
性、9 週齢、各 10 匹を用いた。喫煙曝露
には SIS-CS system を用い、1 日 60 分の
喫煙曝露(5% cigarette smoke)を 5日/週の
曝露で、12 週間行った。喫煙負荷終了後
に肺を主体にサンプリングを行い、組織学
的解析及び分子生物学的な解析に用いた。
アポトーシス細胞の検出には TUNEL 法
を用いた。 

(2)肺構成細胞を用いた細胞ストレス試験  
肺構成細胞として、肺線維芽細胞及び上皮
細胞を用い、ニコチンとタールを除去した
タバコ煙水抽出液（CSE）を作製し、CSE、
プロテアソーム阻害剤を単独、あるいは両
方を添加し、アポトーシス細胞を annexin 
V、アポトーシス後期あるいはネクローシ
ス細胞を annexin V/PI 陽性細胞として検
討した。 

(3)行動解析 
活動量や運動量をオープンフィールドテ
ストで検討した。また、不安状態を測定す
る高架式十字迷路法による解析、痛覚検査、
電気刺激によるストレス試験を定法によ
り行った。 

(4)脳組織の解析 
海馬領域を主体に、単位面積当りの神経細
胞数をカウントした。 

(5)ウエスタンブロット 
組織は lysis buffer を加えて氷中にて
homogenize し、15000 rpm 10 分遠心後、

上清をタンパク抽出液として調整した。タ
ンパク抽出液に sample buffer を加えて
95℃、5分ボイルし、サンプルを SDS-PAGE
スクラブゲルにて 200V、約 60 分泳動後、
ニトロセルロース膜に転写した。転写後は
室温にて、ブロッキング、一次抗体の反応、
二次抗体の反応をそれぞれ1時間ずつ行っ
た。洗浄は各反応後 10 分、TBS-T にて 3
回行った。最後に基質を 5分反応後、露光
して写真撮影を実施した。一次抗体の希釈
に は Can Get Signal Immunoreaction 
Enhancer Solution 1（TOYOBO）、ブロッキ
ング溶液と二次抗体の希釈には 2%スキム
ミルク TBS-T を用いた。二次抗体には
HRP-conjugated anti-rabbti IgG（Jackson 
ImmunoResearch）を用いた。ストレスマー
カーGRP78、アポトーシス関連分子 AIF 等
の抗体を一次抗体として用いた。 

 
４． 研究成果 
(1)COPD の病態メカニズム 
野生型およびβ5t-Tg にタバコ煙負荷を行っ
た結果、β5t-Tg で有意な肺胞破壊や炎症浸
潤を認めた。また、アポトーシス細胞を TUNEL
法により検討した結果、喫煙負荷を行ったβ
5t-Tg に陽性細胞の増加を認めた。 
 喫煙による酸化ストレスとプロテアソー
ム機能がアポトーシス誘導に与える影響に
ついて、in vitro の解析を行った結果では、
CSE 単独、プロテアソーム阻害剤単独のいず
れでも annexin V 陽性細胞は増加したが、両
負荷で有意に annexin V 陽性細胞が増加した。
以上より、プロテアソーム機能の低下と喫煙
による酸化ストレスは相乗的に細胞死を誘
導することが推定された。 
 CSE 負荷時のアポトーシス誘導のメカニズ
ムについて検討を行ったところ、CSE を添加
した細胞では小胞体ストレスマーカーであ
る GRP78 に加え、AIF の増加を認め、さらに
AIF の核内移行を観察した。 
 ヒトの肺気腫組織では、肺胞構成細胞のア
ポトーシスや細胞老化を認めること、肺胞構
成細胞のアポトーシスは細胞老化により進
行する、という報告がある。COPD の病態にお
いて、喫煙による炎症、プロテアーゼ、活性
酸素の誘導、細胞老化やアポトーシスが病態
に関与していると考えられ、さらにはプロテ
アソーム機能の低下が病態形成に影響して
いる可能性が考えられた。 
 
(2)老年期の神経的疾患の病態メカニズム 
脳神経機能を検討する目的で行動解析を行
ったところ、活動量や運動量をオープンフィ
ールドテストでモニタリングした結果、野生
型とβ5t-Tg に差を認めなかった。また、不
安状態を測定する高架式十字迷路法による
解析、痛覚検査にも異常は認めなかった。し
かしながら、電気刺激によるストレス試験を
行った結果、電気刺激を記憶することで生じ
る刺激翌日と２日目のすくみ行動がβ5t-Tg



で野生型に比べて少なく、学習・記銘力の低
下を示唆する結果を得た。組織学的解析では、
β5t-Tgでは6ヶ月以降で海馬のCA1〜2領域
における単位面積辺りの神経細胞数の減少
していた。現在、プロテアソームの機能低下
が神経細胞死を誘導している可能性をふま
え、神経細胞死にかかわる分子メカニズムを
検討している。 
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