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研究成果の概要（和文）：p116Rip proteinに対する特異的siRNAを用いた培養細胞でのgene silencingでのミオシンの
リン酸化やcell motilityへの影響を検討し、p116Ripが気道培養細胞においてミオシンのリン酸化に抑制的に作用して
いることが判明し、その結果としてcell motilityにも抑制的に影響していることが明らかとなった。さらにp116Rip t
ransgenic miceのブレオマイシンによる急性肺障害モデルマウスへの影響を検討を試みたが、p116Riptransfenic mous
eでのmRNA発現レベルが軽度しか認められず、さらなるマウスの検討が必要と思われた。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of specific siRNA against p116Rip on its protein expression
 level in human bronchial culture cells, HFL-1 ,A549 and HBEC-3 by western blot.  The elimination of p116R
ip protein expression was successfully performed using siRNA against p116Rip.  Knocking down of p116Rip wa
s accompanied with the elevation of myosin light chain phosphorylation in cells.  Furthermore, we generate
d p116Rip-transgenic mice and examined the effect of p116Rip protein on the Bleomycin-induced acute lung i
njury model mice.  However, p116Rip transgenic mice showed the minimal overexpression of exogenous p116Rip
 compared with wild type mouse, thus it is thought that we need to examine for further experiments to prod
uce p116Rip transgenic mouse.
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１．研究開始当初の背景 

間質性肺炎は、さまざまな原因；膠原病、

薬剤性、放射線、じん肺や感染性などのも

のから生じるものと、明らかな原因がわか

っていないものがあるが、病態の主座は肺

胞隔壁などの間質の炎症であるとされてい

る。 

間質性肺炎の患者の多くはステロイド

に対する反応性の乏しい原因不明の特発性

であるが、その病態解明は未だに進んでお

らず、はっきりとした治療法の確立もなさ

れていない。間質性肺炎に対する治療薬も

現時点で承認されているものは抗線維化薬

として発売された pirfenidone しか存在し

ない。しかしながらその臨床効果は限定的

であり、未だ有効な治療薬が存在しないの

が現状である。 

これまでの間質性肺炎の研究において

は古くからブレオマイシン誘発性の急性肺

障害モデルマウスが使用されて来ており、

間質性肺炎の病態解明に大きく貢献してい

る。しかし、ブレオマイシンモデルの間質

性肺炎は経過とともに改善するという特徴

があり、急性肺障害モデルとも言われてい

る。 

我々の研究グループからもブレオマイ

シンを使用した動物モデルにおいて低分子

G proteinである RhoAの下流シグナルに

存在するRho-kinaseの特異的 inhibitorで

ある Y-27632 の全身投与の検討を行い、

RhoA シグナルが間質性肺炎の病態に大き

く関与している事を解明して来ているのが

近年の現状である (Shimizu et.al., Am J 

Respir Crit Care Med. 2001)。 

モーター機能を持つタンパク質であるミ

オシンは、細胞の走化性、遊走能、分裂や平

滑筋の収縮などの生体内におけるあらゆる

運動機能に直接関与していることが知られ

ている。ミオシンのモーター機能はミオシン

軽鎖のリン酸化により制御されており、ミオ

シンがリン酸化されることによりアクチン

とミオシンの重合体であるアクトミオシン

構造物上をミオシンが動き始めることによ

って、ミオシンの動力が平滑筋の収縮を含め

たあらゆる細胞の運動機能に還元される仕

組みとなっている。 

近年我々は、RhoAの inhibitorとしての役

割を持ちかつ、細胞骨格分子であるアクチ

ン、ミオシン、及び RhoAにも結合するタ

ンパク質である p116Rip のクローニング

に成功した (Koga and Ikebe., 2005, J. 

Biol. Chem.)。 

我々のこれまでの研究から、p116Ripが

ミオシン,RhoA,及びミオシン脱リン酸化

酵 素 (Myosin light chain 

phosphatase:MLCP)と結合能を有し、

MLCP酵素活性を上昇させると共に RhoA

を不活化させてミオシンのリン酸化に直接

影響を及ぼしていることを解明した 

(Koga and Ikebe., 2005, J. Biol. Chem.)。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は p116Rip の気道培養細胞
におけるミオシンリン酸化に及ぼす影響と
cell motiliryに及ぼす影響を検討し、さら
にはブレオマイシン誘発性の間質性肺炎モ
デルマウスにおいて、アクチン・ミオシン
結合蛋白質である p116Rip proteinの果た
す役割を、p116Rip protein トランスジェ
ニックマウスを用いて生化学的、組織学的
に検討し、p116Ripの間質性肺炎の病態に
関わるシグナルメカニズムを解明する事で
ある 。 
 
３．研究の方法 
１）気道培養細胞への p116Rip siRNA の

導入 

気道上皮細胞である HBEC3、肺線維芽細

胞である HFL-1 を用いて p116Rip の

siRNA の検討を行う。 LIpofectamine 

siRNA MAX を 用 い て Reverse 

transfection法により少量のsiRNAで効率

よく目的のタンパク質をノックダウンする。



RNA の抽出には QIAGEN の RNAeasy 

mini kitを用いる。タンパク質の抽出には

培養細胞の上清を取り除いた後、10% 

Trichloro acetic acidを 10分間、インキュ

ベートしてタンパク質を固定し、PBSで洗

浄した後に、2X SDS sampling bufferで回

収し、western blot分析に用いる。 
 
２）p116Ripトランスジェニックマウスの
作製 
Full length p116Rip(Koga and Ikebe., 
2005, J. Biol. Chem.)を pCAG vectorへ導
入しマウスの胚細胞へマイクロインジェク

ション、C57BL/6マウスへの移植を業者委
託して、F0 マウスのテールから Geno 
typingを行い、p116Ripへテロマウスの作
製が確認された（ユニーテック社）。こうし

て得られた p116Rip トランスジェニック
F0マウスをもとに交配を重ねて、F1, F2, 
F3,,,マウスを作製。  
 
３）ブレオマイシンモデルマウスの作製 
8週令のメスC57BL/6マウスへネンブター
ルを腹腔内投与して麻酔をかけ、micro 
osmotic pump をマウスの背中に埋め込み
30μg/μl のブレオマイシンを 1 週間かけ
て 100μl持続皮下注射する(micro osmotic 
pump, Alzet社)。コントロールは生食を使
用し、皮下注射開始 4週後に解析を行う。 
 
４）ブレオマイシンモデルマウスの解析 
肺組織の解析: ネンブタール処理をされた
マウスの肺組織をホルマリンに浸して固定

する。H.E.染色を行い、間質性肺炎の組織
学的な線維化を Ashcroft score を用いて
Grade 0 から Grade8 まで評価し、
parenchymal cellの間質細胞の増殖を細胞
の増殖マーカーである Ki67 stainingにて
評価する。 
 
４．研究成果 

間質性肺炎モデルマウスのおける

p116Rip の役割を解明するために、

p116Ripが RhoAシグナルに影響を及ぼし

て間質性肺炎の病態に関わっている、との

仮説をたて培養細胞における p116Rip 

siRNAが及ぼす cell migrationへの影響や、

p116Ripトランスジェニックマウスを作製

し細胞生物学、組織学的検討を行った。 

肺癌の cell line である A549 を用いた

p116Rip の siRNA では効率よく p116Rip

のタンパク発現を抑制することができた

(Fig.1a)。さらに、気道上皮細胞のHBEC3、

肺線維芽細胞の HFL-1 を用いて p116Rip

のノックダウンを特異的 siRNA を用いて

行った。 

いずれの細胞株においても p116Rip の

タンパク発現は p116Rip siRNA により抑

制され、さらにミオシンのリン酸化が亢進

していた(Fig.1b)。 

そこで次に、p116Ripの細胞運動に及ぼ

す影響を検討した。 

Fig.2 に示すように、PDGF で刺激され



た HFL-1 細胞を用いた細胞遊走の実験で

は、p116Rip siRNA 処理をされた方が

control siRNA処理された細胞よりも有意

に cell migrationが亢進していた。このこ

とから、p116Ripがミオシンのリン酸化の 

 

Fig.2 

制御を介して細胞の遊走能に影響を及

ぼしていることが考えられた。 
こ れ ま で の 報 告 か ら 、 Rho-kinase 
inhibotor の全身投与がブレオマイシン誘
発性の間質性肺炎を抑制したことから、

p116Ripのトランスジェニックマウスにお
いても、RhoA の活性が抑制され、それに
より間質性肺炎の病態に抑制的に働く事が

予想され wild typeのマウスより p116Rip
のトランスジェニックマウスの方がブレオ

マイシンによる間質性変化の抑制を認める

ことが予想された。 
そこで、p116Ripトランスジェニックマウ
スによるブレオマイシンによる急性肺障害

モデルマウスへの影響を検討することを試

みたが、p116Ripトランスジェニックマウ
ス群の p116Rip のタンパク過剰発現レベ
ルが肺以外の臓器では明らかに認められず

(Fig.3a)、また mRNA の発現に関しては
wild typeマウスと比較して p116Ripトラ
ンスジェニックマウス群において軽度の

p116Rip mRNA 発現の上昇を認めるのみ
であった(Fig.3b). 
この結果から、ブレオマイシン誘発性の急

性肺障害モデルマウスにおいて、p116Rip

トランスフェニックマウスの影響を検討す

るには p116Rip の発現レベルが軽度であ
ることが考えられた。このことより今後、 
さらに p116Rip のトランスジェニックマ
ウスやさらには p116Rip のノックアウト
マウスなどの作成の検討を行っていく必要

があると思われた。 

Fig.3 
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