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研究成果の概要（和文）：転写因子MafBのCOPDにおける役割を動物実験モデルにて検討した。MSR promoter dominant 
negative MafB遺伝子改変（TG）マウスと野生型マウスに対し、気管内に豚膵エラスターゼを１．５単位投与した。２
１日目には両群で肺胞間距離の増加を認めたが、TG群で有意に抑制されていた。野生型に比しTG群ではエラスターゼ投
与後に、成熟マクロファージに相当する偽足を有する肺胞マクロファージ数は有意に減少し、さらにFACS解析でF4/80
中等度陽性・CD11b弱~中等度陽性細胞数が有意に減少していた。気腫化の進展に関与するMMP-9, -12の発現もTG群で有
意に減じていた。

研究成果の概要（英文）：Role of MafB in the pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) w
as investigated using macrophage scavenger receptor promoter dominant negative-MafB transgenic (MSR-DN-Maf
B TG) mice. Mean linear intercept after intratracheal administration of elastase was significantly reduced
 in TG mice compared to the wild type mice (WT). In TG mice, number of alveolar macrophages (AMs) with pro
jected pseudopods was significantly reduced. In addition, number of F4/80 intermediately positive and CD11
b weakly or intermediately positive AMs, considerable cell subsets of matured AMs, decreased in BAL cells 
of DN-MafB Tg mice. Furthermore, the expression of MMP-9 and -12 was suppressed significantly in BAL cells
 of DN-MafB Tg mice. Because MMPs exacerbate emphysema, MafB may be involved in pulmonary emphysema pathog
enesis through altering the maturation of macrophages and the expression of MMPs.
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１．研究開始当初の背景 
COPD は主に喫煙によって気道と肺胞に

慢性炎症が生じることで発症する。病理学的
には末梢気道壁の肥厚・狭窄、肺胞壁の破壊、
肺胞マクロファージ数の増加などを特徴と
する。当教室による疫学研究 Takahata Study
では健診受診者の 10%が呼吸機能検査にて
気流閉塞を有しており（Osaka et al. Intern 
Med 2010）、わが国では約 500 万人の COPD
患者が潜在していると考えられている。統計
学的な予測においても今後患者数は増加の
一途を辿るとされており、本疾患の病態を理
解し新しい治療法を確立することが急務で
あると言えよう。 

COPD の病態においては肺胞マクロファ
ージが重要な役割を演じている。そして、肺
胞マクロファージの機能は転写因子によっ
て制御されている。当教室では、マウスに６
ヶ月間喫煙負荷を施し COPD を発症させ、肺
胞マクロファージ機能調節転写因子群の発
現を解析したところ、転写因子のなかで唯一 
MafB の発現が有意に亢進していた（Machiya 
et al. Am J Respir Mol Cell Biol 2007）。さらに
マクロファージ細胞株に遺伝子工学的に
MafB が強制発現される細胞株を作成したと
ころ、その細胞株でアポトーシス関連の遺伝
子発現が大きく変動していることが観察さ
れた。さらにこの細胞株を喫煙濃縮液で刺激
したところ、アポトーシスが有意に抑制され
ることが分かった（Machiya et al. Am J Respir 
Mol Cell Biol 2007）。 
 次に我々はヒト COPD 患者における MafB
の発現を、臨床切除肺標本で検討した。非・
軽喫煙者、COPD 非合併重喫煙者（BI ≥ 800）、
COPD 合併重喫煙者（BI ≥ 800）の MafB 発現
を免疫染色にて比較したところ、重喫煙者で
は非・軽喫煙者よりもその発現が強く、さら
に COPD 合併症例では非合併症例よりも有意
に強く発現していた。特筆すべき点は、肺胞
マクロファージでの MafB 染色強度と呼吸機
能１秒率には負の相関関係が認められたこと
である（Sato et al. Respirology 2011）。 
当教室では生体内で MafB の役割を検討す

るため、マクロファージのみで（特異的に）
MafB の機能が抑制させる遺伝子改変マウス
を作成した。それはスカベンジャーレセプタ
ープロモーター(MSR-P)（Horvai A et al. PNAS 
1995）制御によりマクロファージ特異的に
dominant Negative（DN：遺伝子工学的に蛋白
質の活性部位を除いた変異蛋白質）を発現さ
せ 、 そ の 機 能 を 抑 制 す る も の で あ る
（MSR-DN-MafB マウス）。 
 
２．研究の目的 
疾患肺、特に COPD における転写因子 MafB

の機能を明らかにすることである。本遺伝子
改変マウスと野生型マウスに気管内エラスタ
ーゼ投与または長期喫煙曝露を行うことによ
って、病理的な気腫化病変の程度、炎症反応
の強さ、マトリックスメタロプロテアーゼ

（MMP）に代表される蛋白分解酵素の発現の
程度、炎症性サイトカインの発現の程度など
の差を比較評価することによって、転写因子
MafB が COPD の病因にどのように関わって
いるのかという点を理解しようとするもので
ある。 

 
３．研究の方法 
(1) マクロファージ特異的 DN-MafB 発現マ
ウスのマクロファージの機能の検討 
A) 刺激に対する炎症反応：本遺伝子改
変マウスと野生型マウスに LPS を気管内投
与し、気管支肺胞洗浄 (BAL)を施行した。
BAL 細胞数、肺組織の炎症細胞数をカウント
し、炎症性サイトカインの発現を real time 
RT-PCR と ELISA 法にて測定した。 
B) 貪食能：気管支肺胞洗浄で本遺伝子
改変マウスと野生型マウスから肺胞マクロ
ファージを回収し培養した。そこに蛍光標識
されたマイクロビーズを上清に加え貪食さ
せ、フローサイトメトリー法でその差を解析
した。さらにその分子生物学的機序を検討し
た（低分子量 GTPase の定量解析、細胞骨格
構成因子の解析など）。 
 
(2) マクロファージ特異的 DN-MafB 発現マ
ウスへのエラスターゼ気管内投与 
この遺伝子改変マウスとコントロールマ

ウスに豚膵エラスターゼ投与（1.5 単位） 
を行い、肺気腫を形成させた。これらの負

荷をかけた遺伝子改変マウスとコントロー
ルマウスを屠殺して以下の項目に関して検
討した。 
A) 病理学的な肺気腫の形成程度の比
較: COPD形成の程度を肺胞腔のmean liner 
intercept を計測し、比較することにより評
価した。 
B) 肺の炎症：BAL液中の炎症性サイ
トカイン濃度をELISA法で定量した。BAL
細胞からRNAを抽出し、炎症性サイトカイ
ン発現をreal time RT-PCRで定量した。 
C) BAL細胞総数、細胞分画、マクロ
ファージ分化の評価：遺伝子改変マウスと
コントロールマウスで負荷後の細胞総数、
細胞分画、マクロファージ分化度に変化が
あるかどうかをFACS解析などで検討した。 
D) 蛋白分解酵素発現：BAL細胞を
MMP抗体にて免疫染色した。 
 
４． 研究成果 
(1) A):LPS気管内投与後6時間のBAL総
細胞数、IL-1beta、MIP2の発現はコントロー
ルに比し遺伝子改変マウスで有意に減少して
いた。投与24時間後では肺組織切片中の好中
球数は減少し、72時間後にはBAL中の肺胞マ
クロファージ数は有意に増加した。MafBはマ
クロファージの免疫応答に寄与する可能性が
高いことが示された。 
B): MafB遺伝子改変マウスとコントロール



マウスより、マクロファージを回収し、IgGで
オプソニン化マイクロビーズに対する貪食能
をFACSにて比較定量的した。その結果、遺伝
子改変マウスでは貪食能が有意に低下してい
ることが証明された。よってMafBはマクロフ
ァージの貪食能に寄与することが理解された
。さらに、低分子量GTPaseファミリーの活性
を評価したところ、RhoAの活性が遺伝子改変
マウスで低下していることが示された（図１
）。電子顕微鏡的な形態の観察では、コント
ロールマウスの肺胞マクロファージが細胞表
面上に棒状の偽足を多数有しているのに対し
、本マウスの偽足は膜状に形態が変化した。
ファロイジンにて重合アクチンを蛍光染色し
たところ、本マウスでは重合したアクチンが
減少していることが観察された。よってMafB
はマクロファージの細胞骨格の制御に関与す
ることが理解された。 

 
図１ 

 
(2) A): エラスターゼ誘導肺気腫形成モ
デルの評価；病理学的に気腫性変化の評価を
行った。コントロールマウスでは有意な気腔
の開大を認めたが、この変化が遺伝子改変マ
ウスでは有意に抑制されていた（図２）。 

 
図２ 

   B, C & D): エラスターゼ投与後 0、7
、21日日後にBALを行ったところ、投与７日

目に両群にて細胞数の増加は認めたが、両群
間で総細胞数ならびに白血球分画に有意差を
認めなかった。光学顕微鏡で偽足の認められ
る肺胞マクロファージ数は、エラスターゼ投
与７日目に両群で有意に増加していたが、コ
ントロールに比しDN-MafBマウスで有意に
減少していた（図３）。 

 
図３ 

フローサイトメトリーを用いて、エラスタ
ーゼ投与後７日目のBAL細胞の解析を行った
ところ、成熟型肺胞マクロファージと考えら
れるF4/80中等度陽性・CD11b低・中等度陽性
細胞数がDN-MafBマウスにて有意に減少して
いた（図4）。 

 
図４ 

エラスターゼ肺気腫マウスモデルでは、マ
クロファージから産生されるマトリックスメ
タロプロテアーゼ（MMP）がその病理形成に
関与しているとされている。エラスターゼ投
与後７日目のBAL細胞に対する免疫染色では
、コントロールマウスで多くの細胞がMMP-9, 
MMP-12が陽性であるのに対して、DN-MafB
マウスでは明らかに陽性細胞は減少していた
（図５, MMP-12）。一方、肺実質の炎症をBAL
液のTNF-alpha, IL-6 蛋白濃度で評価したが両
群で有意差を認めなかった。以上の結果より
、DN-MafBマウスでは、肺胞マクロファージ
の成熟過程の障害のために、エラスターゼ投



与後にマクロファージから産生されるMMP
が減少するため肺の気腫化形成が阻害される
ことが示された。 

 
図５ 

(2) その他 
 現在、遺伝子改変マウスとコントロールマ
ウスに対して喫煙曝露（20 本/日×６ヶ月間）
を実施中である。本マウスモデルに対しても、
エラスターゼ肺気腫モデルと同様の解析な
らびにマウス呼吸機能の解析を施行する予
定である。 
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