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研究成果の概要（和文）：本研究では老化によるマクロファージ（MΦ）の炎症性応答能低下の分子機序を明らかにす
るため、LPSに対する腹腔MΦの刺激応答性を2月齢と12月齢のマウスとの間で比較・検討した。その結果、老化初期で
は、１）炎症性サイトカイン産生能はタンパク質レベルで低下するが、mRNAレベルでは差がないこと、２）Toll様受容
体シグナル伝達能には影響がないこと、３）mRNA翻訳を担うeIF-2αのリン酸化が亢進していることがわかった。以上
より、老化初期におけるMΦの炎症性応答能低下はmRNA転写後に惹き起こされ、その分子機序にはeIF-2αのリン酸化亢
進によるmRNA翻訳能低下が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, to clarify the molecular mechanism of age-related deteriorat
ion of macrophage inflammatory responses, lipopolysaccharide (LPS) responsiveness of peritoneal macrophage
s were compared between 2-month-old and 12-month-old mice. In middle age, the production of pro-inflammato
ry cytokine in response to LPS was reduced at the protein level but not at the mRNA level. In addition, To
ll-like receptor signaling was not affected in middle age. In contrast, the phosphorylation level of eukar
yotic initiation factor (eIF)-2alpha was increased in middle age. These results suggest that macrophage in
flammatory responses were deteriorated at the post-transcriptional level in middle age, and that the age-r
elated phenomena are associated with the reduction of mRNA translation mediated by increased phosphorylati
on of eIF-2alpha.
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１．研究開始当初の背景 
高齢者は感染症に対するリスクが高いと

されており、医療費負担の増大などは大きな
社会問題ともなっている。老化による生体の
感染防御能の低下は、各種の免疫系細胞の機
能低下と密接に関係している。特に感染防御
の第一線を担うマクロファージ（MΦ）は、
老化に伴って炎症性サイトカイン産生能が
低下するが、そのメカニズムには不明な点が
多く残されている。この点を明らかにするこ
とは、高齢者の QOL や健康寿命を高める上で
予防医学的な立場からも極めて重要である。 

MΦの炎症性応答は、Toll 様受容体（TLR）
によるリポ多糖（LPS）などの細菌由来因子
の認識と、それに伴う細胞内シグナル伝達の
活性化が不可欠である。TLR 下流のシグナル
伝達にはタンパク質リン酸化カスケードが
重要な役割を果たしている。このタンパク質
リン酸化は主にセリン／スレオニン残基が
標的となっているが、これらのアミノ酸残基
には、細胞内グルコース代謝経路のうちヘキ
ソサミン生合成経路の代謝産物 N-アセチル
グルコサミン（GlcNAc）が付加されることも
確認されている（O-GlcNAc 修飾）。 

この O-GlcNAc 修飾が亢進すると、リン酸
の付加が阻害されることにより、TLR 下流シ
グナル伝達も抑制されることが報告されて
いる。このシグナル伝達タンパク質や転写因
子を標的とした O-GlcNAc 修飾は、細胞質に
発現する O-GlcNAc 転移酵素（OGT）により触
媒される。さらに、OGT の酵素活性は、ドナ
ー基質となる糖ヌクレオチド UDP-GlcNAc の
細胞内レベルに強く依存している。 

一方、心臓、大動脈、脳、骨格筋などの各
種臓器では、ヘキソサミン生合成経路の律速
酵素グルタミン：フルクトース６リン酸アミ
ドトランスフェラーゼ（GFAT）の mRNA 発現
量、UDP-GlcNAc の量、タンパク質の O- GlcNAc
修飾レベルは老化に伴って増加するとの報
告もある。以上より、老化に伴う MΦの感染
防御機能低下には、O-GlcNAc 修飾亢進による
TLR シグナル伝達能低下が密接に関わってい
る可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 

本研究では、老化に伴う MΦの TLR シグナ
ル伝達能低下の分子機構を明らかにするた
め、O-GlcNAc 修飾とその調節因子の役割につ
いて検討した。さらに、老化に伴って低下す
る mRNA 翻訳活性を調節する各種因子の役割
についても併せて検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）腹腔 MΦの採取 

２月齢（若年期）および１２月齢（中年期）
の BALB/c 雄性マウスの腹腔をリン酸緩衝生
理食塩水で無菌的に洗浄して MΦを採取した。
それぞれ LPS刺激群と未刺激群の二群に分け、
刺激応答性を若年期と中年期との間で比
較・検討した。 

（２）炎症性応答能の解析 
LPS 刺激に伴って培養上清中に分泌された

炎症性サイトカイン TNF-αの濃度は ELISA法
で測定した。細胞内の iNOS のタンパク質発
現はウェスタンブロット法で分析した。各
mRNA 発現は RT-PCR 法で分析した。TLR 下流
のシグナル伝達に関わる IκBα、p65、JNK
の各発現・リン酸化レベルはウェスタンブロ
ット法で分析した。 
（３）O-GlcNAc 修飾調節因子の発現と機能の
解析 

O-GlcNAc の転移酵素 OGT と分解酵素 OGA、
およびヘキソサミン生合成経路の律速酵素
GFAT1と GFAT2のタンパク質と mRNAの各発現
は、ウェスタンブロット法と RT-PCR 法でそ
れぞれ分析した。MΦの炎症性応答能に及ぼ
す O-GlcNAc 修飾調節因子の発現変化の影響
を明確にするため、MΦ細胞株 RAW264.7 を用
いて強制発現株を樹立、または低分子干渉
RNAを導入して検討を行った。 
（４）mRNA翻訳調節因子の発現と機能の解析 

mRNA 翻訳調節を担う真核生物翻訳開始因
子（eIF）のうち 2αサブユニットのリン酸化
（非活性型）レベル、および eIF-2αリン酸
化酵素 PKRの発現量はウェスタンブロット法
で分析した。MΦの炎症性応答能における
eIF-2αの役割は、RAW264.7 を eIF-2α脱リ
ン酸化酵素阻害剤 Salubrinalの存在下で LPS
刺激を行って検討した。 
 
４．研究成果 
（１）炎症性応答能に及ぼす老化の影響 

LPS刺激後の培養上清中の TNF-α濃度は若
年期に比べ中年期の方が明らかに低かった
（図１Ａ）。しかし、LPS 刺激に伴う TNF-α 
mRNAの発現増加の程度は、若年期よりもむし
ろ中年期の方が高かった（図１Ｂ）。iNOS の
発現変動パターンも TNF-α と同様の傾向が
認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TNF-α と iNOS の遺伝子発現を調節する転
写因子である NF-κB の p65 と JNK の p54 の
各サブユニットの発現量は、両齢間で差は認
められず、LPS 刺激に伴うリン酸化（活性化）
も同様に惹き起こされた（図２）。NF-κB 阻
害タンパク質 IκBαのリン酸化と分解も若
年期と中年期のマウスいずれも同様に惹き 
起こされた。以上の結果より、中年期で認め 
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図１．LPS刺激に伴うMΦのTNF-αの分泌誘導（A）とmRNA

産生誘導（B）に及ぼす老化の影響

Values: Means±SE (n=3). *P<0.05 and **P<0.01.



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
られる MΦ の炎症性応答能低下は mRNA 転写
後レベルで惹き起こされている可能性が示
唆された。一方で、老化に伴う TLR シグナル
伝達能低下のモデル実験動物には、18～24ヶ
月齢の高齢期マウスが不可欠であることが
明確となった。 
（２）O-GlcNAc 修飾調節因子の発現量に及ぼ
す老化の影響 

OGTおよび OGAの mRNA発現は共に若年期に
比べ中年期の方が高かったが、いずれもタン
パク質発現では差がなかった。一方、GFAT1
の mRNA とタンパク質の発現量は両齢間で差
が認められなかったが、GFAT2 ではいずれの
レベルも共にその発現量は若年期に比べ中
年期の方がおよそ 2.5 倍高かった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MΦの炎症性応答能に及ぼす GFAT2 の発現
増加の影響を明確にするため、RAW264.7 に
GFAT2 発現プラスミドベクターを導入して安
定発現株を樹立した。さらに、限界希釈法に
より単一クローン株を作製した結果、いずれ
の株でも GFAT2 の mRNA レベルの発現増加が
明らかに認められたが、タンパク質レベルで
の増加は認められなかった。また、低分子干
渉 RNA により GFAT2 mRNA の発現を低下させ
ることに成功したが、タンパク質レベルでは
発現が低下しなかった。以上の結果より、
GFAT2 の発現増加の生理的意義の解析は今後
の検討課題として残った。 
（３）mRNA翻訳調節因子の発現量に及ぼす老
化の影響 

eIF-2α のリン酸化レベルは若年期に比べ

中年期の方が高かった（図４Ａ）。PKR のタン
パク質発現も若年期に比べ中年期の方が高
い傾向が認められた（図４Ｂ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RAW264.7 の LPS 刺激に伴う TNF-α 分泌は
eIF-2α脱リン酸化酵素阻害剤 Salubrinalに
より有意に低下したが、その mRNA 発現誘導
には影響がなかった（図５）。以上の結果よ
り、中年期における MΦ の炎症性応答能低下
は mRNA 転写後レベルで惹き起こされ、その
メカニズムには eIF-2αのリン酸化亢進によ
る mRNA 翻訳能低下が関与している可能性が
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の研究成果の一部は、International 
Journal of Inflammation（2014: Article ID 
292986, 2014）に掲載された。 
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