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研究成果の概要（和文）：本研究では、細菌感染による炎症応答および炎症関連大腸癌発症におけるGADD34の機
能について解析した。その結果、GADD34はLPSにより活性化されるIKKβの脱リン酸化を促進し、マクロファージ
による炎症性サイトカイン産生を抑制することで、LPSによる組織傷害を抑制することが明らかとなった。一方
で、AOM/DSS誘導性の炎症関連大腸癌発症においては、GADD34は大腸組織においてDSSによるIL-6産生、また
IL-6/STAT3経路の活性化による上皮細胞の増殖を促進し、DSS誘導性の大腸炎及びそれに起因する大腸癌発症を
促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the function of GADD34 in inflammatory responses 
against bacterial infections. We found that GADD34-deficiency enhanced tissue destruction, cell 
death and pro-inflammatory cytokine expression in LPS-induced acute liver injury. GADD34 inhibited 
hepatic apoptosis through down-regulating the eIF2α-ATF4-CHOP pathway. Then GADD34 inhibited TLR4 
signaling through dephosphorylation of IKKβ, and attenuated pro-inflammatory cytokine production in
 macrophages. Further, we analyzed the function of GADD34 in colitis associated cancer. We found 
that GADD34 promoted tumor formation induced by AOM/DSS. DSS induced the expression of GADD34. 
GADD34 upregulated the production of IL-6 induced by DSS in colon tissue and the proliferation of 
epithelial cells by activation of the IL-6 /STAT3 pathway. These results indicated that GADD34 
promoted AOM/DSS-induced carcinogenesis by enhancing IL-6 production from myeloid cells and 
subsequent STAT3 activation in epithelial cells. 

研究分野：免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細菌等の病原体感染に対し最初に作用す
る自然免疫応答は、最も基本的な生体防御機
構であり、老化などによる自然免疫機能の低
下は肺炎など重篤な病気を引き起こす。また、
近年、生体内で繰り返し起きる慢性炎症が癌
や代謝疾患、循環器疾患など様々な疾患に結
びついていることが報告されており、炎症反
応に関与する分子の機能解析が疾患の原因
解明においても重要であると考えられる。
我々は、これまで、ストレス応答分子である
GADD34 に着目し、生体防御における役割につ
いて解析してきた。GADD34 は小胞体ストレス
により活性化する eIF2αを脱リン酸化し、一
時的な蛋白合成の停止からの回復に関与す
ること、また、創傷治癒において、細胞増殖、
移動を抑制し治癒を遅延させること、さらに、
栄養飢餓ストレスにおいて、GADD34 は mTOR
シグナルを抑制することでオートファジー
を促進し、飢餓からの防御に働くことなどを
明らかにし、GADD34 が様々な生体防御機構に
重要な役割を果たしていることを示してき
た。しかし、これまで、細菌感染における自
然免疫応答、および慢性炎症関連疾患におけ
る GADD34 の機能については十分に解明され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 生体防御機構である炎症反応における
GADD34 の機能解明は、様々な炎症性疾患の病
態解明にも結びつくと考えられることから、
本研究では、敗血症を引き起こす細菌感染に
よる急性炎症、また、炎症関連大腸癌におけ
る GADD34 の詳細な分子メカニズムを明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細菌感染による急性炎症における
GADD34 の機能解析 
 細菌感染を模倣するLPSよる炎症反応にお
ける GADD34 の機能を明らかにするために、
GADD34 遺伝子欠損(KO)マウスを用いて解析
を行った。GADD34KO または野生型(WT)マウス
に、LPS(30 mg/kg)を腹腔内投与し生存率を
比較した。また、LPS（5 mg/kg）投与後の血
中炎症性サイトカインをELISAにより測定し
た。次に、LPS 投与による組織障害における
GADD34 の関与を明らかにするために、LPS を
投与したマウス肝臓、および腎臓の H&E 組織
染色、血中 ALP、ASP 濃度、TUNEL 染色による
アポトーシスの解析を行った。アポトーシス
誘導における GADD34 の関与を明らかにする
ために、ER ストレス応答分子である eIF2α
の活性化、及び、その下流の ATF4、CHOP と
いったアポトーシス誘導に関与する転写因
子の発現について解析した。 
 さらに、LPS 投与マウスから肝臓を採取し、
サイトカイン産生、及び、F4/80 陽性クッパ
ー細胞及び単球由来マクロファージの割合
について免疫染色、フローサイトメトリーに

より解析した。マクロファージでの炎症性サ
イトカイン産生における GADD34 の作用機序
を明らかにするために、in vitro において、
GADD34KO または WT マウスの肝臓より分離し
たクッパー細胞、または、shRNAにより GADD34
遺伝子発現を抑制したRAWshGADD34細胞株を
LPS 刺激し、サイトカイン産生、及び、TLR4
シグナル伝達経路の活性化について解析し
た。さらに、シグナル伝達分子の一つである
IKKβと GADD34の結合を免疫沈降により解析
した。 
 
（２）炎症関連大腸癌における GADD34 の機
能解析 
 GADD34KO または WT マウスに発癌剤である
アゾキシメタン(AOM)と腸炎を誘導するデキ
ストラン硫酸ナトリウム(DSS)を投与し、炎
症関連大腸癌モデルを作成し、体重変化、大
腸における腫瘍形成、腫瘍組織について解析
した。また、DSS 誘導性大腸炎による GADD34
の機能を解析するために、DSS 投与後の大腸
組織おける GADD34 の発現、炎症性サイトカ
イン、ケモカイン産生、免疫系細胞の浸潤に
ついて解析した。また、DSS 投与による IL-6/  
STAT3 シグナル伝達経路の活性化について比
較検討した。 
 
４．研究成果 
 （１）細菌感染による急性炎症における
GADD34 の機能解析 
 GADD34KO または WT マウスに致死量の LPS
を投与し生存率を比較検討した結果、
GADD34KO マウスでは WT マウスに比べ、LPS
投与による有意な生存率の低下がみられた。
また、GADD34KOマウスではWTマウスに比べ、
LPS 投与後の血中炎症性サイトカイン濃度が
上昇していることが明らかとなった（図１）。 

図１ LPS 投与後の生存率と炎症性サイトカ
イン産生 
 
 LPS 投与後の組織への影響について解析し
た結果、GADD34KO マウスでは WT マウスに比
べ、肝組織において necrosis が有意に誘導
され、また血清中 AST、ALT 濃度の増加がみ



られたことから、LPS による肝障害がより亢
進していることが明らかとなった。また、
TUNEL 染色の結果から、GADD34KO マウスでは
WT マウスに比べ、LPS による肝細胞のアポト
ーシスが促進していた。アポトーシス関連分
子について解析した結果、GADD34KO マウスで
は WT マウスに比べ、LPS 刺激による eIF2α
のリン酸化、またその下流の ATF4、CHOP の
発現誘導が亢進しており、GADD34 が eIF2α
の脱リン酸化を促進し、アポトーシスを抑制
することが示唆された（図２）。 
 

図２ LPS 投与後の肝細胞アポトーシスの割
合と、ER ストレスシグナルの活性化 
 
 次に、LPS 投与後の肝臓におけるサイトカ
イン産生について解析した。その結果、
GADD34 KO マウスでは WT マウスに比べ、肝臓
において炎症性サイトカイン産生が有意に
増加していることが明らかとなった（図３）。
一方、炎症性サイトカインを産生する F4/80
陽性マクロファージ系細胞の割合について
は、GADD34KO と WT マウスでの変化はみられ
なかったことから、GADD34 はマクロファージ
における炎症性サイトカイン産生シグナル
に直接関与している可能性が示唆された。そ
こで、LPS 投与したマウス肝臓から F4/80 陽
性マクロファージ系細胞を単離しサイトカ
イン産生を調べた結果、GADD34KO マウス由来
細胞では、WTマウス由来細胞に比べ、有意な
炎症性サイトカイン産生の増加がみられ、
GADD34はマクロファージにおいてLPS誘導性
の炎症性サイトカイン産生シグナルを抑制
することが示された。 

図３ LPS 投与後の肝臓における炎症性サイ
トカイン産生と F4/80 陽性細胞の割合 
 
 さらに、LPS 刺激による炎症性サイトカイ
ン産生における GADD34 の機能について、in 
vitro で解析を行った。マクロファージ RAW
細胞株において、LPS 刺激により GADD34 の発
現が上昇することが確認された。GADD34 発現
を抑制した RAWshGADD34、または、GADD34KO
マウスから単離したクッパー細胞をLPS刺激

し、炎症性サイトカイン産生を解析した結果、
RAW、クッパー細胞ともに GADD34 発現抑制に
より炎症性サイトカイン産生の増強がみら
れた（図４）。 

図４ LPS 刺激による RAW細胞株での GADD34
発現と炎症性サイトカイン産生 
 
 LPS刺激後のTLR4シグナルの活性化につい
て 解 析 し た 結 果 、 RAWshGADD34 で は
RAWshControl に比べ、NF-κB、IκB、IKKβ、
IRF3 のリン酸化が亢進していることが示さ
れた。GADD34 がこれらのシグナル分子に直接
結合し作用するかを調べる為に、免疫沈降に
よる解析を行った結果、GADD34 が IKKβと結
合することが示された（図５）。 

図５ LPS刺激によるNF-κBシグナル経路の
活性化  
 
 以上の結果から、LPS による急性炎症反応
において、GADD34 は LPS 刺激により活性化し
た IKKβに結合して脱リン酸化を促進し、
TLR4 シグナル活性を抑制することで、炎症性
サイトカイン産生を低下させ、急性炎症によ
る組織障害を抑えることが明らかとなった。 
 
（２）炎症関連大腸癌における GADD34 の機
能解析 
 AOM/DSS 投与後の体重変化を解析した結果、 
WT マウスでは GADD34KO マウスより著しい体
重減少がみられた（図６）。 

図６ AOM/DSS 投与による体重変化 
 
 AOM/DSS 投与後、62 日目に大腸に腫瘍形成
が確認されたが、GADD34 KO マウスでは、WT
マウスに比べ腫瘍形成及び腫瘍サイズが抑
制されていた（図７）。 



図７ AOM/DSS 投与による腫瘍形成 
 
 次に、DSS 投与による大腸炎誘導における
GADD34 の機能を解析した。DSS 投与により、
大腸において GADD34 の発現が増加すること
が確認された。GADD34KO マウスでは WT マウ
スに比べ、DSS 投与による大腸組織の損傷が
抑制されおり、また、大腸における炎症性サ
イトカイン IL-6、TNFαの産生の低下がみら
れた（図８）。 

 図８ DSS 投与後の大腸での炎症性サイト
カイン産生 
 
 DSS 投与による大腸組織への免疫細胞浸潤
について解析するために、大腸におけるケモ
カイン、ケモカインレセプターの発現を調べ
た。その結果、DSS によりマクロファージや
好中球の誘引、活性化を引き起こす、MCP1、
CXCL2、CXCR2、CSF3 の発現誘導がみられたが、
GADD34KO マウスでは WT マウスに比べ有意に
発現が抑制されていた（図９）。また、大腸
組織の細胞をフローサイトメトリーにより
解析した結果、GADD34KO マウスでは WT マウ
スに比べ、マクロファージと好中球の浸潤の
抑制がみられた。 

図９ DSS 投与後のケモカイン産生 
 
 DSS 投与により誘導される IL-6 は
IL-6/STAT3 経路を活性化し、大腸癌の形成、
増殖を促進することから、IL-6/STAT3 経路に
おける GADD34 の関与について解析した。DSS
投与により IL-6/STAT3 経路の活性化がみら
れたが、GADD34KO マウスでは WT マウスに比
べSTAT3の活性化が抑制されていた（図１０）。
さらに、免疫組織染色の結果、DSS 処理によ
り大腸上皮細胞の増殖がみられたが、GADD34 
KO マウスでは WT マウスに比べ増殖が抑制さ
れることが確認された。 
 

図１０ DSS 投与後の STAT3 シグナルの活性
化 
 
 以上の結果から、GADD34 は AOM/DSS による
炎症関連大腸癌の形成、増殖を促進すること
が示された。GADD34 は DSS 投与により発現誘
導され、大腸へのミエロイド系細胞の浸潤、
炎症性サイトカイン産生、組織障害を促進し、
また、IL-6/STAT3 経路の活性化を増強し、異
常化した上皮細胞の増殖を促進することに
より大腸癌形成を促進することが明らかと
なった。 
 本研究により、GADD34 は炎症反応において
様々な活性化シグナルに作用し、重要な役割
を果たしていることが明らかとなった。一方
で、炎症誘導の違いにより GADD34 が作用す
る機序が異なることが示された。今後、さら
に、炎症誘導の違いによる GDD34 の発現誘導
の詳細なメカニズム、および作用機序を解明
することにより、炎症性疾患の治療法の開発
にもつながると考えられる。 
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