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研究成果の概要（和文）： 

Gq-ホスホリパーゼ C（PLC）情報伝達経路を介する細胞外ヌクレオチドによる炎症応答反
応に対する新しい抑制機構を解析した。Gq-PLC経路は種々のホルモンや神経伝達物質などの
多くの情報が収束されることから、この経路の抑制は Gq-PLCを介する興奮性の生理機能応答
を背景とする様々な疾患に対する新規治療薬開発において魅力的な標的になると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have shown a new inhibitory mechanism against inflammatory response to extracellular 

nucleotides-induced Gq protein/phospholipase C (PLC) pathway. Because the Gq/PLC pathway 

consolidates several signal transductions caused by hormones and neurotransmitters, 

inhibition of this pathway may be an attractive target for novel therapeutic drugs. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) マクロファージは、その貪食作用によ

り殺菌を行うと共に、抗原提示によって抗体

の産生を行うための最初のシグナルとして

働くなど、重要な恒常性維持機構の一角を担

っている。しかし、その機能異常は慢性的な

炎症の原因となり、免疫関連の多くの病気に

関わっている。 

(2)  アデノシン三リン酸（ATP）をはじめ
とする細胞外ヌクレオチドは、イオンチャネ

ル型の P2X 受容体、並びに Gタンパク質共役

型の P2Y受容体などの多様なプリン作動性受

容体を介して生体反応を媒介するメディエ

ーターとして作用する。炎症巣では、組織よ

り大量の ATP や UDP 分子が放出されることか

ら、プリン作動性シグナルはそれら炎症病態



との関連性が指摘されている。近年、ATP に

よる肥満細胞の遊走亢進や UDPによる単球や

ミクログリアなどのサイトカイン産生や食

作用亢進作用が見つかり、その機能調節因子

としての役割が益々注目されている。しかし、

マクロファージ機能への影響は明らかにさ

れていない。 

(3) 炎症組織等においては細胞外ヌクレオ

チドとともにプロスタノイドのような種々

のケミカルメディエーターも放出され、相互

に影響し合い細胞障害の初期応答因子とし

て働くと考えられているが、それらの相互作

用については明らかでない。 

 

２．研究の目的 

(1) マクロファージを取り巻くプリン作動

性シグナル伝達の詳細を明らかにする。 

(2) 炎症病態におけるマクロファージ機能

制御に関わるプリン作動性シグナルの役割

について明らかにする。 

(3) 炎症病態においてプリン作動性シグナ

ルを介するマクロファージ細胞機能がどの

ように調節制御されるかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスマクロファージ由来 J774細胞株

におけるプリン受容体の発現を解析する。 

(2)  発現が確認されたプリン受容体につ

いて、サイトカイン産生能などのマクロファ

ージ機能への影響を評価する。 

(3) マクロファージにおけるプリン作動性

シグナルとケミカルメディエーターによる

シグナルとの相互作用について、細胞内情報

伝達経路を検討し、その分子メカニズムを解

析する。 

 

４．研究成果 

（1）マウスマクロファージ由来のJ774 細胞

株におけるプリン受容体の遺伝子発現を

real-time RT-PCRで解析した結果、イオンチ

ャネル型のP2X4とP2X7受容体、G蛋白共役型の

P2Y2とP2Y6受容体の発現が認められ、特にP2Y6
受容体の発現が顕著であることが明らかと

なった。また、これらのプリン受容体を介す

る細胞内Ca2+濃度([Ca2+]i)上昇作用を指標と

した場合、それらはいずれも機能的に発現し

ていると考えられた。 

一方、主要なケミカルメディエーターであ

るプロスタグランジンE2 (PGE2)は、J774 細胞

において単独では[Ca2+]iに影響せずに、前処

置しておくことによりATPによる P2Y2,P2X4
受容体を介する反応やUDPによるP2Y6受容体

を介する反応である[Ca2+]i上昇作用を抑制

した。しかし、BZ-ATP によるP2X7受容体を介

する反応はPGE2で抑制されなかった。したが

って、PGE2はイオンチャネル型P2X4受容体とG

蛋白共役型P2Y2およびP2Y6受容体の機能を共

に抑制することが示された（図 1）。 

 

 
図 1. プリン作動性シグナルに対するPGE2の

選択的抑制作用。 
Ca蛍光指示薬であるFura-2 をロードした細胞を、PGE2 

1μM存在下（破線）あるいは非存在下（実線）におい

てP2Y2,P2X4に作用するATP 10μM、P2Y6に作用するUDP 

10μMあるいはP2X7に作用するBz-ATP500μMで刺激し

た時の細胞内Ca2+濃度変化。 

 

（2）プリン受容体のマクロファージ機能へ

の影響としては、ATPあるいはUDPによる

[Ca2+]i上昇作用の程度がマクロファージ炎

症性蛋白質(MIP)-1αの遊離促進作用と関係

していることを明らかにした。この蛋白質は

炎症反応に関与するC-Cケモカインの一つで

ある。またPGE2は、MIP-1αの遊離を抑制した

が、それはプリン作動性シグナルによる

[Ca2+]i上昇に対する抑制プロファイルと一

致していた。すなわち、PGE2はP2X4、P2Y2およ

びP2Y6による[Ca
2+]i上昇ならびにMIP-1αの

放出を抑制したが、P2X7を介する反応は抑制

しなかった。図 2）。  

 
図 2. 細胞外ヌクレオチドによる MIP-1α 

の産生とPGE2による抑制 
      J774 細胞を 1 μM PGE2 の非存在下あるいは存在

下で、 ATP (10 μM)、UDP (10 μM)、あるいは Bz-ATP 

(500 μM) により 1 時間刺激した際の培養上清を

測定した。 

 



したがって、ATPやUDPをはじめとする細胞外

ヌクレオチドは、炎症を促進する作用がある

と考えられた。一方、炎症反応において主要

な働きを担うPGE2が、これらの細胞外ヌクレ

オチドの作用を受容体特異的に抑制し、抗炎

症作用をもたらす可能性が示唆された。この

受容体に対する抑制作用の差異はPGE2による

炎症性促進作用と抗炎症作用に関する報告

の差と関連するかもしれない。 

（3）次にプリン作動性シグナルとPGE2のクロ

ストークの詳細についてUDP/P2Y6受容体に対

するPGE2の抑制機構に焦点を絞り検討した。

まず、J774 細胞におけるPGE2受容体としては

EP2 およびEP4 受容体の発現が認められ、特

にEP2 受容体が豊富であった。ATPおよびUDP

による[Ca2+]i上昇に対する各種EP受容体選

択的アゴニストの抑制作用を検討した結果、

EP2 およびEP4 受容体の選択的アゴニストが

PGE2の作用を模倣した。また、EP4 受容体の

選択的アンタゴニストがPGE2の作用を減弱さ

せた。さらに、EP2 およびEP4 受容体の選択

的アゴニストは濃度依存的にcAMPレベルを

上昇させたが、その作用はEP2 選択的アゴニ

ストでより強力であった。以上、受容体発現

レベル、cAMP産生能などを勘案し、PGE2は主

にEP2 受容体を介して作用していることが示

唆され、既報よりGs蛋白質/cyclicAMP経路の

関与が示唆された。しかしながら、フォルス

コリン（FK）やジブチリルcAMP（dbcAMP）に

よるプロテインキナーゼA（PKA）シグナルの

活性化では、UDPによる[Ca2+]i上昇やPI代謝

回転の亢進が抑制されなかった（図 3、4）。 
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図 3. UDP による PI 代謝回転の亢進に対す

る FK および dbcAMP の作用 

 

また、UDPによる [Ca2+]i上昇に対するPGE2
の抑制作用は、PKA阻害剤であるH89 処理によ

っても減弱しなかった（図 4）。 
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図 4. UDPによる[Ca2+]i上昇に対する

cAMP/PKA経路修飾薬の影響 

 

さらに、PGE2によるUDP誘発PI代謝亢進の抑制

作用は、百日咳毒素処理によってGiタンパク

質を抑制しても影響を受けなかった。 

J774細胞においてPGE2は他のGq共役型受容

体を介する[Ca2+]i上昇も抑制したことから、

Gq-PLC-Ca2+シグナルに共通する経路を阻害

すると考えられた。また、PGE2はフッ化アル

ミニウムによる直接的なG蛋白質活性化によ

るホスファチジルイノシトール（PI）代謝の

亢進は抑制したが、カルシウムイオノフォア

による細胞外Ca2+の流入によるPI代謝亢進や

シクロピアゾン酸誘発Ca2+ストア作動性の細

胞外Ca2+流入は抑制しないことから、G蛋白質

とPLCとの相互作用を阻害している可能性が

考えられた（図 5）。 

 
図 5. フッ化アルミニウムあるはイオノ

マイシンによるPI代謝亢進に対する

PGE2の作用 
 J774 細胞を 1 μM PGE2の非存在下あるいは存在

下で、 フッ化アルミニウム（AlF-、30 mM）あ

るいはイオノマイシン（10 μM） により 10 分

間刺激した。 

 

PGE2は主にEP2 を介してアデニル酸シクラ

ーゼのType 7(AC7)を刺激してcAMP-PKAを活



性化すると考えられた。J774 細胞にはGqで活

性化されるPLCβとしては、PLC-β3 のみが発

現していた。PLC-β3 はPKAなどによりその

1105 番目のセリン残基がリン酸化されると

機能が抑制されることが報告されている。し

かし、PKA阻害薬処理やAC7 遺伝子ノックダウ

ンによりcAMP産生を阻害してもPGE2の抑制作

用は消失しなかった。また、cAMPのもう一つ

のエフェクター分子であるEpac（exchange 

protein directory activated by cAMP）に

特異的なアゴニストを用いた検討から、PGE2
の抑制作用にEpacが関与する可能性も否定

された。 

以上の結果からPGE2によるEP2 を介する

Gq-PLC-Ca2+シグナル制御機構にはAC-PKA以

外の因子が関与し、それはGq蛋白質とPLCと

の相互作用を阻害すると考えられた（図 6）。 
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図6. PGE2によるJ774細胞におけるP2Y6プ

リン作動性シグナルの抑制 

  

Gq-PLC シグナルは種々のホルモンや神経

伝達物質からの多くの情報が収束される経

路である。この抑制性調節機構の key となる

分子の特定にはさらなる検討が必要である

が、本研究成果は Gq-PLC シグナルの抑制を

標的にすることで、興奮性の生理機能応答を

背景とする血圧上昇、気管支狭窄、免疫細胞

のサイトカイン産生亢進、血栓形成などの

様々な病態に対して、受容体遮断薬よりも広

いスペクトルを持つ治療薬の創出につなが

るものと期待される。 
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