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諸言

細胞はその周囲の環境を迅速かっ的確に把握し，対応してし、かなければなら

ない。さまざまな細胞外刺激に最初に対応するのは，細胞に発現する各種受容

体である。プロテアーゼ活性化受容体 (protease-activatedreceptor ; P AR) は，多

くの細胞機能を調整する受容体であり，特定のセリンプロテアーゼにより活性

化される。ヒトの遺伝子のおよそ 2%がプロテアーゼであり，消化吸収，生体防

御，活性制御など様々な生理的役割を担っているにそのためプロテアーゼによ

るシグナルの一部を担う PARは，広範な分布域と複雑で多様な機能を持つ。

PARは， Gタンパク質共役 7回膜貫通型受容体 (GPCR)である。この受容体

は， PARl~PAR4 の 4 つのサブタイプからなる PAR ファミリーを構成している。

PARは静止状態では，細胞外N末ペプチド鎖中に活性アミノ酸配列がマスクさ

れた状態で存在している。プロテアーゼは，この細胞外に出ている N末端側ペ

プチドの特定部位を不可逆的に切断し，露出したペプチド配列がリガンド

(tethered ligand) となり，細胞外第二ルーフ。部位に結合して PAR自身が活性化

される 2 (図 lA) 0 PARl， PAR3および PAR4は thrombin受容体として発見

され， PAR2は trypsin受容体として知られているが，その他さまざまなプロテ

アーゼによっても活性化される。また，各 PARサブタイプを特異的に活性化す

るペプチドとして，それぞれの PARのtetheredligand配列から合成されたペプチ

ド (PAR特異的活性化ペプチド;PAR-AP)が存在する(図 lB)。各 PARサブ

タイプの tetheredligand配列は表 lに示すとおりである。活性化された PARは，

共役する Gタンパク質を介してシグナルを伝えるが， PARサブタイプによって

共役する Gタンパク質は異なっている(表 1)30

PARファミリーは，血管，免疫細胞，上皮細胞，線維芽細胞，神経細胞，筋

細胞など，日甫乳動物の生体内のほぼ全ての細胞に幅広く分布しており 4J，種々

の生理機能の調節や病態の発現に関与することが明らかにされている。 PARl，

PAR3およびPAR4はthrombinの受容体であるため凝固系を促進する因子として

働くことが知られている 680 一方， PAR2は thrombinによって活性化されず，

trypsin様プロテアーゼによって活性化される。 PAR2は，マスト細胞の tryptase，

NK細胞の granzymeA，好中球の proteinase3などの免疫系細胞が産生するプロ

1 
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図 1 マウス PAR2の活性化様式

PAR2の細胞外N末端へ trypsinが作用して切断することにより，残った N末

端のペプチド配列がリガンド (tetheredligand)となって PAR2自身を活性化する

(A) 0 PAR2選択的活性化ペプチドの SLIGRL-NH2はPAR2へ直接結合し，こ

れを直接活性化する (B)。
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表 1 各種 PARの活性化切断サイト 活性化プロテアーゼおよび共役する Gタ

ンパク質

PARl PAR2 PAR3 PAR4 

Activating 

cleavage Arg
41
/Ser

42 
Arg

36
/Ser

37 Lys38/Thr39 Arg47/Gly48 

slte 

Tethered SFLLR (human) SLIGKV (human) 
TFROAP OYFOQV 

ligand SFFLR SLIGRL 
(human) (human) 

sequences (mouse/rat) (mouselrat) 
SFNOGP OYFGKF 

(mouse) (mouse) 

Thrombin 
Trypsin 

Tηrpsm 
Tryptase Thrombin 

TF-V1Ia-Xa 
TFV1Ia Trypsin 

Activating 
APC 

TFV1Ia-Xa TF-V1Ia-Xa 

proteases 
Thrombin 

Plasmin 
Matrγptase Kallikreins 

h仏1Pl
Kallikreins Plasmin 

Oranzyme A 
Protease 3 Cathepsin 0 

GranzymeA 

Signaling 
Oq， GiョG12/13 Gq， Gh 012/13 e民 ctors

Gq Oqラ G12/13
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テアーゼの他に，細菌が産生するプロテアーゼによっても活性化されることか

ら，炎症反応の過程において重要な役割を担っていると考えられている 92100

様々な疾患において炎症反応を制御する PAR2であるが，その制御機構は未

だ不明な点も多い。炎症反応における PAR2活性化の報告の多くは炎症を促進

させるというものだが，炎症抑制作用を持つとしづ報告もある(図 2)。呼吸器

系組織では， PAR2活性化が炎症性サイトカイン産生による炎症促進作用ととも

にprostaglandinE2 (PGE2)を介した炎症抑制作用を持つことが知られている 11・130

また，急性膜炎で、はマクロファージによる炎症性サイトカイン産生が炎症の進

行に重要であり，醇消化酵素である trypsinによる PAR2活性化の関与が示唆さ

れている 143150 一方， PAR2活性化は，粘膜分泌充進を介して炎症を抑制する作

用を示すことが報告されている 160このように PAR2による炎症の制御機構は複

雑であり， PAR2の発現調節機構や PAR2アゴ、ニストの作用を解明することは，

PAR2を介した炎症や病態を理解する上で非常に重要で、ある。

本研究第 1章では， PAR2活性化によって産生される炎症性メデイエーターの

うち， PAR機能をフィードバック的に制御している可能性のある PGE2が PAR2

の発現・機能にあたえる影響を検討した。また第 2章では， PAR2アゴニストで

ある trypsinが原因のーっと考えられる急性醇炎において，炎症の進行において

主要な役割を担うマクロファージに対する trypsinの作用について研究を行った。

4 



促進
炎症性サイトカイン誘導
LPSシグナル増強

免疫細胞浸潤促進

図 2 PAR2による炎症制御機構の例

抑制
粘液分泌促進による
上皮保護

抗炎症性メディエーター誘導

PAR2活性化は組織や細胞によって，炎症を促進する作用と抑制する作用の両方

が報告されている。
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第 1章 PGE2による PAR2の発現調節機構に対する研究

第 1節背景

1-1 Prostaglandin E2とその生理作用

1・1・1 Prostaglandin E2 

プロスタグランジンの一種である PGE2は，様々な刺激により産生され，生体

内のほぼ全ての細胞によって産生される 170その機能は，生体の恒常性の維持だ

けでなく外傷や刺激にも反応し，生体活動に幅広く関与している 180 また PGE2

は，PARの活性化によって産生される数少ない抗炎症性メデイエーターの一つ

でもある 11・13，19。特に呼吸器疾患において， PAR2による炎症抑制作用の多くを

PGE2が担っていると考えられているが 13，PGE2がPARの活性や発現に与える

影響については，未だ十分に明らかになっていない。

1・1-2 PGE2の生合成

PGE2の合成過程には phospholipaseA2 (PLA2) ， cycloxygenase (COX) ， terminal 

PGE synthase (PGES) の3つの酵素がそれぞれ独立した段階で関与している。

細胞膜リン脂質に結合しているアラキドン酸が PLねにより切り出されると 2O，

COXにより脱酸素化され， PGG2を経て prostaglandin前駆体である PGH2になる

210COXは構成型の COX-lと誘導型の COX-2の 2つのアイソザイムを持つ。

COX-lは，全身の組織に広く分布している酵素であり構成型と呼ばれる。 COX-l

は刺激により誘導されることはなく，常時細胞内に一定量存在している。一方，

COX-2は脳や腎臓などで恒常的に発現するが，その他の組織では普段は発現が

低く，炎症刺激によって発現が誘導される。最後に，合成された PGH2から，

PGESの作用により PGE2が合成される 220

1圃 1-3 E-prostanoid receptors 

PGE2の受容体である E-prostanoidrceptor (EP) は GPCR であり， EPl~EP4 の

4つのサブタイプからなる。各サブタイプは共役する G タンパク質が異なるこ

とからそれぞれ異なったシグナルを伝える 23 (表 2)。
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表 2 E-prostanoid receptorシグナル23

EPl EP2 EP3 EP4 
signaling 

G αq Gas Gαi.Gα12 G邸

effectors 

signal IP3/ci+， DAG cAMP↑ c品在P↓，Rho，E3/Ca2+ cAMP↑ 

EP受容体と共役する G タンパク質およびそのセカンドメッセンジャー。

1P3 : inositol 1， 4， 5-trisphosphate， DAG: diacylglycerol， cAMP: cyclic AMP。
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EP1は三量体 Gタンパク質の Gαqと共役しており， PLCを活性化する。その

結果，細胞膜のリン脂質であるホスフォチジルイノシトール 4，5-二リン酸

(PIP2)を加水分解することでイノシトール 1，4， 5・三リン酸 (IP3)，ジアシ

ノレグリセロール (DAG)を産生する。これらのセカンドメッセンジャーは， Protein 

Kinase C (PKC) の活性化および小胞体からの Ca2+の放出を促す。 EP2および

EP4はGαsと共役し，アデニノレ酸シクラーゼを活性化させ，セカンドメッセンジ

ャーとして cyclic3， 5・adenosinemonophosphate (cAMP) を産生する。 EP3は，

主に Gαiに共役し cAMPの減少を引き起こすと知られているが，その他にも Gα12

に作用し， IP3を介した Ca2+放出や即10ファミリーを介したシグナノレ伝達も活性

化することが知られている。

ト1-4 PGE2の生理作用

PGE2の炎症抑制機構として，樹状細胞，T細胞，好中球やマクロファージな

どの免疫細胞の活性化や，抗原提示を抑制する作用がよく知られている 24470ま

たPGE2は，腸内細菌叢に対する免疫寛容にも関与している。腸管上皮細胞から

産生される PGE2は，腸内の樹状細胞やマクロファージによる腸内細菌叢への免

疫応答を抑制することで，免疫寛容へ寄与している 280PGE2は，このような幅

広い炎症抑制作用を持つことから，炎症性疾患の治療方法の開発や創薬のター

ゲットとして注目されている 290

一方， PGE2は炎症の初期において，血管平滑筋弛緩作用により局所血流を増

加させ浮腫を促進し，痛覚刺激に対する感受性を増加させるなど，炎症を促進

する働きを示す 30・320また PGE2には，免疫細胞の遊走を促進し炎症を進行させ

るイ乍用もある 330

以上のように， PGE2は，組織や細胞によって炎症抑制作用と炎症促進作用の

両方を持ち，生体内において非常に複雑な働きをしていると考えられる。

1・2 PARとPGE2の相互作用

PARサブタイプのうち， PAR1， PAR2およびPAR4の活性化は PGE2産生を誘

導する 190産生された PGE2はオートクライン的あるいはパラクライン的作用に

よって，細胞表面の受容体に結合し細胞内へシグナノレを伝達する。

血管系において， トロンピンの PAR1活性化は血管平滑筋の細胞増殖や遊走

を起こし，血管障害後の内陸狭窄や心血管病などの病態を悪化させる 34，350それ

に対し，血管障害時には血管平滑筋で PGE2が産生され，PAR1発現を減少させ

8 



るという報告もあり 36， トロンビンによる PARl活性化を， PGE2がネガティブ

フィードパック的に制御していると考えられている。さらに肺線維症では，線

維芽細胞の PARlタンパク質発現量が増加しラPARl活性化が細胞増殖，コラーゲ

ン産生，ケモカイン放出などを促し，線維化を允進させる 23汎 380 一方で，隣接

した上皮から産生される PGE弘2はパラクライン的作用によつて PAR則1発現を減少

させ， PAR則1活性化による線維化を抑制することでで、抗線維化作用を示す 3均9-4ぺ4
のように産生されたPGE巳2はPAR則1対して不ガテイフブ、フイ一ドバツクとして作用

する可能性が示唆されているO

一方で， PAR2活性化による PGE2産生は，主に呼吸器系の細胞において報告

されている 42440肺上皮細胞においては， PAR2活性化による各種MAPK経路の

活性化が coxの活性化を介して PGE2産生を促進する 420 呼吸器系疾患におけ

るPAR2発現量増加や活性化は増悪因子となることがよく知られているが， PGE2

がPAR2に与える影響は未だ明らかになっていない。

1-3 研究の目的

以上のように， PARl活性化による PGE2産生は，PARl機能をネガティブフ

ィードバック的に制御する可能性が示唆されている。一方， PAR2による PGE2

産生は炎症抑制作用を示すため 13PAR2-PGE2産生軸は新たな治療点として注目

されているにもかかわらず，PGE2が PAR2シグナル自身に与える影響は検討さ

れていない。そこで本研究では， PGE2が PAR2活性化に与える影響を解明する

ことを目的とした(図 3)。
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促進

図 3 PARとPGE2の炎症へ相互作用

呼吸器系疾患では PAR2活性化は炎症促進作用を PGE2は炎症抑制作用を持

つことが知られている。また PAR2活性化はPGE2産生を介した炎症抑制作用も

報告されている。PGE2はPARl発現を減少させるという報告がある一方で PAR2

機能に与える影響は明らかになっていない。
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第2節実験結果

2-1 PGE2がPAR2活性化に与える影響

2-1-1 PGE2がPAR2-APによる ERKリン酸化に与える影響

PAR2活性化の指標として， PAR2下流シグナルとして代表的な ERKのリン酸

化を測定した。 HEK293T細胞に対して， PGE2 (30μM)を30分間前処置し，そ

の後 PAR2-AP(5μM)を5分間処置した。 PGE2の単独処置では，無処置群と比

較して ERKリン酸化レベルの変化は認、められなかった。一方， PAR2-APを処置

すると ERKリン酸化レベルは有意に上昇し，この ERKリン酸化はPG弘前処置

により有意に抑制された(図 4) 。

以上より， PGE2はPAR2活性化を抑制する作用を持つことが明らかとなった。

2・1・2 PGE2のPAR2活性化抑制作用に対する PGE2受容体阻害剤の影響

次に，EPlおよびEP2阻害剤である AH・6809とEP4阻害剤である ONO-AE3-

208を用いて， PGE2による PAR2活性化抑制作用を担う EP受容体について検討

した。 PGE2による PARl発現制御は，細胞内 cAMPレベルの上昇が関与してい

ることから 4I，45，CAMPレベルを減少させる作用を持つ EP3については検討を行

わなかった。 HEK293T細胞に， AH-6809 (20μM)または ONO-AE3-208(3μM) 

を20分間， PGE2 (30μM)を30分間処置後， PAR2-AP (5μM)を5分間処置

した。PGE2による ERKリン酸化抑制作用は，AH-6809処置により解除されたが，

ONO・AE3園 208処置では有意な変化は認められなかった(図 5)。

これらの結果より， PGE2による PAR2シグナル活性の抑制は， EPlもしくは

EP2を介していることが示唆された。
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PAR2活性化による ERKリン酸化に対する PGE2の影響

HEK293T細胞に対して， PGE2 (30μM)を30分間前処置し， その後 PAR2-AP

(5μM) を5分間処置した時のリ ン酸化 ERK(pERK)およびtubulinタンパク

質発現量を westernblot法で測定した。無処置の pERK発現量を 100%として表

示した。 n=4o * : P < 0.05 (無処置群との比較) ， t: P < 0.05 (PAR2-AP単独処

置との比較)。
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PGE2による ERKリン酸化抑制作用に与える EP受容体阻害剤の影響

HEK293T細胞に対して， AH・6809(AH; 20μM)または ONO-AE3-208(ONO; 

3μM)を20分間， PGE2 (30μM)を30分間処置後， PAR2-AP (5μM)を5分

間処置した時の リン酸化 ERK(pERK) および tubulinタンパク質発現量を

westem blot法で測定した。無処置の pERK発現量を 100%として表示した。n=4。

牢:P < 0.05 (PAR2・AP単独処置との比較)，↑: P < 0.05 (PAR2・APおよびPGE2

処置との比較)。
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2・2 PGE2が PAR2の局在に与える影響

2・2・1 膜表面 PAR2発現に対する PGE2の影響

PGE2の 30分処置という短い時間で， PAR2活性化による ERKのリン酸化が

抑制されたことから， PGE2はPAR2タンパク質やmRNAの発現量を減少させて

いるのではなく，細胞膜表面タンパク質の発現量を減少させている可能性が示

唆された。そこでフローサイトメトリー法を用いて，細胞膜表面の PAR2発現

量に対する PGE2の影響を検討した。 SantaCruz社の PAR2抗体である H-99およ

び SAMllはPAR2特異性が低く，内在性の PAR2発現量を比較することができ

なかった。そこで本研究では， N末端を Flag，C末端を mCherryで標識した PAR2

を定常的に過剰発現する HEK293T細胞 (Flag-PAR2・mC細胞)を用いて実験を

行った。抗Flag抗体を用いて静止状態、の PAR2を確認したところ， Flag-PAR2-mC 

細胞表面に PAR2が発現していることが確認された(図 6A) 0 PGE2 (30μM) 

の 30分間処置により，細胞表面の PAR2発現量は有意に減少した(図 6B，C)。
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細胞表面 PAR2発現量に与える PGE2の影響

Flag-PAR2-mC細胞対して， PGE2 (30μMをで 30分間処置し，

メトリー法を用いて細胞表面 PAR2発現量を検討した。細胞表面 PAR2は Alexa

Fluor 488で標識した抗 Flag抗体を用いて検出した A，Bはそれぞれ無処置群と

PGE2処置群の代表例である。mCherry陽性細胞を 6，000個測定したときの無処

置群 Flag陽性細胞の数を 100%とした (C) 0 ** : P < 0.01 (無処置群と比較)。

フローサイト

図 6
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2・2・2 PAR2局在対する PGE2の影響

次に，共焦点顕微鏡を用い PAR2局在を視覚化することで， PGE2が PAR2局

在に与える影響を検討した。本実験では，細胞形態が円形で共焦点顕微鏡での

受容体分布の観察に適しており， トランスフェクションによる PAR2過剰発現

が行し、やすいマウス神経勝細胞種由来N2a細胞に， Flag標識 PAR2 (Flag -P AR2 

細胞)または Flag標識 PAR4(Flag圃 PAR4細胞)を発現させて実験へ供した。

Flag-PAR2細胞または Flag平AR4細胞を PGE2(30μM)でし 7，24時間処置い

受容体が細胞膜に局在している細胞，細胞膜および細胞内の両方に分布してい

る細胞，細胞内のみに局在している細胞の 3種類に分類した(実験方法 4-7-2参

照)。

図 7に示す通り，静止状態 (control) では，およそ 70'"'"'80%の細胞が PAR2

または PAR4を細胞表面に発現していた。 PGE2の 1時間処置により，細胞内の

みに PAR2を発現する細胞が増加し，細胞表面にのみ PAR2を発現する細胞は

50%未満となり， PAR2を細胞膜および細胞内の両方に発現する細胞数は増加し

た。この変化は， PGE2処置 7時間および 24時間後においても認められた。一方，

細胞表面における PAR4の発現量は， PGE2処置により変化しなかった。

以上の結果から，PGE2は PAR2内在化を促進することで， PAR2シグナル活

性を抑制する可能性が示唆された。
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図 7 PAR2及び PAR4の細胞内分布に与える PGE2の影響

Flag-PAR2細胞 (A)または Flag-PAR4細胞 (B)対して， PGE2 (30μM)を 1，

7， 24時間処置し，共焦点顕微鏡で観察した。受容体が，細胞膜に局在している

細胞(白) ，細胞膜および細胞内の両方に分布している細胞(灰) ，細胞内の

みに局在している細胞(黒) の 3通りに分類した(実験方法 4-7-2参照)。観

察した全細胞を 100%とし，割合で表記した。 n=3-6。
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2-3 細胞内 cAMPがPAR2・APによる ERKリン酸化に与える影響

図5の結果より， PGE2による PAR2活性化抑制作用は， EP1または EP2を介

していることが明らかとなった。これまで， PGE2による PAR1発現量制御は EP2

による細胞内 cAMPの増加を介していることが報告されている 410 一方， EP1 

はcAMPシグナノレと共役していないことが知られている 230 以上より， PGE2に

よる PAR2活性化抑制作用には， EP2による細胞内 cAMP増加が関与している

可能性が示唆された。そこで，細胞内の cAMPが PAR2活性化に与える影響を

検討するため，アデニノレ酸シクラーゼを活性化させ細胞内 cAMPレベルを上昇

させる forskolinを用いて実』験を行った。

N2a細胞に対する PGE2 (3μM)または forskolin(0.3μM)の 1時間処置によ

りF 細胞内 cAMPレベルの上昇が観察された(図 8)。そこで， Flag-PAR2細胞

または Flag-PAR4細胞を forskolin(0.3μM)で 1，7， 24時間処置し，共焦点顕

微鏡で観察したところ， PGE2処置時と同様に細胞表面に PAR2を発現する細胞

は減少したが， PAR4に変化は認められなかった(図的。

さらに HEK293T細胞において， PAR2-APによる ERKリン酸化に forskolinが

与える影響を検討した。 HEK293T細胞に forskolin(0.3μM)を30分間前処置い

その後 PAR2-AP(5μM) を5分間処置した。その結果， forskolin前処置により

PAR2-APによる ERKリン酸化が抑制された(図 10)。

以上より， PGE2による PAR2シク、ナル活性の抑制は EP2による細胞内 cAMP

増加を介していることが示唆された。

18 
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図 8 細胞内 cAMP濃度に対する PGE2 および forskolinの影響

N2a細胞対して， PGE2 (3μM)または forskolin(FSK， 0.3μM) を 1時間処

置し，細胞内 cAMP濃度を測定した。 **pく 0.01vs. (controlとの比較)0 n = 3-6。
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図 9 PAR2及び PAR4の細胞内分布に与える forskolinの影響

Flag-PAR2細胞 (B)または Flag-PAR4細胞 (C)対して， forskolin (0.3μM) 

をし 7，24時間処置し，共焦点顕微鏡で観察し，細胞膜に局在している細胞(白)， 

細胞膜および細胞内の両方に分布している細胞(灰) ，細胞内のみに局在して

いる細胞(黒)の 3通りに分類した(実験方法 4-7-2参照)。観察した全細胞を

100%として割合で表記した。 n=3-6。
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図 10 PAR2活性化による ERKリン酸化に与える forskolinの影響

HEK293T細胞に forskolin(FSK， 0.3μM)を30分間前処置し，その後 PAR2-AP

(5μM) を5分間処置した時のリン酸化 ERK(pERK)およびtubulinタンパク

質発現量を westemblot法で測定した。無処置の pERK発現量を 100%として表

示した。 *pく 0.05(無処置との比較)。↑Pく 0.05(PAR2・AP単独処置との比較)。

n=4。
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第 3節考察

本研究は， PAR2活性化によって産生される代表的な抗炎症性メディエーター

である PGE2が，PAR2自身に与える影響を解明することを目的として行った。

その結果， PGE2はPAR2・APによる ERKリン酸化を抑制することが明らかとな

った(図 4) 0 ERKのリン酸化は， PAR2活性化下流の代表的なシグナルで、あ

ることから， PGE2はPAR2の活性化を抑制する作用があると言える。そしてPGE2

は，PAR2を内在化させることでその機能を抑制していることが示唆された(図

6， 7) 0 PGE2による PAR2局在の調節機構についてはこれまで研究がおこなわ

れておらず，本研究が初めての報告となる。

3-1 PGE2による PAR2活性化の抑制作用

図4より， PGE2はPAR2活性化による ERKリン酸化を抑制することが明らか

になった。これまで， PGE2は PARl活性化によって産生され， PARl機能をネ

ガティブフィードバック的に制御する可能性が報告されている。また， PAR2も

ERKリン酸化や NF-KBを介する経路により PGE2産生を促進することが知られ

ている 423430 本実験で得られた結果から， PGE2はネガティブフィードバック的

に PAR2活性化を調節し， PAR2活性化レベルおよび PGE2発現レベノレを調節し

ている可能性が考えられる。

3-2 PGE2による PAR2内在化

Sokolovaらは， PGE2はPARlmRNAの転写を阻害することで PARl発現量を

ダウンレギュレートすることを報告した 410 しかし，この報告での PGE2処置時

間は 7時間であり，本研究では PGE2の 30分処置という短い時間で PAR2機能

が阻害された。また，タンパク分解阻害剤であるシクロヘキサミドを 1時間処

置した条件下においても，細胞膜表面に存在する PAR2は 90%以上維持される

ことが報告されていることからもベ転写や翻訳阻害が起こったとしても 30分

で膜表面 PAR2発現量が減少することは考えにくい。以上より，本研究で得ら

れた PGE2の作用は，PAR発現機構の調節でなく， PAR2タンパク質の局在の変

化など，異なる経路を介する可能性が示唆された。
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本研究において， PGE2が膜表面 PAR2タンパク質を減少させている可能性を

検討したところ，フローサイトメトリー法および免疫染色法を用いた実験によ

り， PGE2は PAR2の内在化を促進することが明らかとなった (図 6，7)。こ

れらの結果から， PGE2による PAR2抑制作用の少なくとも一部は，この PAR2

内在化促進作用によることが示唆された。なお，フローサイトメトリー法およ

び免疫染色法において，静止状態で細胞表面の PAR2発現量が異なる結果とな

った。これは，用いた細胞や PAR2過剰発現の手技が異なること，また，導入

した PAR2に付加したタグの違いが原因として考えられる。

通常， PAR2は受容体活性化の結果として内在化される。細胞表面に存在する

PAR2はN末端がプロテアーゼによる切断，もしくは PAR2-APの結合により活

性化される。活性化された PAR2は共役する Gタンパク質のシグナルを伝える

とともに， GPCR-kinaseにより速やかに C末端がリン酸化される。リン酸化され

たC末端をアダプタータンパク質である s-arrestinが認識し，結合することで内

在化のシグナルが開始する。また s-arrestinは， PAR2の細胞内ドメインをマス

クすることで，新たな Gタンパク質が結合することを防ぐ役割も担う。そして，

PAR2に結合した s-arrestinは， clathrinをリクルートすることでエンドソームの

形成を促し内在化へと至る 47。本研究においても，PAR2アゴニストである trypsin

処置により細胞表面 PAR2発現量が減少することがフローサイトメトリー法に

より確認した (datanot shown)。また， trypsin， P AR2-APおよびPAR4-APに

より膜表面に PARを発現する細胞の減少を免疫染色法により確認した (datanot 

shown)。これらの実験系では，各 PARのFlagタグおよびmCherryタグまたは

HAタグを付加した細胞を用いているが，一般に PARの活性化は内在化を伴う

ことから，これらの細胞においても正常機能は維持されていると考えられる。

PGE2は，マトリクスメタロプロテアーゼ (MMP)の産生を誘導すること知ら

れている 480 そして， MMPはPARlを活性化することが報告されているへそ

のため， PGE2による PAR2内在化機構として， PGE2がPAR2を活性化するプロ

テアーゼを産生し，そのプロテアーゼがオートクライン・パラクライン的に作

用して， PAR2を活性化し内在化を促した可能性が考えられる。しかし本研究で

は， PGE2単独処置が ERK活性化に影響を与えなかったことから(図 4)， PGE2 

により産生されたPAR2アゴ、ニストがPAR2内在化には関与しないことが示唆さ

れた。
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活性化により内在化し初期エンドソームに存在する PAR2は， リソソームと

融合するまでに様々な細胞内シグナルを活性化することが報告されている。内

在化した PAR2は，アダプタータンパク質である s-arrestinを足場として Rafを

リクルートし， ERKシグナルを活性化させる 470 また，アクチン結合タンパク

質である cofilinやその活性化因子である chronophinも， P AR2-s-arrestin複合体

と結合し細胞遊走を促進する 50310 しかし， PGE2単独処置が ERK活性化に影

響を与えなかったことから(図的， PGE2により内在化した PAR2は， s四 arrestin

による ERK活性化シグナルを伝えていないことが明らかとなった。

以上より， PGE2による PAR2内在化は，少なくとも PAR2による ERKシグナ

ノレに寄与していないことが示された。これまで， s-arrestinにより内在化する s2

アドレナリン受容体においても βarrestin非依存的な内在化が存在することが報

告されており 52，PGE2がs-arrestin非依存的に PAR2の内在化を促している可能

性が考えられる。また， s-arrestinと受容体の複合体形成には，受容体活性化に

よる 3次元構造の変化が必要となる 530本研究で明らかとなった PGE2による

PAR2内在化は，通常の活性化による内在化とは違う経路によるため， PAR2-s-

arrestin複合体が形成されない可能性が考えられる。さらに， s-arrestin非依存的

に内在化された PAR2が未知のシグナルを伝えている可能性も考えられる。今

後の研究では， PAR2を内在化させる因子とともに， PGE2によって内在化され

たPAR2が伝えるシグナルの有無を明らかにしていく必要がある。

一般に， s-arrestinにより内在化した受容体は， リソソームに運ばれ分解を受

けるとともに，アゴ、ニストとの結合が解除され細胞膜に戻りリサイクルされる

540一方， PARはプロテアーゼによって非可逆的な分解を受けるため，内在化し

た PAR2はリソソームに運ばれ分解を受け， リサイクルされないと考えられて

いる 470PGE2による PAR2内在化においては， PAR2は切断を受けていないた

め，細胞膜にリサイクルされる可能性が考えられる。しかし本研究において，

PGE2による PAR2内在化が少なくとも 24時間持続したことから(図 6)，この

可能性は低いと思われる。今後， PGE2によって PAR2タンパク質発現量が制御

されているかを明らかにする必要がある。

24 



3・3 PGE2がPAR4に与える影響

本研究において， PGE2は PAR2内在化を促進したが， PAR4の局在には影響

を与えなかった(図 7)。このことから， PGE2の作用は特異性があると考えら

れる。前述のとおり ，PAR2内在化を担うアダプタータンパク質は s-aロestinで

ある。一方， PAR4の内在化を担うアダプタータンパク質は明らかにされておら

ず 47，アダプタータンパク質の違いが， PGE2による内在化に対する感受性の違

いとなっている可能性が考えられる。

PAR4活性化は， PAR1やPAR2と同様に PGE2の産生を誘導する 190PAR4は，

PARサブタイプの中でも研究が進んでいないものの 1つであり， PAR4に対す

る PGE2の影響についても，これまで全く検討されていない。本研究結果から，

PGE2は PAR4局在に影響を与えなかったが，発現レベルで、影響を与える可能性

は否定できない。これまで報告されている PAR1や，今回発見した PAR2へのネ

ガティブフィードパック機構と同様に， PGE2は PAR4発現も制御している可能

性があり，今後の研究が待たれるところである。

3・4 EP2および cAMPシグナルが PAR2に与える影響

EP阻害剤および forskolinを用いた実験から， PGE2による PAR2機能抑制作

用は， EP2および cAMPシグナルを介していることが示唆された(図 5，8-10)。

EP2の活性化は，肺線維症や輔息、の発症を抑制することが報告されており 55-58，

そのシグナルは呼吸器疾患における新たな治療薬として期待されている。

cAMPのシグナノレ下流には， Protein kinase A (PKA)を介した経路と exchange

protein directly activated by cAMP (Epac) を介した経路がある。 PKA経路では，

cAMPがPKA調整サブユニット PKAregulatory subunit (PKA -R)のcAMP-binding

sites A， Bに結合することで，触媒サブユニット PKAcatal戸icsubunit (PKA-c) 

.が放出され，標的タンパク質をリン酸化する。一方， Epacは， PKAと同様に cAMP

結合ドメインを持ち， gunine nucleotide exchange factor (GEF) として作用するこ

とで， Gタンパク質から GDPを解離させシグナルを伝える 590

s2アドレナリン受容体は， EP受容体と同様に細胞内 cAMPを上昇させ， PKA 

を活性化する。 s2アドレナリン受容体の内在化は， PAR2と同様に s-arrestinを

介して行われるが， Liuらは PKAがやarrestin被依存的に仇アドレナリン受容体

の内在化を起こすことを報告した 520 また，カプサイシン受容体である TRPV1

もPK.t生活性化を介して内在化され， リソソームで分解される 600 さらに， PKA 
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は， GPCR以外の膜タンパク質であるアクアポリンの内在化も誘導するなどへ

近年 PKAによる膜タンパク質の内在化作用が報告されている。これらの作用に

は， PKAによる受容体のリン酸化が必要で、あると報告されている 520

本研究で得られた PGE2のPAR2内在化作用にも， PKAによる PAR2のリン酸

化が関与している可能性が考えられる。一般に， cAMPによる受容体の内在化作

用は主に PKA系を介すると考えられており， Epacの直接的な関与を否定する報

告もあることから矢今後は PGE2による PAR2の内在化作用における PKAの

関与を検討する必要がある。現在， PKA阻害剤として cAMP-bindingsitesを直

接阻害する Rp-cAMPS，PKA-cとATPの結合を限害する H-89や KT5720などが

使用されており，これら阻害剤を用いた実験や， PKAのLossof functionおよび

Gain of functionによる実験を行うことで明らかにすることができると思われる。

3-5 炎症性疾患に PGE2による PAR2制御機構が与える影響

3・5・1 炎症性疾患における PAR2の作用

多くの組織において， PAR2活性化は炎症促進作用を持つことが知られている。

PAR2の活性化は， IL-6， IL-8や TNF-α などの炎症性サイトカイン産生を誘導し

63・65，免疫細胞浸潤を促進することで炎症を促進することが報告されている 662670

また，免疫細胞浸潤促進，浮腫形成，痛覚過敏など，さまざまな作用を介して

神経性炎症，膜炎，腸炎，皮膚炎などで炎症の増悪因子として働くことが知ら

れている 680これらの報告は，本研究で得られた PGE2による PAR2抑制作用が，

炎症を抑制する方向に働く可能性を示唆している。一方，急性牌炎においては，

PAR2活性化が電解質やアミラーゼの分泌を促進し，菅腔内のクリアランスを保

つことで炎症を抑制する作用を示すことが報告されている 69，70。このような疾患

では， PGE2による PAR2抑制作用が炎症促進作用を示す可能性が考えられ，

PAR2およびPGE2の相互関係は組織や疾患ごとに十分検討する必要がある。

3・5-2 呼吸器疾患における PAR2と PGE2の相互作用

前述のとおり，肺線維症において，PGE2による PARlのネガティブフィード

バック機構の存在が示唆されている 23337410 また， PAR2活性化による PGE2の
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産生は主に肺上皮細胞で報告されており 42ぺPAR2-PGE2産生軸は呼吸器疾患

においても注目されている 130

肺線維症や気管支ぜんそくでは PAR2発現量が増加しており 7l，72，PAR2活性

化が炎症を促進することが報告されている 73。また，モルモットでは，慢性気管

支炎における TRPVlを介した咳の発生を PAR2活性化が増悪化させる 740 さら

に， PAR2 KOマウスを用いた実験より， PAR2活性化がアレルギー性気管支炎

における好酸球浸潤および気道の過敏反応性を促進することが明らかとなって

いる 660以上のように呼吸器疾患において PAR2の活性化は増悪因子になること

が知られている。一方， PAR2活性化による炎症抑制作用も報告されており，マ

ウスのアレルギー性気道炎モデルで、は 鼻腔内に PAR2アゴニストを投与する

ことで気道の好酸球増多症や過敏反応性を抑制するという報告がある 750

このような炎症に対する PAR2活性化作用の違いは，異なる組織や細胞にお

ける PAR2下流シグナノレの差に依存する可能性が考えられる。呼吸器疾患にお

いて PAR2活性化による炎症抑制作用は，主に PGE2産生を介していることが報

告されているが 13ベPAR2活性化による PGE2の産生は，平滑筋細胞や上皮細

胞でしか報告されていない 64・66，150以上より，細胞種における PAR2活性化によ

るPGE2産生作用の有無が，炎症作用と抗炎症作用の違いになっている可能性が

考えられる。

前述のとおり，呼吸器疾患において PGE2は炎症抑制作用を示し，新たな治療

点として注目されている 11750PGE2の抗炎症作用は様々な経路が報告されてお

り，肺線維症では， PGE2が線維芽細胞の増殖・遊走を抑制し コラーゲンの産

生を抑制することで線維化を抑制する 76，770また，平滑筋細胞の増殖を阻害する

ことで気道閉塞を抑制する?とさらに，免疫細胞の遊走を抑制することで炎症の

抑制作用を示す24470

このように， PGE2は呼吸器疾患に対して治癒的に働き，その過程には PAR2

による PGE2産生が重要で、あると考えられている 13しかし， PGE2が PAR2自身

に与える影響はこれまで検討されておらず，本研究で明らかとなった PGE2によ

るPAR2活性化抑制作用は， PAR2-PGE2軸のメカニズムを解明し PGE2シグナ

ルを臨床応用へつなげるための一助となるだろう。
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第 4節結 論

以上，本研究結果から， PGE2はPAR2の活性化を抑制することが明らかとな

った。また，その作用機序の少なくとも一部には， EP2を介した細胞内 cAMP

上昇による PAR2の内在化が関与することが示唆された(図 11)0 PGE2は，PAR2 

活性化により産生されることが報告されていることから， PGE2による PAR2機

能のネガティブフィードパック的制御機構の存在が示唆された。 PAR2および

PGE2は，種々の疾患において炎症促進を示すとともに抑制作用も示し，複雑な

作用を持つ。今回示唆されたフィードバック機構により ，PAR2および PGE2の

機能バランスが制御され，その結果，炎症のステージが調節されている可能性

が考えられる。本研究で示唆された PAR2と PGE2の相互作用を明らかにしてい

くことで，PAR2や PGE2が関与する複雑な炎症反応のメカニズムを理解するこ

とができると思われる。
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図 11 PGE2による PAR2の制御機構
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内在化

PGE2はEP2を介して細胞内 cAMPを上昇させる。その結果，細胞表面 PAR2

が内在化し， PAR2アゴニストが作用できなくなることから PAR2活性化が阻害

される。

29 



第 2章 マクロファージにおける LPSシグナノレに対する句'psinの影響

第 1節背景

1-1 急性降炎とマクロファージ

1-1-1 急性勝炎

Trypsinは，健常な醇臓内では非活性状態に保たれており，分泌された後に消

化管内でのみ活性をもっ。しかし，勝管閉塞などの原因により trypsinが騨臓か

ら漏れ出し異所性に活性化すると， trypsinの蛋自分解作用による自己消化によ

って急性醇炎が発症する。急性勝炎の多くは，軽微な症状に留まるが，およそ

20%の症例で多臓器不全を伴う重篤な症状を示す 790自己消化に引き続き生じる

過剰な免疫応答や，勝臓や腹腔の細菌感染の有無は症状の重篤度や死亡率に大

きく影響することが知られているが 79，その詳細なメカニズムは未だ明らかにな

っていなし、。治療技術が発達した現在においても，重症例の死亡率は 20%程度

と高く 80，発症機構の解明が早急に望まれている。

1・1-2 急性降炎におけるマクロファージの意義

急性勝炎では， trypsinによる自己消化によって障害を受けた醇臓や腹腔臓器

の細胞がケモカインを放出し，マクロファージやリンパ球などの免疫細胞を炎

症局所に遊走させ活性化させる。また，炎症に引き続く細菌感染も免疫細胞を

活性化させる。活性化された免疫細胞では，過剰な炎症性メディエーター産生

が誘導され，全身に炎症を波及させることで多臓器不全の原因となる。そのた

め，炎症性メデイエーターの産生量は，急性捧炎の重篤度や予後を決定づける

重要な因子になると考えられている 8l，820

免疫細胞の中でも腹腔マクロファージや血中から炎症部に遊走したマクロフ

ァージは，自然免疫の初期反応において中心的な役割を担う細胞である。マク

ロファージは急性醇炎においても炎症性メデイエーターである一酸化窒素

(NO)の主要な供給源となることが知られている 140また， IL-Is， IL-6 や百~F-α

などの炎症性サイトカインの主要な供給源でもあり，産生されたサイトカイン

はパラクライン・オートクライン的に作用することで，その他の免疫細胞から

30 



のサイトカイン産生を促進する 150急性膜炎に続発する細菌感染においても，グ

ラム陰性菌内毒素 lipopolysaccharide (LPS) などによってマクロファージは活

性化され， IL-Is， 1NF-α やNOなどの炎症性メディエーターを産生する 150

以上の理由より，マクロファージは急性膜炎における炎症性メディエーター

の主要な産生源として非常に注目されている。最近の研究では，急性醇炎の実

験モデルにおいて，障害を受けた醇臓に活性化したマクロファージが集積して

いること，またマクロファージの醇臓への遊走を阻害することで急性惇炎の症

状を有意に抑えることが報告された 830 また，急性梓炎モデノレマウスにおいて，

マクロファージ遊走を制御する因子である macrophagemigration inhibitory factor 

(MIF)発現レベルが血中および腹水中で上昇しており，さらに MIF中和抗体

処置により急性醇炎の症状が改善することが示された 820以上の報告から，急J性

捧炎においてマクロファージが重要な働きをしていることは明らかである。し

かし，遊走したマクロファージがどのようにして急性勝炎の進行に関わってい

るのかは十分に明らかになっておらず，さらなる研究が望まれている。

1-2 TrypsinとPAR2が急性勝炎に与える影響

前述の通り，急性醇炎の病態は trypsinによる自己消化がきっかけとなる。

Trypsinはタンパク質分解作用によって組織にダメージを与えるだけでなく，

PAR2を活性化することで細胞内にシグナルを伝える。醇臓では，血管内皮細胞，

血管平滑筋細胞，勝管上皮細胞および腺細胞に PAR2が発現しており 84，急性醇

炎の進行に伴い強く活性化される 850

胆汁酸を逆行させることで誘発した急性醇炎モデノレで、は， PAR2 KOにより炎

症が抑制されることが報告されていることから， PAR2活性化が炎症の増悪因子

となっていると考えられる 160 また，炎症時に遊走するリンパ球，頼粒球，マク

ロファージなどの免疫系細胞においても PAR2が発現しており 86-88，活性化によ

り炎症性サイトカイン産生を促進する 65，89900 このことから， trypsinに暴露され

た免疫細胞の PAR2活性化が急性醇炎で認められる過剰な炎症性メディエータ

ー産生に影響を与えている可能性が考えられる。
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1・3 LPSシグナルと PAR2の相互作用

1-3-1 LPSシグナル伝達経路

急性膜炎に引き続いて起こる細菌感染によって生じる LPSは，免疫細胞のみ

ならず様々な細胞で免疫応答を引き起こす。 LPSシグナルを直接細胞内に伝え

る受容体は toll-likereceptor 4 (TLR4) であるが，その他 LPSbinding protein 

(LBP) ， cluster differentiation antigen 14 (CD 14) および myeloiddifferentiation 

protein 2 (MD-2) がLPS共受容体として関与している(図 12)。

LBPは肝細胞や上皮細胞，筋細胞などによって産生され，血竣中に存在する

糖タンパク質である 910LBPは LPSとCD14の親和性を増加させる役割を担う

92 。

CD14はLPSと結合し， LPSをTLR4まで輸送する 930 この CD14とTLR4の

結合に LBPは必須で、はなく， LBPがなくとも CD14はTLR4と結合する 940CD14 

KOマウスでは LPSの反応性が大きく減弱することからへ TLR4を介するシグ

ナル伝達において重要な役割をしていると考えられている。 CD14 は，

glycosylphosphatidylinositol (GPI )結合型タンパク質である膜結合型の

membrane-bound CD14 (mCD14) と，可溶型の solubleCD 14 (sCD 14) の2つの

タイプが存在する 960mCD14は，マクロファージ，単球，好中球などの免疫細

胞の膜上に存在し， LPSによる免疫応答を仲介する 970SCD14は， mCD14がプ

ロテアーゼにより切断され sCD14として遊離することで産生される経路と 98，

単球から分泌型としてエキソサイトーシスにより放出されることで産生される

経路が存在する 990SCD14は， mCD14を持たない筋細胞や上皮細胞などの LPS

反応性を増加させることで炎症を全身に波及させると考えられている 100Jolo

MD-2はTLR4の細胞外ドメインに結合する 1020CD14と同様に可溶型のsoluble

MD圃 2(sMD-2)と膜結合型の membrane-boundMD-2 (mMD・2)が存在する。mMD-2

は細胞膜上に TLR4と結合して存在し， sMD・2は血築中に存在するがその分泌

システムはよくわかっていなし¥。どちらのタイプの MD-2もLPSと直接結合し

lOLIO33TLRMMD四 2複合体は細胞内にシグナルを伝えるために必須となる 1040

TLR4は 1型膜貫通型タンパク質であり，種々の病原体を感知して自然免疫を

作動させる TLRファミリーに属する。細胞内ドメインである Toll-IL-1R (TIR) 
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図 12 LPSシグナルの活性化
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① 血柴中に存在する LBPに結合することで， LPSのCD14に対する親和性が

増加する。② CD14との結合により TLR4との親和性が増加する。③ LPSは，

TLR4と結合することで細胞内シグナルを伝える。この時， TLR4への MD・2の

結合が必須となる。
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ドメインに rnyeloiddifferentiation factor 88 (MyD88)や TIR-containing adapter 

rnolecule (TRIF) などのアダプタータンパク質が結合している。 MyD88を介し

た経路は NFKBの活性化により炎症反応を促し， TRIFを介した経路は IFN

response factor 3 (IRF3) の活性化により Type1 IFN遺伝子発現を誘導する 1050

マクロファージにおける TLR4活性化は TNFα，IL-l， IL-6， IL-8， IL-I0 ，IL圃 12，

IL-15， TGFsなどの炎症性サイトカイン産生を誘導し，これらサイトカインがオ

ートクライン・パラクライン的に作用することで獲得免疫のプロセスが開始す

る106.107
0 

1-3-2 TLR4とPAR2の相互作用

LPSは， PAR2シグナルを増強することから 108，PAR2とLPS受容体はシグナ

ル伝達レベルでcross-talkしていると考えられている。そして近年， PAR2と TLR4

が共役していることが報告された 109J10ORallabhandiらは，マクロファージにお

いて， PAR2による NFKB活性化の一部には TLR4が必要で、あり， PAR2と TLR4

が物理的に結合していることを明らかにした。さらに， PAR2 KOマウスのマク

ロファージにおいて LPS反応性が低下し， TLR4KOマウスのマクロファージに

おいて PAR2-AP反応性が低下することから， PAR2と TLR4は互いにシグナノレ

を増強していることが示唆された 1090しかし， PAR2と TLR4が互いの機能を増

強するメカニズムやその疾患における意義など， PAR2と TLR4の相互作用に関

する詳細な研究はほとんど行われていない。

1・4 研究の目的

細菌感染を伴う重篤な急性醇炎において，マクロファージは trypsinとLPSの

両方に暴露され活性化をうける。 LPSによるマクロファージの活性化は，炎症

性サイトカイン産生を誘導し，急性醇炎の増悪化の一端を担っていると考えら

れる。また， PAR2が LPSシグナルを活性化することも報告されている 1080本

研究では，急性膜炎の発症時には，マクロファージにおいて trypsinによる PAR2

の活性化が LPSシグナルを増強することで炎症を増悪化していると仮説を立て

(図 13)，マクロファージの LPSシグナルに対する句pSln機能を解明すること

を目的とした。
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 図 13 マクロファージにおける LPSシグナルに対する町psm機能の解明

急性隣炎において，マクロファージは trypsinとLPSに暴露される。 PAR2は

TLR4と共役して LPS、ングナルを増強することから， trypsinによる PAR2の活性

化が LPSによるサイトカイン産生を増強していると仮説を立てた。
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第 2節実験結果

2・1マクロファージにおける LPSシグナルに対する trypsinの影響

2-1-1 LPSによる NO産生に対する trypsinの影響

ddYマウスより採取した腹腔マクロファージ (ddY腹腔マクロファージ) ， 

RAW264.7細胞およびDH82細胞を用いて， LPS処置による NO産生量を比較し

た。 DMEM-企ee培地中で 0.01・1μg/mlのLPSを処置したところ， NO産生量は

LPSの濃度依存性に増加した(datanot shown)。腹腔マクロファージでは0.1μg/ml，

RAW264.7細胞およびDH82細胞では 0.01陀 Imlで最大の NO産生量が得られた

ため，以後はこれらの濃度で、実験を行った。

次に，それぞれのマクロファージにおける LPSによる NO産生に対する trypsin

の作用を検討した。 LPSを単独または trypsin(0.0ト1μM) と同時に 24時間処置

し，培地中のNO濃度を測定したところ，ddY腹腔マクロファージ(A)， RA W264. 7 

細胞 (B)およびDH82細胞に)のいずれにおいても trypsin(1μM)処置によ

りLPSによる NO産生は有意に抑制された(図 14)。一方， trypsin (1μM) の

単独処置は，いずれの細胞においても NO産生に影響を与えなかった (datanot 

shown)。

以上より，当初の予想に反して trypsinはLPSによる NO産生を抑制する作用

を持つことが明らかとなった。
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図 14 LPSによる NO産生に対する trypsinの影響

ddY腹腔マクロファージ (A) ， RAW264.7細胞 (B) および DH82細胞に)

に対して， LPSを単独または trypsin(0.01 -1μM) と同時に処置し， 24時間後

に培地中の NO濃度を Griess法で測定した。 ddY腹腔マクロファージでは 0.1

μg/ml， RA W264.7細胞およびDH82細胞では 0.01μg/mlの LPSを処置した。 LPS

を単独処置した場合の NO産生量を 100%として表示した。 n=3-6o ** : Pく 0.01

(LPS単独処置との比較)。
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2-1-2 LPSによる iNOS発現に対する tηrpsinの影響

TrypsinがNO産生を抑制したことから， LPSにより誘導され NOを合成する

誘導型一酸化窒素合成酵素(inducibleNO synthase : iNOS) の発現量について検

言すした。

RAW264.7細胞に対して LPS(0.01μg/ml)を 20時間処置したところ， iNOS 

タンパク質の発現量が増加した。このとき trypsin(0.01-1 μM) を同時に処置す

ることで iNOS発現量の増加は有意に抑制された(図 15)。

次に， real-time PCRによる検討を行ったところ， RAW264.7細胞に対して LPS

(0.01μg/ml)を 8時間処置すると iNOSmRNAの発現量が増加した。また，タ

ンパク質と同様に， trypsin (1μM)を同時に処置することで iNOS発現量は減少

した。一方， trypsin単独処置は iNOSmRNA発現量に影響を与えなかった(図

16)。

以上より， trypsinはiNOS発現量を抑制することでNO産生を抑制することが

示された。
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LPSによる iNOSタンパク質発現に対する trypsinの影響

RAW264.7細胞に対して， LPS (0.01μg/ml)を単独または trypsin(0.01-1μM) 

と同時に処置し， 20時間後の iNOSおよび PP2ACタンパク質発現量をwestem

blot法で測定した。iNOSの発現量は PP2ACと相対的に評価した。n=3o * : P < 

(LPS単独処置との比較)。

図 15
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図 16 LPSによる iNOSmRNA発現に対する trypsinの影響

RAW264.7細胞に対して， LPS (0.01μg/ml)または trypsin(1μM)を処置し，

8時間後の iNOSおよび s-actinのmRNA発現量を Real-timePCR法で測定した。

iNOSの発現量はやactinと相対的に評価した。 LPSを単独処置した場合のそれぞ

れの iNOS発現量を 100%として表示した。 n=5-6o * : Pく 0.05，**: Pく 0.01(LPS 

単独処置との比較)。
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2-1-3 LPSによる炎症性サイトカイン産生に対する tηrpsinの影響

次に， trypsinの抑制作用が iNOS発現に特異的であるかを検討するため， LPS 

により誘導される炎症性サイトカインである IL-1sおよび IL-6のmRNA発現量

に対する影響を検討した。 RAW264.7細胞に対して， LPS (0.01陀 Iml) または

trypsin (1μM) を8時間処置したところ， LPSによって IL-1sおよび IL-6の発

現量が増加した。そして，増加したサイトカイン発現量は，仕ypsin(1μM) を

同時に処置することで減少した(図 17A，B)。また， trypsin単独処置は無処置

群に比べて IL-1sおよび IL・6mRNA発現量の増加傾向を示したが，有意な差は

認められなかった(図 17)。

以上より， trypsinの抑制作用は NO特異的ではなく， LPSシグナノレの下流全

てを抑制している可能性が示唆された。

2-1-4 炎症性サイトカイン産生に対する PAR2の関与

Trypsin単独処置により炎症性サイトカイン産生はわずかな増加傾向が認めら

れたため(図 17) ，炎症性サイトカイン産生に対する PAR2活性化の影響を検

討した。 RAW264.7細胞に対して， PAR2特異的活性化ペプチドである PAR2-AP

(100μM)を 18時間処置したところ， PAR2・APにより IL-1sおよび IL-6mRNA

発現量が有意に増加した (図 18)。

以上より， trypsin単独処置による炎症性サイトカイン産生は PAR2を介した

作用だと考えられる。
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LPSによる炎症性サイトカイン産生に対する trypsinの影響

RAW264.7細胞に対して LPS(0.01μg/ml)または trypsin(1μM)を処置し， 8 

時間後の IL-1s(A) ， IL-6 (B) およびトactin の m陪~A 発現量を Real-time PCR 

法で測定した。 IL・lsおよび IL・6の発現量は s-actinと相対的に評価した。 LPS

を単独処置した場合のサイトカイン発現量を 100%として表示した。 n=4-6o * : 

** : Pく 0.01 (LPS単独処置との比較)。

図 17
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図 18 PAR2-APによる炎症性サイトカイン産生への影響

RAW264.7細胞に対してPAR2四AP(100μM)を処置し， 18時間後のIL-1s(A)， 

IL-6 (B) および ß-actin の m貯~A 発現量を Real-time PCR法で測定した。 IL圃 1s

および IL-6の発現量はトactinと相対的に評価した。無処置時のサイトカイン発

現量を 100%として表示した。 n=4-6o * : Pく 0.05(無処置との比較)。
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2-2 Trypsinの抑制作用に対する PARの関与

2-2-1 Trypsinの抑制作用に対する PAR2の影響

次に，trypsinの主要なシグナル伝達経路で、ある PAR2の関与を検討するため，

野生型 (WT)C57B6/Jマウスおよび PAR2KOマウスの腹腔マクロファージを

用いて， LPSによる NO産生に対する trypsin処置の影響を検討した。 LPS (0.1 

μg/ml)を単独または trypsin(0.01・ 1μM)と同時に 24時間処置したところ， WT 

腹腔マクロファージにおいて NO産生が促進され，trypsin処置により NO産生が

抑制された(図 19A)。一方， PAR2KO腹腔マクロファージにおいても trypsin

の濃度依存性の NO産生抑制作用が認められた(図 19B)。ただし，野生型マウ

スの腹腔マクロファージに対する LPS刺激による NO産生量は38.9土8.2μMだ、っ

たのに対し， PAR2KOマウスの腹腔マクロファージでは 15.7土7.6μMで、あった。

さらに， ddY腹腔マクロファージ及び RAW264.7細胞を用いて， LPSによる

NO産生に対する PAR2-APの作用を検討した。 LPS(0.1μg/mlまたは 0.01μg/ml)

を単独または PAR2-AP(0.1-10μM)と同時に 24時間処置したところ， PAR2-AP 

処置は LPSによる NO産生を抑制しなかった(図 20)。

以上より， trypsinによる LPSシグナル抑制作用に PAR2が関与していないこ

とが明らかとなった。
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PAR2KOマウス腹腔マクロファージにおける trypsin抑制作用の検討

WT(A)およびPAR2KO (B)の腹腔マクロファージに対して， LPS (0.1μg/ml) 

を単独またはtrypsin(0.01・1μM) と同時に処置し， 24時間後に培地中の NO濃

度を Griess法で測定した。 LPS単独処置した場合の NO産生量を 100%として表

示した。 n=5-6o ** : Pく 0.01 (LPS単独処置との比較)。
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図20 LPSによる NO産生に対する PAR2-APの影響

ddY腹腔マクロファージ (A)およびRAW264.7細胞 (B) に対して， LPSを

単独または PAR2-AP(0.1-10μM)と同時に処置し， 24時間後に培地中の NO濃

度を Griess法で測定した。腹腔マクロファージでは 0.1μg/ml，RA W264.7細胞

では0.01μg/mlのLPSを処置した。LPSを単独処置した場合のNO産生量を 100%

として表示した。 n=5圃 230 ** : Pく 0.01(LPS単独処置との比較)。
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2・2・2 Trypsinの抑制作用に対する PARl，3， 4の影響

次に， trypsinによる抑制作用における PAR2以外の PARサブタイプの関与を

検討した。 ddY腹腔マクロファージと RAW264.7細胞に，各々0.1μg/mlと0.01

μg/mlのLPSを，単独またはPARl特異的活性化ペプチドである PARI-AP(0.1-10 

μM) ， PAR4特異的活性化ペプチドである PAR4-AP(1-100μM) と同時に処置

し，培地中の NO産生量を測定した。 PARI-APの処置は， ddY腹腔マクロファ

ージ及び RAW264.7細胞し、ずれの細胞においても LPSによる NO産生に影響を

与えなかった(図 21A，B)。一方， PAR4-APは， ddY腹腔マクロファージに

おいては LPSによる NO産生を抑制したが， RAW264.7細胞においては NO産

生を濃度依存性に促進した(図 21C，D)。しかし， ddY腹腔マクロファージに

おける PAR4・APのNO産生抑制作用は， trypsinの抑制作用と比較すると著しく

小さいもので、あった。

さらに， PAR1， 3， 4を活性化させる生理活性物質である thrombinを用いて検

討を行った。 ddY腹腔マクロファージと RAW264.7細胞に，各々0.1μg/mlと0.01

μg/mlのLPSを，単独または thrombin(3 U/ml)と同時に処置し，培地中の NO

産生量を測定したところ， trypsin処置により観察された抑制作用は認められな

かった(図 22)。

以上より， trypsinによる LPSシグナル抑制作用には，いずれの PARも関与し

ていないことが示唆された。
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図 21 Trypsinの抑制作用に対する PAR1，4の影響

ddY腹腔マクロファージ (A，C)およびRAW264.7細胞 (B，D) に対して，

LPSを単独または PARI-AP(0.1・ 10μM) (A， B) ， PAR4・AP(1 -100μM) 

(C， D)と同時に処置し， 24時間後に培地中の NO濃度を Griess法で測定した。

ddY腹腔マクロファージでは 0.1μg/ml，RA W264.7細胞では 0.01μg/mlの LPSを

処置した。LPSを単独処置した場合のNO産生量を 100%として表示した。n=4四 100

* : Pく 0.05，**: Pく 0.01 (LPS単独処置との比較)。
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図22 LPSによる NO産生に対する thrombinの影響

ddY腹腔マクロファージ (A)およびRAW264.7細胞 (B) に対して， LPSを

単独または thrombin(3 Unit/ml)と同時に処置し， 24時間後に培地中の NO濃

度を Griess法で測定した。 ddY腹腔マクロファージでは 0.1μg/ml，RAW264.7 

細胞では 0.01μg/mlのLPSを処置した。 LPSを単独処置した場合の NO産生量を

100%として表示した。 n=6o * : Pく 0.05 (LPS単独処置との比較)。
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2-3 Trypsinの抑制作用におけるプロテアーゼ活性の影響

次に， trypsinの抑制作用におけるプロテアーゼ活性の必要性を検討した。プ

ロテアーゼ活性の阻害には，鶏卵白 (CEW)由来および大豆 (SW)由来の trypsin

阻害剤を用いた。 RAW264.7細胞に対して， LPS (0.01μg/ml)を単独または trypsin

(1μM)および trypsin限害剤 (SB; 10μg/mL， CEW; 30陀 /mL) と同時に 24

時間処置し，培地中の NO濃度を測定したところ， trypsinによる NO産生抑制作

用は trypsin阻害剤により解除された(図 23)。

以上より， trypsinの LPSシグナル抑制作用にはプロテアーゼ活性が必要で、あ

ることが示された。

2-4 LPSに対する trypsinの影響

これまでの実験は LPSとtrypsinを同時に処置しているため， trypsinが LPSを

直接分解することで LPSシグナルを抑制する可能性が考えられた。そこで， ddY 

腹腔マクロファージに trypsin (1.0μM) を 1時間前処置い洗浄により trypsin

を除去した後， LPS (0.01μg/ml)を 24時間処置し培地中の NO量を測定し

たところ， trypsin前処置は LPSによる NO産生を抑制した(図 24)。

以上より， trypsinのLPSシグナル抑制作用に， trypsinによる LPSの分解は関与

しないことが示された。
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図23 Trypsinの抑制作用に対する trypsin阻害剤の影響

RAW264.7細胞に対して， LPS (0.01μg/ml) を単独または trypsin(1μM) を

同時に処置し， 24時間後の培地中の NO濃度を Griess法で測定した。また trypsin

処置時に鶏卵白由来 CCEW;30陀/mL)または大豆由来 (SB;10μg/mL)のtrypsin

阻害剤を処置することで， trypsinのプロテアーゼ活性を阻害した。 LPSを単独

処置した場合の NO産生量を 100%として表示した。 n=3-7o * : Pく 0.05(LPSと

trypsinの同時処置との比較)。
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図24 LPSによる NO産生に対する trypsin前処置の影響

ddY腹腔マクロファージに対して， trypsin (1μM)を 1時間前処置し，培地交

換後に LPS(0.1μg/ml) を処置し， 24時間後に培地中の NO濃度を Griess法で

測定した。 LPS(0.1μg/ml)を単独処置した場合の NO産生量を 100%として表

示した。 n=5o *: Pく 0.05(LPS単独処置との比較)。

52 



2-5 LPS受容体発現量に対する trypsinの影響

2ふ 1 細胞膜上の LPS受容体に対する trypsinの影響

次に， trypsinがLPS受容体を分解することで LPSシグナルを抑制している可

能性があるため， LPS受容体である TLR4，mMD・2および mCD14タンパク質

発現量に trypsinが与える影響を検討した。なお，生体において LBPは血築タン

パク質であり，培養細胞においては FBSより供給される。しかし，本実験では

trypsin処置中には培地中の FBSを除去しているため， trypsinの抑制作用に LBP

は関与しないと考えられることから検討を行っていなし、。

RAW264.7細胞に対して， trypsin (1μM)を30分処置した後， TLR4， mMD-2 

およびmCD14発現量を測定したところ，trypsin処置により TLR4およびmMD-2

発現量に変化は認められなかった。一方， mCD14発現量は trypsin処置により減

少した(図 25)。

以上より， trypsinのLPSシグナル抑制作用の一部は， mCD14発現量の減少を

介している可能性が示唆された。
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細胞膜状の LPS受容体に対する trypsinの影響

RAW264.7細胞に対して trypsin(1.0μM) で 30分処置した後， TLR4 

mMD-2 (B) ， mCD14 (C) および tubulinのタンパク質発現量を westernblot 

法で測定した。TLR4，mMD-2およびmCD14発現量はtubulinと相対的に評価し，

無処置時のタンパク質発現量を 100%として表示した。 n=4-12o * : P < 0.05， ** : 

(A) ， 

図 25
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2・5・2 培地中の sMD・2および sCD14に対する句'psinの影響

MD・2および CD14には，膜結合型(mMD-2，mCD14) の他に，培地中に分

泌される可溶型 (sMD-2，sCD14)が存在する。そのため， RAW264.7細胞を trypsin

(1μM) で30分処置し，培地中の sMD-2とsCD14を検討したところ， sMD-2 

発現量は完全に消失し， sCD14発現量も有意に減少した(図 26A，B)。

sMD・2および sCD14発現量を減少させる作用機序として， trypsinがsMD-2や

sCD14を直接分解する可能性と， trypsinによるシグナル伝達により分泌が抑制

される可能性が考えられる。そこで RAW264.7細胞を 30分間培養した培養液を

回収し，細胞非存在下でtrypsin(1μM)を30分間処置したところ，細胞非存在

下でも trypsin処置により sCD14および sMD・2発現が消失した(図 26C)。

以上より， trypsinによる sCD14および sMD・2の分解が， LPSシグナル抑制作

用に関与している可能性が示唆された。

2・5-3 組換え CD14に対する trypsinの影響

Trypsin処置により， mCD14および sCD14のタンパク質発現量はどちらも減

少したことから， CD14は， trypsinによる LPSシグナル抑制作用において主要な

ターゲットタンパク質であると考えられる。そこで， trypsinによる CD14への直

接作用を，より詳細に検討した。精製した組換え CD14タンパク質に対して，

trypsin (1μM)を37
0
Cで30分間処置したところ， trypsin処置により組換え CD14

タンパク質発現は消失した(図 27)。
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図26培地中の sMD-2および sCD14に対する trypsinの影響

RAW264.7細胞に対して， trypsin (1.0μM)を30分処置 した後，培地中の sMD-2

(A)および sCD14(B)をwesternblot法で測定した。無処置時のタンパク質発

現量を 100%として表示した。また， RAW264.7細胞を 30分間培養した培養液を

回収し，細胞非存在下で trypsin (1μM) を30分間処置したときの sMD-2およ

び sCD14発現量を westernblot法で測定した (C)0 n=3-4o
牢 :P<0.05，**:P< 

0.01 (無処置との比較)。
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図 27 組換え CD14に対する trypsinの影響

N末端に Flagタグ， C末端に Hisタグを付加した組換え CD14タンパク質を

作成し， TALONビーズを用いて Hisタグが付加されたタンパク質を精製した。

精製した CD14タンパク質を 37
0
Cで 30分間 trypsin(1μM)で処置した後， Flag

抗体を用いて westemblot法で測定した。
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第 3節考察

本研究は，マクロファージにおける trypsinを介した PAR2活性化が， LPSシ

グナノレに与える影響を解明することを目的に行った。その結果，当初の予想、に

反して， PAR非依存的な trypsinのLPSシグナル抑制作用が明らかとなった。そ

して trypsinの抑制作用は， LPS受容体である TLR4の共受容体である sMD・2，

sCD14および mCD14分解を介していることが示唆された(図 28)。以上の結

果は，急性膜炎における trypsinの新たな機能の発見となると共に，プロテアー

ゼによる LPSシグナル調節機構という新たな概念を提唱するものとなった。

3-1 マクロファージの炎症性メデイエーター産生に対する trypsinの影響

本研究結果から，マクロファージにおいて trypsinはLPSによる NOや炎症性

サイトカイン産生を抑制する作用を持つことが明らかとなった(図 14・17)。急

性勝炎における trypsinの異所性活性化は増悪因子であり， PAR2活性化が炎症

性サイトカインを増加させる報告もあることから 65，8990，今回得られた trypsin

が LPSによる炎症性サイトカイン産生を抑制するという結果は，当初の予想と

反するものとなった。

一方， RAW264.7細胞においては， trypsin単独処置により IL-1sおよび IL-6

発現の増加傾向が認められた(図 17)。また， RAW264.7細胞において， PAR2-AP 

処置により IL-1sおよび IL-6発現量が小さくはあるが有意に増加したことから

(図 18) ， trypsinは PAR2を介して炎症性サイトカイン発現を増加させている

と思われる。

以上の結果より，マクロファージにおいては， trypsinのPAR2を介した炎症

性サイトカイン産生作用よりも LPSシグナル抑制作用が強く発現するため， LPS

とtrypsin同時処置では抑制作用が現れている可能性が考えられる。
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図28 Trypsinによる LPSシグナル抑制作用

mCD14は細胞膜に存在し， LPSとTLR4の親和性を増加させる。同様に，可

溶型の sCD14や品。・2もLPSと結合し， TLR4活性化による LPSシグナルを増

強する。 Trypsinは， sCD14， mCD14およびmMD-2を分解することで LPSシグ

ナルを阻害する。
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3-2 Trypsinの抑制作用に対する PARの関与

3・2-1 Trypsin抑制作用に対する PAR2の関与

PAR2は trypsin受容体として古くから知られており， trypsinは一般的な PAR2

アゴ、ニストとして用いられている。また近年， PAR2活性化は LPS受容体である

TLR4シグナルと相互作用しているを持つことが報告された 1090 しかし， WTお

よびPAR2KOマウスに LPSを腹腔内した時の死亡率に有意な差はみられず，in 

vivoでの PAR2と LPSシグナル伝達の関係は明らかになっていない 1110

本研究では， trypsinによる NO産生抑制作用における PAR2の関与を明らかに

するために， WTとPAR2KOマウスから単離した腹腔マクロファージを用いて

検討を行った。その結果， WT， PAR2KOマウスともに trypsin処置で LPSによ

るNO産生が抑制された(図 19)。また， PAR2-AP処置では trypsinと同様の抑

制作用は認められなかった(図 20)。以上より， trypsinによる LPSシグナル抑

制作用において， PAR2活性化は関与していないことが明らかとなった。

しかし， PAR2KOマウスにおいては WTマウスと比較して LPSによる NO産

生量が有意に減少したとしづ報告もされている 112。本研究においても，野生型

マウスの腹腔マクロファージと比べて， PAR2 KOマウスの腹腔マクロファージ

の LPS刺激による NO産生量は少なかった。以上より，これまで報告されてい

たとおり 108・110，PAR2活性化は LPSによるシグナル伝達において何らかの作用

は示す可能性が考えられ，今後更なる検討が必要と思われる。

3-2-3 Trypsinの抑制作用に対する PAR1，PAR3およびPAR4の関与

近年の研究から， trypsinはPAR2のみならず， PARlおよびPAR4も活性化す

ることが明らかとなっている 113。そこで， PARI-APおよび PAR4・APが LPSシ

グナルに与える影響を検討したが， RAW264.7細胞および ddY腹腔マクロファ

ージどちらにおいても trypsinと同様の抑制作用は認められなかった(図 21)。

PAR4・APは， ddY腹腔マクロファージおける NO産生を抑制したが，その作用

はtrypsinに比べて著しく小さかった(図 21C)。また， PAR1， PAR3およびPAR4

を活性化する thrombinによっても trypsinと同様の抑制作用は認められなかった

(図 22)。以上の結果から，当初の予想に反して trypsinの抑制作用に PARが

関与していないことが明らかとなった。
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興味深いことに本研究では， PAR4-APはLPS処置による RAW264.7のNO産

生を充進し， ddY腹腔マクロファージにおいてはNO産生を抑制するという異な

る作用を示した(図 21C，D) 0 PAR4は他の PARサブタイプと同様に様々な炎

症に関与していると考えられている。LPS処置により肺組織における PAR4発現

量が上昇することが報告されており 114，また NOに関しては，血管内皮細胞に

おいて PAR4活性化が NO産生を促進する作用があると報告されている 1150 さ

らに呼吸器上皮細胞株において， PAR4作動薬は細胞内カルシウム濃度を上昇さ

せ， IL-6や IL-8などの炎症性サイトカインの放出を促進することが報告されて

いる 1160 しかし， PARlやPAR2に比べて PAR4の研究は進んで、おらず，免疫細

胞における PAR4の機能はほとんど明らかになっていなし、。本研究で認められ

たRAW264.7細胞と ddY腹腔マクロファージにおける PAR4-AP作用の違いも，

細胞種による PAR4発現量の違いやPAR4下流のシグナルの違いが影響している

と考えられるがその詳細は不明である。 PAR4はマクロファージのみならずマス

ト細胞やミクログリアなどの免疫細胞にも発現が確認されており 111118，免疫応

答における PAR4の役割を明らかにするためにも，免疫細胞における複雑な

PAR4機能を検討してし、く必要がある。

3-3 LPS受容体に対する tηrpsinの作用

3-2-1 TLR4に対する tηrpsinの影響

Trypsinの PAR2抑制作用に，プロテアーゼ活性が必要で、あることが明らかと

なったことから(図 23)， trypsinがLPSを直接分解している可能性が考えられ

た。しかし，マクロファージへtrypsinを前処置し， trypsin非存在下で LPS処置

しでも LPSによる NO産生が抑制されたことから， trypsinの抑制作用は LPSの

分解によるものではないことが明らかとなった。そこで， trypsinは LPS受容体

である TLR4，MD-2および CD14に作用している可能性が考えられた。

TLR4は， LPSシグナノレを細胞内に伝達する役割を担う受容体である。そこで

trypsinによって分解されるターゲットが TLR4である可能性を検討した。しかし，

本研究では trypsin処置によって TLR4タンパク質発現量の変化は認められなか

った(図 25A) 0 de Zoeteらも， trypsinより基質特異性が低いセリンプロテアー

ゼである proteaseKがマクロファージの TLR4を切断しないことを報告している
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1190一方， TLRファミリーの TLR7，TLR9およびTLR15はエンドソーム内でフ。

ロテアーゼによって切断される 1191200TLR4とプロテアーゼによって切断され

るTLRファミリーとの違いとして考えられるのは，プロテアーゼ切断サイトの

有無である。 TLR9や TLR15などはプロテアーゼによって認識，切断されるモ

チーフを持っているが， TLR4にはこのようなモチーフがないため，プロテアー

ゼによる影響を受けない可能性が考えられる 119J200また， TLR4の膜輸送には，

糖鎖付加などの翻訳後修飾が重要な働きをしていることから 121，翻訳後修飾が

プロテアーゼによる切断からの保護を担っている可能性も考えられる。また，

LPSはTLR4を膜表面に局在させる働きがあり，マクロファージにおいてもその

作用は報告されている 12LIMoつまり，静止状態では TLR4が細胞内部に分布し

ており， trypsinによる影響を受けにくかった可能性がある。しかし，静止状態

でも細胞膜上に TLR4は発現しており， trypsin処置により TLR4タンパク質発現

量に減少傾向が認められなかったことから， TLR4が仕ypslnにより直接分解され

る可能性は考えにくい。

3-2-2 MD圃 2に対する tηpsinの影響

また TLR4と同様に，膜結合型の mMD之発現量も trypsinにより変化が認めら

れなかった(図 25B)。通常， mMD-2は TLR4と結合して細胞膜に存在してい

る。 TLR4は trypsinによる分解を受けなかったため， TLR4の結合が mMD-2の

フ。ロテアーゼによる分解に保護的にイ動いている可能性が考えられる。また，上

記のとおり静止状態では膜上の TLR4発現量は低下しており， TLR4と複合体を

形成している mMD-2も細胞内に存在し，プロテアーゼとの接触が阻害されてい

る可能性がある。

一方，可溶型の sMD・2はtrypsin処置により完全に分解された(図26A)omMD-2

との違いの原因として，細胞外に分泌された sMD・2はtηpSlnと直接接触するた

め， trypsinの影響を受けやすかったという可能性が考えられる。また図 26Cに

示すとおり，細胞非存在下でも句psin処置により sMD之発現量が消失したこと

から， trypsin刺激により細胞から分泌されるプロテアーゼは関与していないこ

とが示唆された。

sMD-2はmMD・2と同様に LPSと結合し， TLR4を発現する細胞の LPSシグナ

ノレを誘発する 1250そのため， trypsinによる sMD-2分解によって，マクロファー
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ジにおける LPSシグナノレだ、けで、なく， sMD-2が作用する他の細胞の LPSシグナ

ノレも阻害されることを示している。

3-2-3 CD14に対する tηrpsinの影響

興味深いことに trypsinによって mMD-2は分解されなかったが， mCD14は分

解された(図 25C) 0 mCD14はGPI結合型タンパク質として細胞膜に存在する

のに対して， mMDーは常に TLR4と結合している。この TLR4との結合の有無が

trypsinに対する感受性の差の原因となっている可能性が考えられる。

そして， trypsinはsMD之と同様に sCD14も分解し，この作用は trypsin刺激に

より細胞から分泌されるプロテアーゼによるものではないことが明らかとなっ

た(図 26B，C) 0 RAW264.7において， MMP-12はmCD14を切断し sCD14を

産生することが報告されるなど 98，これまで mCD14のプロテアーゼによる切断

はsCD14を産生するものだと考えられてきた。Trypsinにおいても，高濃度trypsin

(40μM)がmCD14発現量を減少させることも報告されている 1260 したがって

trypsinもmCD14を切断し sCD14を産生すると可能性が示唆されていた。しか

し，本研究では trypsinにより sCD14は産生されず，発現量は減少した。このこ

とからプロテアーゼによる mCD14切断は，必ずしも sCD14産生誘導となるわ

けではないことが明らかとなり，その他のプロテアーゼに関しでも詳細な検討

が必要である。

sMD-2とsCD14への trypsinの作用を比較すると， sMD之は細胞存在下・非存

在下どちらの条件においても完全に分解されたのに対して， sCD14は細胞非存

在下では完全に分解されたが，細胞存在下ではおよそ 50%しか発現量が減少し

なかった(図 26)。この違いの理由として，細胞存在下では常に多量に sCD14

が供給されるため， trypsinにより分解されないタンパク質が検出されている可

能性が考えられる。また別の可能性として， sMD-2の方が sCD14より trypsinに

対する感受性が高いため，すぐに分解され sMD-2のバンドが検出されない可能

性が考えられる。

sMD-2と同様に， sCD14は血中に遊離し mCD14を持たない細胞の LPS反応

性を増加させることで全身に炎症を波及させる作用がある 100Joloこのことから，

trypsinによる sMD-2や sCD14の分解は炎症の波及を抑制する作用があると考え

られる。しかし， trypsinにより mMD-2発現量が変化しなかったため，マクロ
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ファージ自身の LPSシグナルに対して sMD・2の減少は大きな影響を与えないと

思われる。一方 CD14では， sCD14および mCD14の発現量がどちらも減少する

ことから，マクロファージにおける trypsinの LPSシグナル抑制作用には CD14

発現量減少作用が MD-2に比べてより重要で、あると考えられる。

これまで CD14は， TLR4活性化を増強する共受容体としての作用しか持たな

いと考えられてきた。しかし近年の研究で， CD14はLPSによって活性化される

独自のシグナルを持つことがわかってきた。 Zanoniらは， LPSが TLR4非依存

的， CD14依存的に細胞内 Ca2+を増加させ， NFAT (nuclear factor of activated T 

cells) を活性化させることを明らかにした 1270 さらに， LPSによる CD14の活

性化は TLR4の内在化に必須で、あることが報告された 128・1300TLR4内在化は，

インターフエロンを産生する TRIF/TRAM経路やマクロピノサイトーシスの誘

導に必須で、あることから 12843O，CD14は単なる TLR4の共受容体ではなく，む

しろ LPSシグナルの起点となるタンパク質ではないかと考えられるようになっ

てきた。以上より， CD14発現制御機構は LPSシグナルを理解する上で重要であ

り，本研究で得られた結果も今後の LPSシグナルに対する研究の一助となるだ

ろう。

3-3 結論

本研究より，急性醇炎の原因となる trypsinがマクロファージにおける LPSシ

グナルを抑制するという新たな炎症制御機構が明らかとなった。さらに当初の

予想に反して， trypsinの抑制作用は PAR非依存的であり， CD14や sMD-2とい

った LPS受容体の分解作用を介していることが示唆された。これらの結果は，

急性目撃炎を含めた複雑な炎症制御機構を理解する一助となるだろう。

そして近年では， LPSシグナルに対する CD14の役割がより重要で、あると考え

られるようになっている。 CD14に対する様々なプロテアーゼの作用を検討して

いくことで，プロテアーゼによる CD14発現調節を介した免疫機構という新たな

概念の提唱することができるであろう。
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第 3章総合考察

本研究は，広範な分布域を示し，多くの炎症や疾患に関わる PAR2機能の制

御機構と，その代表的なアゴニストである trypsinの炎症における機能を明らか

にすることを目的に実験を行った。

第 1章では，様々な炎症性刺激によって産生される PGE2が PAR2機能を抑

制していることを明らかにした。 PGE2はPAR2活性化によっても産生されるこ

とから， PAR2機能に対してネガティブフィードバック的作用を持っていると考

えられる。以上の結果は， PAR2が関与する炎症メカニズムの解明の一助となる

ものだと考えられる。さらに第 2章では， trypsinの異所性活性化が原因となる

急性醇炎において，炎症の進行に主要な役割を果たすマクロファージに対する

trypsinとPAR2の影響を検討した。その結果， PAR2活性化がマクロファージに

よる炎症性サイトカイン産生を促進する一方で、， trypsinはPAR非依存的に LPS

シグナルを抑制する作用を持つことが明らかとなった。この抑制作用は LPS受

容体の分解を介しており， trypsinによる新たな炎症制御機構を発見する結果と

なった。

急性棒炎では血中 PGE2濃度が増加していることが知られている 1310 また，

呼吸器系組織の上皮細胞や消化管の筋繊維芽細胞では， PAR2活性化による PGE2

産生が報告されていることから 42・44，132，急性降炎においても PAR2活性化がPGE2

の供給源となっている可能性がある。さらに，急性梓炎における PGE2産生を阻

害することで全身性炎症反応が緩和される 1311340一方，慢性隣炎において， PGE2 

はマクロファージなどの免疫細胞の遊走を促進し，炎症を増悪化させるという

報告もある 330 以上より膜炎では呼吸器系疾患とことなり， PGE2は主に増悪因

子として働いていると考えられているが，その詳細なメカニズムは分かつてい

ない。

本研究第 1章では PGE2による PAR2機能の抑制作用が明らかとなった。急

性醇炎において， PAR2は炎症促進ともに炎症抑制作用も持つことが報告されて

いる 1311360 そのため， PGE2のPAR2機能抑制作用が炎症促進に働くか抑制に働

くかは組織や細胞によって異なると考えられる。しかし， PGE2が持つ炎症促進

作用の少なくとも一部は PAR2の機能抑制を介している可能性が示唆される。

また，上記のとおり PAR2活性化により PGE2産生される可能性があり ，PAR2 
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とPGE2は互いにバランスを取りながら炎症のステージを調整している可能性が

考えられる(図 29)。

急性醇炎の進行に主要な役割を果たすマクロファージに関して言えば，本研

究で得られた結果のとおり PAR2活性化は炎症性サイトカイン産生を促進する。

そのため，マクロファージにいおては， PGE2による PAR2機能抑制作用は炎症

抑制的に働くと思われる。マクロファージに作用する PGE2として，マクロファ

ージ自身によって産生されオートクラインとして作用するものが考えられる。

マクロファージにおいては，trypsinはPGE2産生を誘導しないが 137，LPSにより

PGE2産生が促進される 138。産生された PGE2はマクロファージに発現する PAR2

を内在化させることで， PAR2活性化による炎症性サイトカイン産生を抑制する

ことが示唆される。さらに PAR2は， TLR4シグナルを増強することから 1093110，

PAR2内在化は LPSシグナルも抑制する可能性がある。つまり， LPSによって誘

導されたPGE2はPAR2を介して LPSシグナルをネガティブフィードバック的に

調節するという新たな免疫制御機構が考えられる。

また上皮細胞や間葉系細胞において， trypsinが PAR2を活性化することで産

生されたPGE2がパラクライン的にマクロファージに作用する可能性が考えられ

る424421320 つまり，マクロファージに対して trypsinは， LPS共受容体分解を介

した経路のみならず， PAR2内在化による TLR4機能阻害を介した LPSシグナル

抑制作用を持つことが示唆される(図 30)。さらに本研究より， trypsinはsCD14

や sMD-2を分解することが明らかとなった。急性惇炎では全身性に炎症が波及

することで多臓器不全が生じるため， trypsinによる sCD14や sMD-2の分解は炎

症の波及を抑制することで LPSによる炎症抑制作用を担っている可能性がある。

以上の結果から， trypsinは急性膜炎の原因となるが， LPSシグナノレに対する

作用に限って言えば， LPS受容体を分解する経路と PGE2を介した経路によって

炎症抑制作用を持つ可能性が考えられる。これは急性捧炎における trypsinの作

用として初めて示唆されたものであり，今後の研究でより詳細に明らかにして

いく必要がある。

以上のように，本研究では trypsinによる LPSシグナル抑制作用と PGE2によ

るPAR2機能抑制作用が明らかとなった。 LPSシグナノレの阻害や PAR2活性化の

抑制作用が炎症や病態にどのように関与するかは，対象となる組織や炎症の重

篤度など様々な因子によって異なる。今後もプロテアーゼや PARの病態時にお
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図29 急性勝炎における PGE2とPAR2の炎症との関係

Cytokine 
NO 

Trypsinによる PAR2活性化は，炎症抑制作用とともに炎症性サイトカイン

産生や PGE2産生作用を介した炎症促進作用を持つ。一方，PGE2は PAR2の内

在化を促進することでPAR2機能を阻害する。この PAR2と PGE2機能のバラン

スにより，炎症のステージが制御されている可能性が示唆される。
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図 30 急性惇炎における trypsinおよびPGE2による LPS、ングナル制御機構

マクロファージにおいて， PGE2はPAR2内在化を介して PAR2活性化によ

る炎症性サイトカインを抑制するとともに TLR4機能を抑制する。また， trypsin 

はLPS受容体分解を介して LPSシグナルを抑制するとともに，周囲の細胞から

のPGE2産生を促進することでマクロファージのLPSシグナルを抑制する可能性

が考えられる。
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ける作用を解明していくことで，急性捧炎のみならず PAR2や PGE2が関与する

呼吸器疾患や消化管疾患などのメカニズムの解明につながり，創薬への新たな

知見を提供できることとなるだろう。
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第 4章実験材料及び方法

4-1 細胞培養

4-1-1 腹腔マクロファージの採取及び培養

6-11週齢の雄性 ddYマウスおよび C57BL/6Jマウス(野生型:WT， PAR2 KO) 

を使用した。マウスは，ジエチノレエーテルで、麻酔した後，頚動脈を切断して放

血致死させた。腹腔内マクロファージはNaokiAbeらの方法に従い，一部変更し

て単離した 139。腹部を 70%エタノールで、消毒後，腹壁を露出し， Hanks' balanced 

salt solution (HBSS) 5'"'-'10 mlを25mlシリンジを用いて腹腔内投与した。腹

部をよくもみ，細胞懸濁液を回収して， 1000xg ， 4
0

Cで 10分間遠心した (himac

CF 7D2， HITACHI)。上清を除去後，沈誼を 1% Antibiotic-Antimycotic (AA) 

を含む RPMI1640で再混濁した。細胞は 96wellプレートに 2".5x105 cell/wellで

播き， 5% C02， 37
0

Cで2時間静置後， RPMI1640で液交換した。その際，プレ

ートに接着しているものをマクロファージとして使用した。なお動物の飼育な

らびに使用にあたっては，山口大学の定める「国立大学法人山口大学における

動物使用に関する規則」ならびに「山口大学農学部動物実験指針Jに基づいて

適正な管理のもと行った。

4-1-2 各種細胞株の培養

本研究では培養細胞株として HEK293T細胞 (Takara)， N2a細胞(東京大学一

保秀憲教授より供与) ， RAW264.7細胞(東京大学一俊秀憲教授より供与)お

よび DH82細胞(大阪府立大学東泰孝准教授より供与)を用いた。各種培養細

胞株は 1%AA，10%台talbovine serum (FBS) を含むDulbecco's modified Eagle' s 

medium (DMEM培地) を用い， 37
0

C， 5% CO2に保ったインキュベーター

(MCO・5AC，SANYO) 内で培養し，各種薬物処置も同様の条件で、行った。

HEK293T細胞およびN2a細胞の継代は，培地を除去して HEPESBuffered saline 

(HBS: HEPES 25 mM， NaCl150 mM， pH 7.4)で 1回洗浄した後， Trypsin/EDT A 

(0.5% trypsin ， ethylenediamine tetraacetic acid 5.3mM含有 HBS) を加えてピペ

ッティングすることにより細胞を浮遊させて行った。また， trypsin処置により

分離しにくい細胞である RAW264.7細胞およびDH82細胞は，培地を除去しHBS
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で一回洗浄した後， DMEM培地を 3・4ml加え，セルスクレーパーを用いて細胞

を浮遊させた後，継代を行った。なお，培養に必要な器具は全て滅菌して用い

た。

4・2 培地中の一酸化窒素量の測定

腹1空マクロファージ， RAW264.7細胞およびDH82細胞を 96wellプレートに

2.5x105 cell/wellを播種し，細胞接着のための 2時間静置した後，各種薬品を 24

時間処置した。 FBSによる trypsinの失活を防ぐため，薬品処置中の溶媒は FBS

とAAを含まない DMEM培地 (DMEM-企ee培地)を用いた。

薬品処置後の細培養液中に含まれる NO量は Griessreage凶 system(Promega) 

を用いて測定した。以下，このシステムの実験手技を簡単に説明する。細胞培

養液 50μ1に sulphanilamide50μlを加え 5分間振とうし，さらに naphthylene-

diamineを50μl加え 10分間室温で振とうした後に， 540nmの吸光度をmicroplate 

readerで測定した (DTX800，Beckman Coulter)。標準曲線は FBS除去 DMEM

培地 1mlに0.1M凶tiritestandardを1μl加えたものを段階希釈して標準曲線を作

成した。

4-3 Western blot法によるタンパク質発現量測定

4・3-1 タンパク質の抽出

培地を除去した細胞をHBSで洗浄し， lysate bufferを加えて細胞を可溶化した。

得られた細胞懸濁液を常温で数分間静置した後に， 4
0

C， 15， OOOxgで 15分間遠

心し，上清をタンパク質サンフ。ルとして使用した。 Lysatebufferの組成は以下の

とおりである。 Tris-HCl (pH 8.0) 50 mM， EDTA 5 mM， EGTA 5 mM， Na3V04 

1 mM， sodium pyrophosphate 20 mM ， Triton X 100 0.01%， Roche Complete 1 

tablet/50 ml。なお，得られたサンプルのタンパク質濃度は DCprotein assay kit 

(Bio-Rad) を用いて Lowry法により測定した。

また， RAW264.7細胞により培地中に放出されたタンパク質は， RAW264.7細

胞を 30分間培養した培地中の総タンパク質を 10%trichloroacetic acidおよび

0.1 % sodium deoxycholate混和し， on lceで一晩静置後，沈殿をサンプリングした。
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4-3-2 Western blot法

タンパク質サンプル 10・40μgをSDSポリアクリルアミドゲノレ (8・12%) で泳

動し分離した後，転写装置を用いて PVDF膜に転写した (AE6677，A TTO)。

PVDF膜を 2%スキムミルク含有TBS・Tにより室温で 30分間ブロッキング処置

した後，一次抗体を 4
0Cで振とうしながら一晩処置した。 TBS-Tの組成は以下の

とおりである。 2・Amino-2・hydroxymethyl圃 1，3・propanediol (Tris-HCl) (pH 7.4) 

25 mM， NaCl 150 mM  ， Tween20 0.05%。洗浄後，二次抗体を室温で 1時間処

置し， ECL Westem Blotting Detection Reagent (GE Healthcare)で発光させ撮影

した (LAS3000mini， FUJIFILM)。撮影したバンドは ImageJを用いて測定し

数値化した (NationalInstitutes ofHealth) 0 PP2A Cおよびtubulinはloadingcontrol 

として用いた。

4-4 Real-time RT PCR法による mRNA発現量測定

4・4・1 mRNAの抽出および逆転写

培地を除去した後に細胞を HBSで洗浄し， TRIzol reagent (Invitrogen)を500μl

加えて可溶化した。数回ピペッティングした後，得られた細胞懸濁液を1.5ml

チューブに移し，室温で、 5分間静置した。クロロホルムを 200μl加え，十分に

混和した後， 2・3分間室温で静置した。その後， 4
0C， 12， OOOxgで 15分間遠心

し，上清に悶ぜasefree超純水とクロロホルムをそれぞれ 200μl加え 2・3分間室温

で静置した。さらに 12，OOOxgで 15分間遠心し，上清にイソプロパノールを 500

μl加えボルテックスした。 10分間室温で静置した後， 4
0

C， 12， OOOxgで 15分

間遠心した。その後，直ちに上清を捨て，エタノーノレで、洗浄した後， 40C， 7， 

500xgで 5分間遠心した。そして，エタノーノレを捨て適度に乾燥させたのち，

RNase企ee超純水でペレットを溶解した。なお， total RNA量は NanoDropを用

いて定量した (ND圃 1000，Nano Drop Technologies) 0 Total RNAの逆転写は Reverse

Transcription kitを用いて行った (QIAGEN) 0 Total RNA 0.25μgに対し， gDNA 

wipeout bufferを0.5μl加え，反応液が 3.5μlになるよう RNase企ee超純水を加え

た。ドライパスで 42
0C，2分間処置した後 (DryBath Incubator， M司orScience) ， 

Primer Mix， 5x RT buffer， Reverse Transcriptaseをそれぞれ 0.5μl加え，総量を 5
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μlとし， 42
0

C， 15分間反応させた後， 95
0

C， 2分間にて酵素を失活させること

により cDANを作成した。得られた cDNAは使用まで-20度で保存した。

4-4-2 Real-time PCR法

上記で得られた cDNAを含む反応液 0.2μlにSYBRGreen Master Mix (5μ1) 

(QIAGEN) ， PCR Forward Primer (2.5μM: 1.2μ1) ， PCR Reverse Primer (2.5μM: 

1.2μ1) ，dH20 (2.4μ1) を加え計 5μlとし， StepOne Softwareを用いて PCRを

行った (AppliedBiosystems)。反応条件は 95
0

C 15分間で Denatureした後， 94
0

C，

15秒間， 60
o
C， 30秒間， 72

0
C， 30秒間を 40回繰り返し増幅した。 Meltcurve stage 

では 95
0

C，15秒間， 60
0

Cで 1分間の後， 0.3
0

Cずつ段階的に 95度まで上昇させ

た。なお，用いた pnmer配列は表 3に示すとおりである。各種mRNA発現量は

s-actinをloadingcontrolとして相対的に評価した。

4・5 昆虫細胞を用いた組換ヒト CD14タンパク質の生産

カイコ核多角体病ウイルス (BmNPV)P6E株 140およびカイコ培養細胞株

BmN4 141を用いたバキュロウイノレス遺伝子発現ベクター系を用いて組換ヒト

CD14タンパク質を作成した。

Human CD14 (transcript variant 1) cDNA (accession no. NM_000591.3 :山口

大学清水隆准教授より供与)を， ExTaq polymerase (Takara) を用いた PCRで

増幅した。この時， N末端のシグナルベフ。チドは Flagタグに， C末端の膜結合

ドメインは Hisタグにそれぞれ置換した。 PCRに用いたプライマーは次のとお

りである:Forward (ターATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGACCACGCCAG

AACCTTGTGAGCTGGACGATG-3')， Reverse (グーTTAATGATGATGATGATGAT

GCAGCACCAGGGTTCCCGACACCCCCACCGACAG・3)。

得られた Flag-CDI4-HiscDNAをpCR2.1vector (Invitrogen)に挿入した。 シ

ークエンスを確認後，制限酵素 EcoRVおよびSacIにより目的の cDNAを含む断

片を切り出し， トランスファーベクタープラスミド pBm14(Baculotechnologies) 

の強力な BmNPVポリヘドリンプロモーターの直後に挿入して，組換えプラス

ミド pBm14/Flag -CD 14圃 Hisを作製した。この pBmI4/Flag-CDI4-His (5μg) を

BmNPVDNA (1μg) とともに FuGENEHD(8μ1; Roche) を用いて， BmN4細

胞 (5x 105) にコトランスフェクションし，室温で 4時間放置後， トランスフェ
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表 3.Real圃 TimePCRに用いた pnmerセット

Forward GAT TAC TGC TCT GGC TCC TAG C 
s-actin 

Reverse GAC TCA TCG TAC TCC TGC TTG C 

Forward TCC TCA CTG GGA CAG CAC AGA ATG 
iNOS 

Reverse GTG TCA TGC AAA ATC TCT CCA CTG CC 

Forward GTT GAC GGA CCC CAA AAG AT 
IL-Is 

Reverse CCT CAT CCT GGA AGG TCC AC 

Forward CAC GGC CTT CCC TAC TTC AC 
IL-6 

Reverse TGC AAG TGC ATC ATC GTT GT 

74 



クション液を 10%FBS (J悶-IBiosciences) を含むグレース昆虫細胞培養培地

(Invitrogen) と交換し， 270Cで培養した。培養 7日後に培養上清を回収し，

BmN4細胞を用いたプラーク法により，多角体を生産しない組換えウイルス

(vBmFlag-CD14・His)を純化し，ウイルスゲノム DNAの配列決定により，目的

の cDNAの挿入を確認した。純化した vBmFlag-CD14・Hisは BmN4細胞でさら

に増殖され，その培養上清に含まれるウイルスのタイターをプラーク法で検定

後，感染用ウイノレスストックとして-800Cで保存した。

Flag-CD 14-Hisタンパク質を生産するために， vBmFlag-CD14・Hisストック液

をBmN4細胞に感染多重度 5(PFU / cell) で感染させ， 10%FBSを含むグレース

昆虫細胞培養培地を用いて， 270Cで培養した。培養 7日後に低速遠心で培養上

清と細胞を分離し，さらに超遠心で培養上清からウイノレス粒子を除去すること

により，感染末期に細胞から培地中に放出された Flag-CD14-Hisタンパク質を含

む超遠心上清を回収した。

その後， Vivaspin20 (Vivascience) を用いておよそ 20倍に濃縮し，溶媒を

equilibration bufferに置換した。なお， equilibration bufferの組成は以下のとおり

である:50 mM  MOPS; 300 mM  NaCl; 10 mM  imidazole; 10% glycerol; Roche 

complete protease inhibitor mixture， 1 tablet/30 ml; pH 7.4。濃縮した Flag-CD14-His

タンパク質を含むサンプル 400μlあたりに 20μlの Talonmetal affinity resin 

(Takara)を加え，一晩 40Cで処置することで Flag-CD14-Hisタンパク質を精製

した。

4-6 プラスミド作成と細胞へのトランスフェクション

4-6-1 プラスミドの産生

E.coli Competent Cells 10μ1 (DH5α， Takara)をonlceで解凍した後，各種プ

ラスミドを 0.5μl加え， on lceで 30分間静置した。 ドライパスにより 42
0Cで45

秒間ヒートショックを加えた後， on lceで2分間静置し， 100μ1 LB Broth培地

(Sigma) を加え， 37
0

Cで30分間振とう培養した (IK 1 OOJ， Yamato)。このう

ち 10μlをLBagarプレート培地 (ampicillin100μg/ml添加;Sigma)に播種し 37
0C

で一晩培養した。出芽したコロニーを単離し，ガラス管に入った LBBroth培地

(ampicillin 100μg/ml添加)5 mlに加え 37
0

C，180 r.p.mで一晩振とう培養した
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(BioShaker BR圃 22FP， Taitec)。培養液を 11.5ml丸底チューブに移し，室温に

て 3，000 r.p.mで 10分間遠心し (HimacCR20， HITACHI) ，上清を除いた後に

Plasmid Mi凶 Kit1 (Omega) を使用してプラスミドを抽出した。なお必要な器具

は滅菌して用いた。

4・6・2 プラスミドの細胞へのトランスフェクション

N2a細胞は24wellプレートに lwellあたり 2.5xl0
4個を播種して一晩静置した。

各プラスミド 0.5陀を DMEM-free培地へ添加した後， Arrest-In 2.5μlを含む

DMEM-企ee培地 47.5μ1溶液と混合して 20分間静置した。その後， 150μlの

DMEM-free培地を加え 250μlとし，細胞に処置した。 6時間後に 20%FBS含有-

AA無添加 DMEMを250μl加え 18時間培養した。

使用したプラスミドは次のとおりである。 pcDNA3.1Human PAR2 (Flag-PAR2; 

N末端に Flagtag付加， C末端に HAtag付加:University of Califomia， Dr. Nigel 

WBunnettより供与)0 pBJKS (+) Human PAR-4 (Flag-PAR4; N末端に Flagtag 

付加:University of Califomia， Dr. Shaun R. Coughlinより供与)。

4-7 免疫組織染色法による Flag-PAR2およびFlag-PAR4分布の観察

4-7圃 1免疫組織染色法

Flag-PAR2もしくはFlag帽 PAR4をトランスフェクションしたHEK293T細』包は，

trypsinにより N末端の Flagタグが切断されることを防ぐため， Trypsin / EDT A 

を使用せずピペッティングにより浮遊させた。分離した細胞は microscopecover 

glass (Fisherbrand) 上に播種し， DMEM-free培地中で 4時間静置後に各種薬品

を処置した。その後培地を除去し， 4%paraformaldehyde含有TBSを用いて 4
0C，

20分間固定を行った。 TBS-T (0.05% Tween 20含有 TBS) で洗浄して， 0.2% 

Triton-XI00含有 TBS-Tで 10秒間脱膜化を行った。その後， 3 % bovine serum 

albumin fraction V (BSA)含有 TBS・Tで，室温で 30分間振とう (MiniShaker 3D， 

LMS) しブロッキングを行った。一次抗体として anti-Flag (1: 400) を加えて

4
0

Cで一晩遮光して振とうした。TBS・Tで洗浄後，二次抗体として AlexaFlour 488 

(1:5000) を加えて，遮光して 60分間振とうした。標本は aqueousperrnanent 
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mounting medium (Dbiosys) を用いて microslide glass (Matunami) に封入して，

共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した (LSM510，Carl Zeiss)。

4・7圃 2 Flagタグを付加した PARの細胞内分布評価法

Flag田 PAR2およびFlag-PAR4の細胞内分布評価法は，細胞膜に局在しているも

の (Localizedcell surface) ，細胞膜および細胞内の両方に分布しているもの

(Partially intemalized) ，細胞内のみに局在しているもの ( Completely 

intemalized) に分類した(図 31) 0 1標本につき 3視野すべての細胞 (50-300

個)をすべて分類し，全体の割合として評価した。

4・8 フローサイトメトリー法による細胞表面 PAR2の評価

4閏-8圃-1 F到la勾g-PAR2-mChe町rη を恒常的に過剰発現する HEK293T細胞の作成

pLV-mcCは， pLV圃 Venus142の seYFP(Venus) をmCherryに， C末端のマノレ

チクローニングサイト (BamHI，NotI， EcoRI) をN末端に置換することで作成

した。N末端に Flagが付加されたPAR2cDNAはFlag-PAR2から PCRで増幅し，

pLV-mcCのBamHI/EcoRIサイトに挿入した。

ウイルスベクターの作成には HEK293T細胞を用いた。 1xl06個の HEK293T

細胞を 60mmディッシュに播き，翌日 pLV-mcC (3μg) ， packaging plasmid 

(psp AX2 ; 2.3μg) ， VSVG coat protein plasmid (pDM2.G; 1.3μg) と10μlの

lipofectamine L TX (Invitrogen)を1mlのOpti-MEM中で混合し 30分間静置した。

48時間培養した後にウイノレスを含む培地を 0.22μmのフィルター (Millipore)で

ろ過しウイルスベクターを分離した。

作成したウイノレスベクターを HEK293T細胞に 8時間感染させることで，

Flag-PAR2-mCherryを恒常的に過剰発現する HEK293T細胞(Flag-PAR2・mc細胞)

を作成した。

4-8-2 フローサイトメトリー法

Flag-PAR2-mc細胞は 6wellプレートに lwellあたり1.5xl06個を播種し，一晩

培養した後，PGE2 (30μM)を30分間処置した。処置した細胞は 1% sodium azide 
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Complt>tely intemalized P副~tíal1yintemalizt>d Localized cell surface 

図 31 PARの細胞内分布評価法

各 PARが細胞膜にのみ局在し細胞膜の蛍光を発するもの (Localizedcell 

surface;左)，細胞膜および細胞内の両方に分布し，全体が蛍光を発する (Partially

intemalized) ，細胞内のみに局在し，細胞膜に傾向が認められないもの(Completely

intemalized) に分類した。
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を含む PBS-EDTA(0.5%) により浮遊させた。浮遊させた細胞をピペッティン

グした後， 96 wellプレートに 2x 105 cell/well播種した。 4
0

C，6， OOOxgで 5分間

遠心後， 2%FBSおよび 1% sodium azideを含む PBSで洗浄し，各種抗体を onice 

で 30分処置した。なお， PBSの組成は次のとおりである:NaCl137 mM， KC12.7 

mM， Na2HP04 1.47 mM， Na2HP04・12H2010 mM， 2% FBS， 0.01 % sodium azide， 

ph7.4o 

4-9 使用薬品

本研究では以下の薬物を使用した。 rabbitanti-MD-2 epitope antibody (AbD 

Serotec) ， chicken anti-HA epitope antibody (Aveslab) ， rabbit anti-iNOS antibody， 

rabbit PP2A C subunit antibody (BD Biosciences) ， SFLLR-NH2 (PARI-AP) 

SLIGRL-NH2 (p AR2・AP) (Bechem)， anti圃 phospho-ERKp44/42antibody， Alexa 

488 rabit anti-Flag antibody， Alexa 488 rabbit isotype control (Cell signaling) ， sodium 

orthovanadate (NA3V04) (ICN Biomedicals) ， Alexa fluor 488 goat anti-rabbit IgG 

(H+L) ， Alexa fluor 488 goat anti-chicken IgG (H+L) ， Alexa fluor 594 goat anti田 rabbit

IgG (H+L) ， Alexa fluor 594 goat anti-chicken IgG (H+L) ， antibiotic-antimycotic， 

DEPC Treated Water Pyrogen-free， Dulbecco's modified Eagle's solution， Hanksラ

balamced salt solution， Medium 199 Earle's liquid， UltraPureTM Agarose (Invitrogen) ， 

glycine (aminoacetic acid) (Nacalai tesque) ， Sulphanilamide， naphthylenediamine， 

0.1μM nitirite standard Promega) ， bovine serum albumin fraction V， complete 

EDTA-free (protease inhibitor cocktail)， (Roche) rabbit anti-TLR4 antibody (Santa 

Cruz) ， Lipopolysaccharide from Escherichia coli， Soybean trypsin inhibitor， chicken 

egg white trypsin inhibitor， AH-6809， rabbit anti-Flag antibody， triton X-l 00， 

2-mercaptoethano (SIGMA) ， Arrest-In Transfection Reagent rabbit， anti四 tubulin

antibody (Thermo) ， rabbit anti-CDl4 antibody (Trevigen， ONO-AE3・208 (/J¥里予

薬品工業株式会社) ， GYPGKF-NH2 (PAR4-AP) (扶桑薬品工業株式会社)。

その他の試薬は和光純薬工業株式会社から購入した。
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4・10 統計処理

2群を越える群間での有意差検定には one-wayANOV A を用いた後，

Mann-Whitney rank sum testもしくは Student'st testを行い，危険率 (p)が 5%未

満の場合を有意差ありとした。
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