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研究成果の概要（和文）：肺では少なくとも2種類のマクロファージが存在し生体防御に貢献している。特に肺
胞マクロファージは、病原体の排除とともに、肺の機能的な恒常性維持に関わる働きをもつ。脂質代謝酵素であ
るPIKfyveノックアウトマウスにおいて野生型マウスに比べて肺胞マクロファージの割合が減少していることが
明らかとなった。詳細な解析によりPIKfyveは、肺胞マクロファージの分化段階でのGM-CSFシグナルを活性化す
ることにより制御していることが明らかとなった。また、PIKfyveノックアウトマウスでは、レチノイン酸産生
能の低下によりTreg細胞の減少を引き起こし、過剰炎症を引き起こすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Alveolar macrophages (AMs) are specialized tissue-resident macrophages that 
orchestrate the immune responses to inhaled pathogens and maintain organ homeostasis of the lung, 
and dysregulation of AMs is associated with allergic inflammation and asthma. Here we show that mice
 with conditionally deleted PIKfyve, a phosphoinositide kinase with a FYVE finger, in macrophages 
displayed developmental arrest of AMs at the premature stage, and severe lung inflammation 
accompanied by infiltration of eosinophils and lymphoid cells after exposure to house dust mite 
extract. PIKfyve-deficient premature AMs had defects in production of retinoic acid, and failed both
 to support differentiation of Foxp3+ Treg cells and to suppress the Th2-type immune response. 
GM-CSF-mediated AMs differentiation was abrogated by PIKfyve deficiency, due to decreased AKT 
activation. These findings suggest that PIKfyve plays a critical role for AM development and 
maintenance of lung homeostasis.

研究分野： 自然免疫
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１．研究開始当初の背景 
病原体の感染により、細胞から１型インタ

ーフェロンや炎症性サイトカインをはじめ
とする様々なサイトカインが産生される。サ
イトカインは引き続きT細胞やB細胞による
獲得性免疫の誘導などに重要な役割を果た
す。病原体が感染すると、生体は自然免疫受
容体を介して病原体の特徴的な構造を認識
し、シグナル伝達経路の活性化をへてサイト
カインの産生が誘導される。自然免疫受容体
からサイトカイン産生までに至るシグナル
伝達経路の全容は明らかになりつつあるが、
依然として不明な点も多く残されている。
TANK Binding kinase 1(TBK1)は、転写因子
Interferon Regulatory Factor(IRF)3 を直接
リン酸化するキナーゼであり、ウイルス感染
に伴うインターフェロン産生において必須
の役割を果たしている。TBK1 によりリン酸
化された IRF3 は細胞質から核内に移行し、
１型インターフェロンをはじめとするサイ
トカインの発現を誘導する。TBK1 による
IRF3 のリン酸化が、自然免疫応答に必須で
あることは、これまでの研究により明らかに
なったものの、どのように TBK1-IRF3 シグ
ナルの活性化が制御されているかは不明で
あった。そこで、TBK1-IRF3 シグナル活性
化メカニズムを明らかにするため、その活性
化を制御する因子の探索を行った。その結果、
TBK1-IRF3 シグナルを調節する因子として
イノシトールリン脂質の一種;ホスファチジ
ルイノシトール５リン酸を同定した。ホスフ
ァチジルイノシトール５リン酸はウイルス
感染に伴い細胞内での生産量が増大し、その
結果 IRF3 と結合することが判明した。ホス
ファチジルイノシトール５リン酸が結合し
た IRF3 は TBK1 により効率的にリン酸化さ
れるようになり、その結果 IRF3 が活性化し、
サイトカイン遺伝子の発現が誘導されるこ
とが明らかになった（Kawasaki T. et.al., 
2013）。さらに、私たちはホスファチジルイ
ノシトール５リン酸がリン脂質キナーゼ
PIKfyveによるホスファチジルイノシトール
のリン酸化により産生されることを見出し
た。しかしながら、PIKfyve のウイルス感染
防御等、生体内機能については不明な点が多
かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝子改変マウスの作製、解

析を通して免疫応答における PIKfyve の役
割の解明を行う。これまでの研究で自然免疫
応答におけるホスファチジルイノシトール
５リン酸の役割を明らかにしてきたことか
ら、とくに自然免疫応答を担う細胞であるマ
クロファージ及び樹状細胞におけるPIKfyve
の機能を中心に解析を行った。 
  
３．研究の方法 
PIKfyveはホスファチジルイノシトール５リ
ン酸の産生だけでなく、ホスファチジルイノ

シトール３リン酸をリン酸化することでホ
スファチジルイノシトール３，５リン酸の産
生を制御している。しかし、生体内における
PIKfyveの役割については解明されていない。 
特にマクロファージは、自然免疫応答の中心
を担う細胞でサイトカインの産生を含めウ
ィルス感染した細胞の除去、抗原提示などの
重要な役割をもつ。まず、マクロファージで
の PIKfyve の役割を明らかにする。マクロフ
ァージ特異的に PIKfyve をノックアウトす
るため、既に私たちが樹立している PIKfyve
コンディショナルマウスをLysM-cre ノック
インマウスと掛け合わせることにより、目的
のマウスを得た。 
 
４．研究成果 
 PIKfyve コンディショナルマウスを
LysM-cre ノックインマウスと掛け合わせる
ことにより、マクロファージを含むミエロイ
ド系細胞特異的なノックアウトマウスを作
製した。マクロファージは各組織において特
異的な機能をもち、生体防御や恒常性の維持
を担っていることが知られている。そこで、
各組織におけるマクロファージの割合を細
胞表面マーカーである CD11b と F4/80 を利
用して検討した。その結果、脾臓、骨づい、
肝臓、腹腔内においては、野生型マウスと
PIKfyve ノックアウトマウスの間で、マクロ
ファージの割合に変化はなかった。一方、肺
においてはすくなくとも 2種類のマクロファ
ージが存在し生体防御に貢献していること
が知られており、特に肺胞マクロファージ
（alveolar macrophage）は、病原体の排除
とともに、肺の機能的な恒常性維持に関わる
働きをもつ。はじめに肺胞マクロファージの
肺での割合を調べるため、特異的な細胞表面
マーカーである CD11c と Siglec-F を用いて
検討した。その結果、PIKfyve ノックアウト
マウスにおいて野生型マウスに比べて肺胞
マクロファージの割合が減少していること
が明らかとなった。また、肺では、肺胞マク
ロファージ以外にもミエロイド系細胞とし
て、好中球、好酸球、CD11b+樹状細胞、
CD103+樹状細胞、間質マクロファージ、
Ly-6C+単球、Ly-6C-単球等が知られている。
そこで、これら細胞の肺組織での割合を、
FACS によって調べた結果、肺胞マクロファ
ージ以外の細胞種の割合には変化がなかっ
た。 
 
 PIKfyve の欠損が、肺胞マクロファージに
何らかの異常を伴うことが明らかとなった
ため、次に PIKfyve の欠損が肺胞マクロファ
ージにどの発生段階で影響を与えているか
解析を行った。肺胞マクロファージは胎生期
に肺組織に移入した単球もしくは未分化マ
クロファージが、成長に従い分化、成熟する
ことが知られている。そのため、出生後直後、
３日後、３週間後、６週間後のマウスより肺
を提出し、肺胞マクロファージの発生分化を



表面マーカーを用いて調べた。肺胞マクロフ
ァージは、分化の成熟にともない CD11c と
Siglec-F の発現が徐々に上昇し、出生後直後
では CD11c と Siglec-F の発現は低いが、３
日後には発現が徐々に上昇し、３週間後、６
週間後には最も高い発現状態になる。
PIKfyveノックアウトマウスでは出生後直後、
３日後は野生型と差はなかったが、Siglec-F
の発現が野生型に比べ低くことが明らかに
なった。以上のことから、PIKfyve は、肺胞
マクロファージの発生段階において機能し
ていることが明らかとなった。 
  
 次に PIKfyve の欠損によりどのようなメ
カニズムで肺胞マクロファージの分化発生
が阻害されているかを検討した。肺胞マクロ
ファージはその他の組織常在性マクロファ
ージと異なり増殖因子である顆粒球単球コ
ロニー刺激因子(GM-CSF)により制御を受
けており、GM-CSF による恒常的な刺激が肺
胞マクロファージの維持に必須である。そこ
で、PIKfyve が GM-CSF シグナル伝達を制
御しているかどうかを、シグナル伝達分子の
リン酸化レベルをＷＢで調べることにより
検討した。そこで、骨髄より M-CSF マクロ
ファージを誘導し、GM-CSF 刺激後の、AKT、
STAT5、MAPK、NF-kB のリン酸化レベル
を検討した結果、PIKfyve ノックアウトマウ
ス由来M-CSFマクロファージではGM-CSF
依存的な AKT のリン酸化レベルが低下して
いた。これらの結果と一致して、出生後５日
のマウスの未熟な肺胞マクロファージの
AKT のリン酸化レベルを FACS で調べたと
ころ、PIKfyve ノックアウトマウス由来細胞
ではリン酸化レベルが野生型に比べ低下し
ていた。また、マイクロアレイを用いて野生
型及び、PIKfyve ノックアウトマウス由来肺
胞マクロファージの遺伝子発現を比較した
結果、PIKfyve ノックアウトマウス由来肺胞
マクロファージでは肺胞マクロファージの
特徴的な遺伝子発現が低下しており、またマ
クロファージ、樹状細胞の分化に関わる転写
因子群 Interferon Regulatory Factor (IRF)
ファミリーの発現が顕著に低下しているこ
とが明らかとなった。 
 
 これまで PIKfyve ノックアウトマウスで
は、肺胞マクロファージの異常がみられるこ
とが明らかとなった。次に、PIKfyve が生体
防御及び恒常性維持にどのように関与する
かを検討した。肺組織中の上皮細胞から産生
されるサーファクタントは肺の肺胞内の張
力を緩和する界面活性剤の機能を有してお
り、肺胞マクロファージはサーファクタント
を除去することによって恒常性維持に貢献
している。例えば肺胞マクロファージの欠損
マウスは、サーファクタントが除去されず、
週令がたつにつれてサーファクタントが過
剰に肺組織中にたまり肺胞蛋白症(PAP)にな
ることが知られている。しかし、PIKfyve ノ

ックアウトマウスの組織切片を作製しＨＥ
染色をしたものの、８ヶ月令のマウスにおい
ても肺胞蛋白症を罹患してはいないことが
明らかとなった。 
 
 肺胞マクロファージは肺の恒常性維持と
共に肺における感染等における生体防御に
も関わることが知られている。そこで、ダニ
由来抗原を用いたアレルギーモデルを作製
し、どのような影響があるかを検討した。そ
の結果、野生型に比べ PIKfyve ノックアウト
マウスでは過剰なアレルギー炎症が誘導さ
れていることが明らかとなった。アレルギー
炎症の際には CD4+T 細胞が過剰に活性化か
することが原因の一つと考えられているが、
PIKfyve ノックアウトマウスではその
CD4+T 細胞を抑制する制御性Ｔ細胞(Treg)
が減少していることが明らかとなった。制御
性Ｔ細胞の誘導はレチノイン酸とTGFbによ
っていることが知られている。PIKfyve のノ
ックアウト由来の肺胞マクロファージでは
レチノイン酸産生に関わる遺伝子の減少が
みられ、レチノイン酸の添加により in vivo 
及び in vitro の実験条件下において Treg 細
胞の割合が相補されたことから、PIKfyve 由
来肺胞マクロファージでは、レチノイン酸産
生能の低下により Treg 細胞の減少を引き起
こし、結果として過剰炎症を引き起こすこと
が明らかとなった。 
 
以上のことから、脂質代謝酵素である
PIKfyveは肺胞マクロファージの分化段階を
GM-CSF シグナルを活性化すること制御し
ている。また、肺胞マクロファージ由来のレ
チノイン酸産生を制御することによりアレ
ルギー炎症の抑制に関わることが示された。
脂質代謝の制御による炎症応答の制御を目
指すことで、新たな視点で炎症抑制剤の開発
につながることが期待できる。 
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