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研究成果の概要（和文）：本研究では、栄養飢餓ストレスに対する細胞防御におけるGADD34の機能について解析を行っ
た。その結果、骨髄由来マクロファージ系細胞において特定のアミノ酸欠乏下で細菌感染を模倣するLPS刺激によりGAD
D34の強い発現増加がみられた。また、これらの刺激により細胞の活性化とアポトーシスの亢進がみられたが、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、その結果、アポトーシスを抑制し細胞防御に作用するこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the function of GADD34 on nutrition starvation-stress 
responses in macrophages. The deprivation of tyrosine and cysteine (Tyr/Cys) induced the expression of 
GADD34 in macrophages. LPS stimulation combined with Tyr/Cys-deprivation activated macrophages, then 
shifted to cell death in late phase of stimulation. A deficiency of GADD34 enhanced cell activation 
signaling and apoptosis more than that in wild-type macrophages. Further we found that mTOR-S6K signaling 
was higher in GADD34-deficient macrophages than in wild-type cells. Defective GADD34 reduced LC3-II and 
autophagosome formation induced by LPS-stimulation and Tyr/Cys-deprivation compared with that in 
wild-type macrophages. These results indicate that GADD34 enhances autophagy and suppresses apoptosis 
stimulated by LPS combined with amino acid deprivation through regulation of mTOR signaling pathway in 
macrophages.

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

１．研究開始当初の背景 
	
 細胞のストレス応答のメカニズム解明は
老化やがん治療など医学生物学分野におい
て重要な課題の一つであると考えられる。代
表者の所属する研究室では、ストレス応答遺
伝子の１つであるGADD34	
 (growth	
 arrest	
 and	
 
DNA	
 damage	
 inducible	
 protein	
 34)と老化、
ストレス応答に関する研究を行ってきた。こ
れまでに、GADD34 は ER ストレスにより活性
化される eIF2αの脱リン酸化を促進し、一時
的な蛋白質合成の停止からの回復に関与す
ることを明らかにしている。また、GADD34 遺
伝子欠損(KO)マウスを用いた創傷治癒実験
において、GADD34KO マウスは正常(WT)マウス
より早く治癒し、マクロファージ等の遊走能
が GADD34KO マウスで高くなっていることを
見いだした。さらに、マウスの絶食ストレス
実験により、肝臓で GADD34 の発現が上昇し、
栄養制御ストレス対する細胞防御に寄与す
る可能性を示した。これらのことから、
GADD34 は様々な生体ストレス応答に重要な
役割を果たしていると考えられるが、その作
用機序については未だ十分に解明されてい
ない。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 GADD34 のストレス応答の分子メカニズム
解明において、近年、GADD34 が炎症を活性化
する NF-κB シグナル伝達系の蛋白質 IKK の
脱リン酸化に関与しているという報告がな
され、eIF2αの脱リン酸化だけでなく、様々
なシグナル伝達系の脱リン酸化に関与して
いる可能性が示唆される。本研究では、栄養
飢餓ストレスにおける GADD34 の発現上昇と
ストレス防御機構のメカニズム、また、創傷
治癒や炎症誘導における様々なシグナル伝
達系の活性化への GADD34 の関与について明
らかにすることを目的とした。	
 
 
３．研究の方法 
（１）栄養飢餓ストレス下での細菌感染によ
るマクロファージ活性化における GADD34 の
機能解析	
 
	
 栄養飢餓により GADD34 の発現が上昇する
ことが明らかとなっているが、GADD34 の発現
が上昇する詳細な栄養飢餓ストレス条件を
明らかにするために、マクロファージ細胞株	
 
RAW264.7 細胞、および、骨髄由来樹状細胞を
用いて様々なアミノ酸欠乏培地を作成し
GADD34 の発現について解析した。さらに、ア
ミノ酸欠乏下で細菌感染刺激を模倣する LPS
を添加し GADD34 の発現について解析した。
また、アミノ酸欠乏下での LPS	
 刺激による細
胞内のシグナル伝達系の活性化、アポトーシ
スについて解析した。次に、GADD34KO マウス
および WT マウス骨髄由来樹状細胞、ウィル
スベクターを用いた shRNA により GADD34 を
発現抑制した RAW264.7 細胞を用いて、シグ
ナル伝達系の活性化の比較、アポトーシス、
電子顕微鏡によるオートファジーの比較解

析を行った。	
 
（２）創傷治癒における GADD34 の機能解析	
 
	
 GADD34KO マウスおよび WT マウスの背に
3mm のパンチバイオプシーを行い、創の治癒、
創周辺部位の細胞について免疫蛍光染色に
より解析した。また、創治癒に関与する分子
の発現についてreal-time	
 PCR	
 およびウェス
タンブロッティングにより解析を行った。	
 
（３）アクロレイン投与による肺の炎症誘導
における GADD34 の機能解析	
 
	
 アクロレインはタバコ煙の主成分であり
慢性閉塞性肺疾患(COPD)誘引の一つと考え
られており、肺の炎症を引き起こす。
GADD34KO マウスおよび WT マウスにアクロレ
インを経鼻投与し、肺の炎症について組織染
色、活性酸素(ROS)産生、炎症性サイトカイ
ン産生、シグナル伝達系の活性化について比
較解析を行った。また、shRNA により GADD34
を発現抑制させた肺がん由来細胞株 LLC 細胞
を用いてタンパク合成および ROS 産生、アポ
トーシスの比較解析を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）栄養飢餓ストレス下での細菌感染によ
るマクロファージ活性化における GADD34 の
機能解析	
 
	
 栄養飢餓ストレスによる GADD34 の発現上
昇について、マクロファージ細胞株	
 
RAW264.7 細胞、および、骨髄由来樹状細胞を
用いて、様々なアミノ酸欠乏培地を作成し
GADD34 の発現について解析した結果、
tyrosine/cysteine(Tyr/Cys) 欠 乏 に よ り
GADD34 の発現が有意に誘導されることが明
らかとなった(図１)。	
 

	
 
図１	
 アミ
ノ酸欠乏に
よる GADD34
発現比較	
 
	
 	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 また、Tyr/Cys 欠乏下での LPS 刺激により
GADD34 の発現がより強く誘導され(図１)、
ERK,p38,Akt,mTOR のシグナル伝達経路の活
性化とアポトーシスの亢進が見られた。
shRNA により GADD34 の発現を抑制した
RAW264.7 細 胞 (shGADD34-RAW) を 用 い て
Tyr/Cys 欠乏下で LPS 刺激した結果、正常
RAW264.7 細 胞 (shControl-RAW) に 比 べ
shGADD34-RAW	
 では、Src,ERK,p38,Akt,mTOR
シグナル伝達経路のより強い活性化、アポト
ーシスの有意な促進が見られた（図２）。こ
れらのことから、GADD34 はアミノ酸欠乏下で
の LPS 刺激による細胞の活性化とアポトーシ
スを抑制することが明らかとなった。	
 



図２	
 GADD34 発現抑制によるアポトーシス
の増加	
 
	
 次に、アミノ酸欠乏下での LPS 刺激による
アポトーシス誘導における GADD34 の作用を
明らかにするためにオートファジー機構へ
の関与について解析した。オートファジーは
栄養環境が悪化した際に、タンパク質のリサ
イクルを行うなど生体の恒常性維持に関与
する機構であり、オートファジーのマーカー
の一つであるLC３は細胞質型LP3-Iから膜結
合型 LC3-II へと変換されることが知られて
いる。Tyr/Cys 欠乏下での LPS 刺激による LC3
の 変 化 に つ い て 解 析 し た 結 果 、
shControl-RAW では shGADD34-RAW に比べ、よ
り強い LC3II の増加が見られた（図３）。	
 

図３	
 GADD34発現抑制によるLC3-IIの発現比
較	
 
	
 さらに、細胞内のオートファゴゾームにつ
いて電子顕微鏡により解析した結果、
shControl-RAWではshGADD34-RAWに比べ有意
なオートファゴゾームの増加が見られ（図
４）、GADD34 がオートファジー機構を促進す
ることが明らかとなった。	
 
	
 次に、GADD34 のオートファジー誘導経路に
おける分子メカニズムの解析を行った。mTOR
は細胞増殖を促進する一方で、アミノ酸欠乏
など栄養飢餓ストレスなどによりタンパク
合成を抑制するなど生体の恒常性維持に重
要な因子であり、オートファジーを抑制し、
リソソームの生合成を阻害することが報告

図４	
 電
子顕微鏡
によるオ
ートファ
ゴゾーム
の解析	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

されている。また、mTOR の活性化を調節する
重要な分子として TSC1/2 があり、TSC2 のリ
ン酸化が mTOR	
 の活性化に関与している。そ
こで、アミノ酸欠乏下での LPS 刺激による
mTOR シグナル経路の活性化について比較し
た結果、shGADD34-RAW では shControl-RAW に
比べ TSC2 の有意なリン酸化の上昇が見られ
た。さらに免疫沈降による解析から GADD34
が TSC2 と結合することが確認され、GADD34
が TSC2 の脱リン酸化に関与している可能性
が示唆された。また、mTOR 阻害剤である
rapamaycin を用いて、shGADD34-RAW でのオ
ートファジーの誘導、アポトーシスについて
解析した結果、rapamycin 処理により、オー
トファジーが促進し、アポトーシスは抑制さ
れることが確認された（図５）。	
 

図５	
 ラパマイシンン投与によるオートフ
ァジー機構とアポトーシスの変化	
 
	
 
	
 以上の結果から、Tyr/Cys 欠乏下での LPS
刺激により GADD34 は発現が増加し、TSC2 に
結合してリン酸化を抑制し mTOR 活性を抑制



することで、オートファジーを誘導し、アポ
トーシスを抑えるというメカニズムが明ら
かとなった。	
 
（２）創傷治癒における GADD34 の機能解析	
 
	
 GADD34KO マウスおよび WT マウス背部に 3mm
パンチバイオプシーを施し、経時的に創面積
を比較した結果、GADD34KO マウスでは WT マ
ウスに比べ、有意に早く創が治癒されること
が明らかとなった（図６）。	
 

	
 
図６	
 	
 
創傷部
位面積
の経時
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 創周辺部位の皮膚組織について解析を行
った結果、	
 GADD34KO マウスでは WT に比べ、
創傷治癒に重要なαSMA を発現する筋線維芽
細胞の増加、typeI,	
 typeIII	
 collagen の強
い発現上昇が見られた。次に、筋線維芽細胞
の分化に関与する	
 TGF-β-Smad のシグナル
伝達経路について経時的に解析した結果、
GADD34KO では WT に比べ、より持続的な
Smad2,Smad3 のリン酸化が見られた（図７）。	
 

図７	
 創治癒過程での Smad シグナルの活性化	
 
	
 
	
 また、治癒過程において、WT	
 では GADD34KO
マウスに比べ筋線維芽細胞の TUNEL 陽性細胞
の増加と caspase3 の活性化が見られ、アポ
トーシスが促進されることが明らかとなっ
た。以上の結果から、創傷治癒過程において
GADD34 は TGF-βによる smad3 活性化を抑制
することで筋線維芽細胞の増殖を抑え、また
caspase3 の活性化による筋繊維細胞のアポ
トーシスの促進し創傷治癒の遅延を引き起
こすことが明らかとなった。	
 
	
 
（３）アクロレイン投与による肺の炎症誘導
における GADD34 の機能解析	
 
	
 GADD34KO マウスおよび WT マウスにアクロ
レインを経鼻投与し肺組織の変化について
解析した。その結果、GADD34KO マウスでは
WT に比べアクロレイン投与による肺胞構造
の損傷が抑制されていた（図８）。また、WT
マウスではアクロレイン投与により肺組織
で GADD34 の発現が上昇することが確認され
た。GADD34KO マウスでは WT マウスに比べ、
ア ク ロ レ イ ン に よ る 肺 組 織 で の
F4/80+CD11b+マクロファージ細胞の浸潤が

抑制されることが示された。また、アクロレ
インによる炎症性サイトカイン IL-6 産生の
誘導、NF-κB の活性化が GADD34KO マウスで
は抑制されていることが明らかとなった（図
８）。	
 

図８	
 
アクロレイン投
与による肺組織
変化とNK-κBシ
グナルの活性化	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 さらに、アクロレイン投与により肺組織に
おいて ER ストレスによる p-eIF2αの上昇、
ROS 産生の上昇、アポトーシスの促進が見ら
れたが、GADD34KO マウスでは WT マウスに比
べこれらの上昇が抑制されることが明らと
なった。次に、in	
 vitroにおいて、shRNA に
より GADD34 を発現抑制した LLC 細胞株
（shGADD34-LLC）を作成しコントロール細胞
(shControl-LLC)と比較解析した。アクロレ
イ ン 添 加 に よ り shControl-LLC で は
shGADD34-LLC	
 に比べ ROS 産生の増加、アポ
トーシスを示す caspase-3 のより強い活性化
が見られた。また、アポトーシスは ROS 産生
阻害剤 NAC の添加により抑制されることが明
らかとなった（図９）。	
 

図９	
 アクロレインおよび NAC 投与によるア
ポトーシス変化	
 
	
 
	
 GADD34 は ER ストレスによる一時的なタン
パク合成の停止からの回復に関与している
ことから、アクロレイン投与後のタンパク合
成 に つ い て 解 析 し た 。 そ の 結 果 、
shGADD34-LLC ではアクロレイン投与による
タンパク合成の停止からの回復の遅延が見
られ、タンパク合成が長期に抑制されること
が明らかとなった（図１０）。	
 

	
 
図 10	
 アク
ロレインに
よるタンパ
ク合成変化	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



	
 タンパク合成と ROS 産生との関与について
明らかにするために、アクロレイン投与時に
タンパク合成阻害剤 cycloheximide（CHX）を
投与した結果、CHX 投与により ROS 産生およ
びアポトーシスが抑制されることが示され
た。以上の結果から、アクロレイン投与によ
る肺炎症において、GADD34 の発現抑制をする
ことで、ER ストレスによるタンパク合成の停
止が持続し ROS 産生が抑制されることで、細
胞死が抑制されるというメカニズムが明ら
かとなった。	
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