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研究成果の概要（和文）：炎症応答は、病原体の排除、損傷組織の修復等に重要な機構である一方、過剰あるい
は慢性的な炎症応答は、様々な炎症性疾患を引き起こす。本研究では、気管支喘息モデルマウスを用いて低分子
量G蛋白質Arf6の炎症応答における機能解析を行った。その結果、マクロファージ中のArf6が、炎症応答におい
て中心的な役割を果たすインフラマソームのプリオン様細胞間伝搬を促進することにより、過剰な炎症応答を引
き起こし、アレルギー性の気管支喘息を増悪させることを見出した。

研究成果の概要（英文）：While the inflammatory response is an important mechanism for the 
elimination of pathogens and the repair of damaged tissues, excessive or chronic inflammatory 
responses can cause various inflammatory diseases. In this study, we analyzed the function of the 
small G protein Arf6 in inflammatory responses using a mouse model of bronchial asthma. As a result,
 we found that Arf6 in macrophages promotes　prion-like cell-to-cell transmission of inflammasomes, 
which play a central role in inflammatory responses, thereby causing excessive inflammatory 
responses and exacerbating allergic bronchial asthma.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 低分子量G蛋白質Arf6　インフラマソーム　炎症応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフラマソームは病原体などの刺激物質を感知し炎症応答を誘導する複合体であるが、形成後細胞外にも放出
され、それを周囲のマクロファージが貪食することにより、貪食細胞中で新たなインフラマソームが形成され、
連鎖的に炎症応答が誘導・増幅される。本研究では、Arf6がマクロファージによる細胞外インフラマソームの貪
食を促進することにより、炎症反応を増強することを明らかにしており、病的な炎症応答の分子メカニズムの一
端を明らかにした。また、遺伝子欠損や薬剤によってArf6を阻害することによりアレルギー性気管支喘息が顕著
に緩和さたことから、Arf6は炎症性疾患の有効な治療標的となると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
炎症反応は、ウイルスや細菌などの異物や死細胞を、マクロファージや樹状細胞などの自然免
疫担当細胞が認識し貪食することにより開始される。貪食後、これらの細胞は様々なサイトカイ
ンやケモカインを放出することによって、周囲の免疫細胞を活性化し、また標的組織への遊走を
促進することにより炎症反応を惹起・増幅する。さらに、リンパ球への抗原提示を行い、獲得免
疫系を活性化することにより、感染症からの回復、組織の治癒を行う。その一方で、過剰なサイ
トカイン放出、自己抗原による免疫細胞の慢性的な活性化は、様々な炎症性疾患に繋がる。従っ
て、マクロファージや樹状細胞による異物の貪食からサイトカイン放出に至る一連の反応を制
御する鍵因子の同定と、メカニズムの解明、およびそれらをコントロールする方法の開発は、感
染症への対応、各種炎症性疾患の治療において重要な課題である。 
 細胞が貪食を行う際には、細胞膜のダイナミックな変化を伴う。これを可能にしているのがア
クチン細胞骨格のリモデリングである。また、免疫細胞の遊走や浸潤においても細胞膜のダイナ
ミクスが重要となる。一方、サイトカイン放出や抗原提示、細胞の遊走に必要な接着因子の取り
込みや輸送には、膜小胞を介した細胞内物質輸送が必要となる。これらの機能を制御する因子と
して我々が着目したのが低分子量 G蛋白質 Arf6である。Arf6は、アクチン細胞骨格のリモデリ
ングと細胞内膜小胞輸送を制御する低分子量 G 蛋白質であり、細胞外物質の取り込み、取り込
まれた物質の細胞内輸送、分泌反応、そして細胞の遊走において中心的な役割を果たす。このこ
とから、Arf6は、自然免疫担当細胞の機能制御、それによって誘導される炎症反応における鍵分
子であることが予想される。しかしながら、免疫細胞や炎症応答における Arf6 の機能に関する
知見は少なく、個体を用いた解析はこれまでにない。このような状況下、我々はマクロファージ
特異的 Arf6 コンディショナルノックアウト（Arf6-cKO）マウスを用いて喘息モデルを作製し、
解析したところ、同マウスではアレルギー性の気管支喘息が顕著に抑制されることを見出した。
この知見は、Arf6 が炎症反応を引き起こす重要な因子であることを強く示唆しており、その機
能解析が前述の課題の解決に繋がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
上記の予備的知見から、マクロファージに発現する Arf6 の働きにより炎症反応が促進され、
アレルギー性気管支喘息を増悪させることが想定される。そこで本研究では、炎症応答における
マクロファージ中の Arf6 の生理機能を明らかにすることにより、炎症反応の誘導・増幅メカニ
ズム、および喘息を含めた炎症性疾患の発症機構を明らかにすることを目的とする。また、Arf6
が炎症性疾患の治療標的となりうることを証明し、新たな治療法として提唱することを目指す。 
 
３．研究の方法 
マウス 
マクロファージ特異的 Arf6-cKO マウスは、Arf6flox/floxマウス（１）と LysM-Cre マウスを交配す
ることことにより作製した。LysM-Creマウスは、筑波大学高橋教授より供与いただいた。 
 
OVAの免疫と経鼻投与 
8-12週齢のマウスに 100 g／匹の OVAを 1、7、14日目に腹腔内投与し、OVA感作を成立させ
た。最後の OVA免疫から 7、10、あるいは 13日後にマウスを麻酔し、100 g OVAを経鼻投与
した。 
 
フローサイトメトリー解析 
マウス肺胞洗浄液（BALF）より細胞を回収し、赤血球を除去するためにバッファー（154 mM 
NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA）に懸濁した。その後細胞を 2%牛胎児血清（FBS）を含む
PBSで洗浄し、各種抗体と反応させた。抗体でラベルした細胞を、Guava easyCyto flow cytometer
（Merk Millipore）を用いて定法に従いフローサイトメトリーにて解析した。 
 
炎症性サイトカインの定量 
IL-1はじめ炎症性サイトカインの定量は、R&D Systems 社より各サイトカインの定量キットを
購入し、マニュアルに従い ELISA方にて行った。 
 
細胞外 ASC speckの調整 
GFP-ASCを恒常的に発現する THP-1細胞を 20% FBS、100 ng/ml PMAを含む RPMI1640で 2日
間培養し、マクロファージ様に分化させた。その後 200 ng/ml LPS、250 g/ml alumで 48時間細
胞を刺激し、培養上清を回収した。細胞片を遠心分離にて除いた後、培養上清と等量の Buffer A
（20 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA）を加え、4,600gで 10分間遠心分離す
ることで細胞外 ASC speckを沈殿させた。細胞外 ASC speckを Buffer Aに再懸濁し、Percoll密
度勾配で 16,000g、60分間遠心分離し、ASC speckを精製した。PBSで洗浄後、各実験に用いた。 



 
４．研究成果 
（１）マクロファージ中の Arf6は、アレルギー性の気管支喘息を増悪させる 
 気道マクロファージによる喘息悪化のメカニズムを解明するために、野生型およびマクロフ
ァージ Arf6-cKO マウスに、OVA 投与によるアレルギー性気管支喘息様の炎症応答を誘導した。
これら喘息モデルマウスにおいて、気管支肺胞洗浄液（BALF）中の浸潤白血球を解析したとこ
ろ、野生型マウスでは、OVA 負荷による各種白血
球の肺への遊走が観察され、特に好酸球が著しく
増加しており、アレルギー性の炎症応答が誘導さ
れていることが確認された。また、BALF中の炎症
性サイトカインや OVAに対する IgEの増加も観察
された。一方、マクロファージ Arf6-cKOマウスで
は、OVA負荷によって誘導される肺への白血球（特
に好酸球）浸潤、BALF中の炎症性サイトカインや
OVA 特異的 IgE の増加が顕著に抑制されていた。
さらに、肺の組織学的な解析を行ったところ、野生
型マウスの肺組織ではOVA負荷により好酸球や単
球系の炎症細胞の強い浸潤と気管支の狭窄が観察
されたのに対し、マクロファージ Arf6-cKOマウス
の肺組織ではこれらの炎症反応が軽減されていた
（図１）。以上の結果より、マクロファージは Arf6
を介して気管支喘息様のアレルギー性炎症反応を
増悪させることが明らかとなった。 
 
（２）Arf6は、アレルギー性炎症応答におけるマクロファージからの IL-1産生を促進する 
 気道マクロファージはアレルゲン刺激によって様々な炎症性サイトカインを放出するが、中
でも NLRPインフラマソームによって誘導・分泌される IL-1は、炎症反応誘導の中心となるサ
イトカインである。マクロファージ中の Arf6 に依存したアレルギー性喘息様の炎症が観察され
たことから、マクロファージ Arf6-cKOマウスにおける OVA負荷時の IL-1分泌を解析した。そ
の結果、マクロファージ Arf6-cKO マウスでは、野生型マウスと比較して BALF 中の IL-1が約
30%減少していた。 
 
（３）Arf6は細胞外 ASC speckの貪食を促進しすることにより二次的な IL-1産生を誘導する 
 マクロファージは、外因性あるいは内因性刺激物質を感知するとインフラマソームを形成し、
IL-1の成熟・分泌を誘導する。インフラマソームは、細胞内に取り込まれた異物を感知するセ
ンサーと、アダプタータンパク質 ASC、および Caspase-1から構成される複合体であり、マクロ
ファージでは NLRP3がセンサーとして機能する。NLRP3は刺激物質を認識すると自己会合しオ
リゴマーを形成する。このオリゴマーはアダプターの ASCをリクルートし、プリオン様の ASC
自己凝集体（ASC speck）の形成を促進する。次いで、プロテアーゼである Caspase-1をリクルー
トして自己活性化することにより、炎症性サイトカインである IL-1が切断・成熟化され、炎症
反応が惹起される。Arf6がどのように IL-1産生を促進するのかを明らかにするために、野生型
およびマクロファージ Arf6-cKOマウスから単離した気道マクロファージにおけるインフラマソ
ーム形成を in vitroで解析した。LPSとミョウバンで刺激した際のインフラマソーム形成を観察
したところ、野生型、Arf6-cKO マクロファージどちらにおいても同程度の細胞内 ASC speck の
形成が観察された。また、pro-IL-1や pro-Caspase 1 の発現および切断による活性化にも差はみ
られなかった。これらの結果は、Arf6はアレルゲンなどの刺激物質による初期（一次的な）イン
フラマソームには必須ではないことを示唆している。 
 マクロファージ中で形成された ASC speck は、それ自身が細胞外へと分泌され周辺のマクロ
ファージによって貪食される。貪食された ASC speckは貪食細胞中で新たに ASCのオリゴマー
化を促進する。このような ASCのプリオン様の伝搬、凝集誘導により、アレルゲンや病原体に
依存しない二次的なインフラマソーム形成が誘導され、連鎖的な炎症誘導・増幅が引き起こされ
る。野生型マウスでは、OVA負荷時に OVA用量依存的に BALF中の細胞外 ASC speckが増加し
ていたことから、細胞外 ASC speckを介した炎症応答への Arf6の関与を検討した。GFP-ASCを
発現する THP-1 細胞をマクロファージ様に分化させ、細胞外 ASC-speck を調整し、それをマウ
スに投与したところ、野生型では細胞外 ASC speck投与量依存的に BALF中の IL-1が増加した
のに対し、Arf6-cKOマウスでは ASC speck依存の IL-1誘導が抑制されていた。
 Arf6 はアクチン細胞骨格のリモデリングを制御することにより、マクロファージのファゴサ
イトーシスを促進することが知られていることから、細胞外 ASC speck のマクロファージによ

図１．Arf6-cKOマウスではアレルゲン添加に
よる気管支の狭窄が軽減される（B: 細
気管支） 



る取り込みへの Arf6の関与を検討した。野生型およびマクロファージ Arf6-cKOマウスより単離
した気道マクロファージを、精製した GFP-ASC speck と培養し、共焦点顕微鏡にて観察した。
なお、細胞質を可視化するために Alexa Fluor 568 phalloidinによる染色も行った。その結果、野
生型マクロファージでは約 65%の細胞で細胞外 ASCの取り込みがみられたのに対し、Arf6-cKO
マクロファージでは 15%程度にまで抑制されていた。また、細胞外 ASC speck依存の IL-1産生
も、細胞外 ASC の取り込み低下に相関して Arf6-cKO マクロファージでは顕著に抑制されてい
た。以上の結果より、マクロファージ中の Arf6は細胞外 ASC speckの取り込みを促進すること
により貪食細胞中でプリオン様に ASC 凝集を促し、インフラマソームを活性化して IL-1産生
を増強することが明らかとなった。

（４）Secin H3は喘息様アレルギー性炎症を抑制する 
低分子量 G蛋白質である Arf6は、GDP結合型から GTP結合型に変換することにより活性化す
る。このグアニンヌクレオチドの交換反応を促進するのが Guanine nucleotide-exchange factor 
(GEF)である。野生型マウスより単離した気道マクロファージを、Arf6 GEF の一つである
Cytohesinファミリーの阻害剤 Secin H3で処理したところ、細胞外 ASC speckによって誘導され
る IL-1放出が、Seicin H3 未処理時の 20%ほどにまで低下した。さらに、マウスに Secin H3を
投与することにより、OVA負荷による BALF中の IL-1や他の炎症性サイトカインの増加が抑制
され、浸潤好酸球数の上昇も抑制されていた。また。OVA 負荷に伴った気管支狭窄も軽減され
ていた。これらの結果より、Arf6を薬剤によって阻害することにより、アレルギー性気管支喘息
が抑制されることが示唆された。 
 
本研究により、マクロファージ中の Arf6は細胞外 ASC speckのファゴサイトーシスを促進する
ことにより、貪食したマクロファージ中でのインフラマソーム形成を誘導し、二次的な IL-1産
生を誘導することが明らかとなった。このような Arf6に依存した ASC speckのプリオン様細胞
間伝搬により、連鎖的なマクロファージによる IL-1放出が誘導され、気管支喘息をはじめ病的
な炎症反応が引き起こされると考えられる。
 Arf6-cKO マウスでは、マクロファージによる細胞外 ASC speck の取り込み阻害とそれに伴う
二次的なサイトカイン放出の低下により、気管支喘息が顕著に抑えられる一方で、刺激物質によ
る初期の ASC speck形成には影響がみられなかった。このことは、Arf6は初期の ASC speckの
形成には関与しない一方で、
細胞間の伝播に必要であるこ
と、また、インフラマソームの
細胞間伝播による連鎖的な炎
症誘導が過剰・病的な炎症応
答の主要因であることを示唆
している。さらに、Arf6 とい
う単独の因子を阻害すること
によって顕著に気管支喘息が
抑制されたことから、インフ
ラマソーム細胞間伝播の鍵因
子を阻害する薬剤は、喘息を
含む炎症性疾患の有効な治療
薬となることが期待される。 
 
＜謝辞＞ 
本研究を実施するにあたり、LysM-Cre マウスをご供与いただきました筑波大学高橋教授に深く
感謝申し上げます。 
 

図２．Arf6による細胞外 ASC speck貪食を介した炎症増悪モデル 
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