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研究成果の概要（和文）：本研究ではイヌの皮膚線維芽細胞 (fDFB) でのIL-1β誘導性PGE2 産生系を，滑膜線
維芽細胞 (fSFB)でのTNF-α誘導性IL-8産生系も炎症モデルとして確立した。fDFBでのIL-1β誘導性PGE2産生に
は，転写因子NF-κB (p65)を介したMAPKのMEK/ERK経路の活性化が関わっていた。fSFBでのTNF-α誘導性IL-8発
現にはMAPKのERK2及びJNK1アイソフォームが関わっていた。この炎症モデル系でセラミド代謝物であるセラミド
-1-リン酸およびスフィンゴシン-1- リン酸の効果を検討したが，有意な効果は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the inflammatory regulation by ceramide metabolites such as 
ceramide 1-phosphate (C-1-P) and sphingosine 1-phosphate (S-1-P), IL-1β-mediated PGE2 production 
system in canine dermal fibroblasts (cDFB) and TNF-α-mediated IL-8 expression system in canine 
synovial fibroblasts (cSFB) were established as a model of inflammation first. In cDFB, IL-1β 
mediated PGE2 production via COX-2 expression. MEK/ERK MAPK signaling was involved in the IL-1β
-mediated COX-2 expression via the activation of NF-κB (p65), a transcription factor. In cSFB, ERK2
 and JNK1, ERK and JNK MAPK isoforms, respectively, were involved in the TNF-α-mediated IL-8 
expression. Then the effects of C-1-P and S-1-P on IL-1β-mediated PGE2 production in cDFB and TNF-
α-mediated IL-8 expression in cSFB was examined. However, no significant effect of these ceramide 
metabolites was observed.

研究分野：獣医学
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1. 研究開始当初の背景 

(1) スフィンゴ脂質は細胞増殖，分化，発生，

血管新生や細胞死など種々の細胞機能におい

て重要な役割を担っている。炎症においても

重要な調節因子と考えられている。特に，ス

フィンゴ脂質の代謝物の中で，セラミドやそ

の代謝物であるスフィンゴシン 1-リン酸は

調節因子としての役割が明らかになりつつあ

る。（①）。 

 

 (2) スフィンゴ脂質代謝の中でも，セラミド

代謝物であるスフィンゴシン 1-リン酸の炎

症制御に関わる因子としての報告がなされて

いる。また，スフィンゴシン 1-リン酸受容体

も明らかにされており，G タンパク質共役型

受容体であり，5 種類のサブタイプが存在す

ることも知られている（②）。一方，近年，別

のセラミド代謝物であるセラミド 1-リン酸

の炎症制御における役割が注目されている 

（③）。しかし，その作用機序やセラミド代謝

物との相互作用については不明な点が多い。 

 

2. 研究の目的 

(1) 本研究においては，研究材料としてイヌ皮

膚及び滑膜由来線維芽細胞の初代培養系を確

立すること，確立した初代培養系を用い，サ

イトカイン誘導性炎症反応を指標にして，イ

ヌにおける皮膚炎症のモデルを確立すること，

その炎症モデルに対するセラミド代謝物の炎

症制御を明らかにすることを目的とした。 

 

(2) 炎症反応としては，炎症性サイトカインで

あるインターロイキン 1β (IL-1β) 及び腫瘍壊

死因子 α (TNF-α) をリガンドとして用い，細

胞応答としてはプロスタグランジン E2（PGE2）

放出を測定し，さらに，その律速酵素である

シクロオキシゲナーゼ 2 （COX-2）発現を検

出し，その細胞内シグナルに対する制御を明

らかにすることを目的とした。また，別の応

答としてケモカインである IL-8の発現と放出

も検討した。 

 

3. 研究方法 

(1) 細胞培養：皮膚由来線維芽細胞は，麻酔下

のイヌ(ビーグル犬) 背部皮膚から真皮を収

集し，細断した後， 10％ウシ胎児血清を含む

α-MEM 培地で 37℃で培養し，得た。滑膜由

来線維芽細胞は，イヌ滑膜を細断し，同様に

線維芽細胞として培養した。 

 

(2) real-time RT-PCR：COX-2 mRNA及び IL-8 

mRNA発現は，TRIzol試薬を用いて total RNA

を抽出し，特異的なプライマーを用いて，

real-time-RT-PCRにより検討した。 

 

(3) western blotting：タンパク質を回収し，SDS

電気泳動法によりタンパク質を分画後，PVDF 

膜へ転写し，特異抗体を用い western blotting 

にてタンパク質発現及びリン酸化を検討した。 

 

(4) PGE2及び IL-8測定：リガンドで刺激した

イヌ線維芽細胞の培養上清を回収し，培養上

清中のPGE2及び IL-8の濃度を，市販のELISA 

kitを用いて測定した。 

 

4. 研究成果 

(1) イヌ皮膚由来線維芽細胞の IL-1β 刺激応

答：イヌ皮膚由来線維芽細胞を IL-1β で刺激

を行うと，時間依存的に，また用量依存的に

培養液中への PGE2 の放出が認められた。

IL-1βで刺激した細胞においては， COX-2の

mRNA とタンパク質発現が促進され, COX-2



発現を介する PGE2 産生と放出が示唆された。 

 

(2)  IL-1β誘導性 COX-2 発現とMAPK：イヌ

皮膚由来線維芽細胞の IL-1β 誘導性 COX-2 

mRNA発現とPGE2 産生へのMAPKの関与を，

阻害剤を用いて検討した。MAPKの１つ ERK 

経路阻害剤，MEK 阻害剤は IL-1β 誘導性

COX-2 mRNA 発現と PGE2 放出を阻害した。

IL-1β刺激によるERKリン酸化を測定すると，

ERKのリン酸化が認められ， MEK及び ERK

阻害剤はそれを阻害した。以上の結果より，

イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 刺激

による COX-2 発現には MAPK 経路の

MEK/ERK 経路の活性化が関わることが示唆

された。 

 

(3) IL-1β誘導性 COX-2 発現と NF-κB：転写因

子 Nuclear factor κB (NF-κB) の関与を阻害剤

を用いて検討した。阻害剤前処理細胞では，

IL-1β誘導性の効果が阻害された。NF-κBの構

成サブユニットの 1つである p65 のリン酸化

と，不活性状態では NF-κBに結合している抑

制因子 IκB の分解が IL-1β 刺激で認められ，

NF-κB 阻害剤が阻害したことから，IL-1β 刺

激による COX-2 発現には NF-κB の活性化が

関わることが示唆された。 

 

(4)  IL-1β 誘導性 MAPK 活性化と NF-κB ： 

MEK 及び ERK 阻害剤は IL-1β 誘導性 p65 リ

ン酸化にはまったく効果を示さず，一方で

NF-κB阻害剤では，IL-1β刺激による ERKリ

ン酸化は完全に抑制された。siRNA による

IκBαのノックダウンは， p65と ERKのリン

酸化が認められ，NF-κB活性化が ERKを活性

化することが強く示唆された。 

 

(5) イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β

誘導性応答へのセラミド代謝物の効果：上記

ごとく確立したイヌ皮膚由来線維芽細胞の

IL-1βによるNF-κB/MEK/ERK/COX-2 PGE2産

生に対するセラミド代謝物の効果を検討した

が，有意な抑制も活性化も認められなかった

ことから，セラミド代謝物は関与しないと考

えられた。 

 

(6) イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α

刺激応答：別の炎症モデルとして，イヌ滑膜由来

線維芽細胞における TNF-α 刺激による IL-8 放

出を検討したところ，時間依存的及び用量依存

的な IL-8放出と IL-8 mRNA発現変化上昇が認

められた。 

 

(7) TNF-α誘導性 IL-8発現とMAPK：TNF-α誘

導性 IL-8 mRNA発現におけるMAPKの関与を，

阻害剤を用いて検討したところ，ERK と JNK 阻

害剤は有意に IL-8 mRNA 発現を阻害した。

TNF-α は ERK1/2及び JNKのリン酸化を促進し，

それぞれの阻害剤はそれを抑制したことから，

TNF-α 誘導性の IL-8 発現ならびに放出には，

ERK1/2 及び JNK 経路の活性化が関与すること

が示唆された。 

 

(8) TNF-α誘導性 IL-8発現に関わる ERK及び

JNKサブタイプ：TNF-α誘導性 IL-8発現に関わ

る ERKのサブタイプについて siRNA導入による

ノックダウン細胞を用いて検討した。TNF-α 誘導

性の IL-8 mRNA発現は ERK2及び JNK1 ノック

ダウン細胞おいて，TNF-α誘導性 IL-8 mRNA発

現は有意に抑制された。ERK2 ノックダウン細胞

において TNF-α誘導性 JNK1のリン酸化，JNK1

ノックダウン細胞において TNF-α 誘導性 ERK2

のリン酸化は認められなかったことから，それぞ



れの経路は単独で関与することも明らかとなっ

た。 

 

(9) イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α

誘導性応答へのセラミド代謝物の効果：上記

のごとく確立したイヌ滑膜由来線維芽細胞に

おいて TNF-α刺激による ERK2及び JNK1経

路を介した IL-8産生に対するセラミド代謝物

の効果を検討したが，有意な抑制も活性化も

認められなかったことから，イヌ滑膜由来線

維芽細胞における IL-1β 刺激応答には関わっ

てはいないものと考えられた。 
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