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研究成果の概要（和文）：低分子量G蛋白質RasとRapの標的蛋白質であるホスホリパーゼCε(PLCε)による炎症促進の
分子機構と生体内意義を解析した。PLCεが腫瘍壊死因子(TNF)-α刺激に伴う転写因子NF-κBの細胞核移行の促進を介
して炎症性サイトカイン産生を誘導することを解明し、TNF-α刺激細胞で産生され自己分泌的に作用してPLCε活性化
を起こす内在性リガンド候補を見出した。また、PLCε依存的に活性化されサイトカイン産生促進に関与するプロテイ
ンキナーゼを同定した。さらに、ノックアウトマウスを用いた解析により、腸炎誘発性の大腸腺腫の形成とその悪性化
及び気管支喘息の発症へのPLCεの関与を証明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular mechanisms underlying the augmentation of inflammati
on by phospholipase Cepsilon (PLCepsilon), an effector of the small GTPases Ras and Rap, as well as its fu
nction in whole animals. We found that PLCepsilon plays a role in induction of the proinflammatory cytokin
e expression by facilitating the nuclear translocation of the transcription factor NF-kappaB upon stimulat
ion of cells with tumor necrosis factor (TNF)-alpha. A candidate of the endogenous ligand was identified t
hat is secreted from TNF-alpha-stimulated cells and induces the PLCepsilon-dependent cytokine expression i
n an autocrine manner. Moreover, we identified a protein kinase which is activated in a PLCepsilon-depende
nt manner and presumably involved in the induction of the cytokine expression. Furthermore, from the studi
es using PLCepsilon knockout mice, we clarified the crucial roles of PLCepsilon in the colitis-induced int
estinal carcinogenesis and the pathogenesis of bronchial asthma. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

細胞内情報伝達
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 慢性炎症は、がんをはじめ動脈硬化など
様々な疾患の病態に重要な役割を持つとの
実験的証拠が数多く得られている。例えば、
がんでは、腫瘍周囲に生じた慢性炎症に伴っ
て増加する腫瘍壊死因子-α (TNF-α) など
の炎症性サイトカインが、腫瘍細胞内での転
写因子 NF-κB の活性化などを引き起こし、
これが、腫瘍細胞の生存の維持、増殖優位性
の獲得や悪性化促進に関与すると考えられ
ている。炎症反応の開始と維持では、マクロ
ファージ、リンパ球、顆粒球などいわゆる免
疫細胞だけでなく、上皮細胞や間質に存在す
る線維芽細胞に代表される非免疫細胞との
相互作用が極めて重要である。研究開始当初、
炎症局所に存在する非免疫細胞の機能はほ
とんど解明されていなかった。 

 ホスホリパーゼ C (PLC) は、ホスファチジ
ルイノシトール 4,5-二リン酸 (PIP2) を加水
分解して細胞内セカンドメッセンジャーで
あるイノシトール 1,4,5-三リン酸 (IP3) とジ
アシルグリセロール (DAG) とを産生する酵
素である。PIP2は、細胞内 Ca2+ストアからの
Ca2+放出を誘発して細胞内 Ca2+イオン濃度を
上昇させ、DAG は、プロテインキナーゼ C 

(PKC) や RasGRP など DAG 結合ドメインを
持つ蛋白質に結合して活性を制御する重要
な役割を有している。これまでの研究から、
哺乳類では 6 クラス (β、γ、δ、ε、η、
ζ) に分類される 13 分子種にのぼる PLC が
存在する。これらの中で PLCεは、他のクラ
ス PLC とは異なり、低分子量 G 蛋白質であ
る Ras と Rap1 によって活性制御を受け、さ
らに Rap1 の活性化を引き起こすグアニンヌ
クレオチド交換因子 (GEF) 活性を有すると
いう特徴を持つ。 

 我々の研究により、PLCεは、表皮角化細
胞や真皮線維芽細胞などの非免疫細胞に発
現しているが、顆粒球、マクロファージ、リ
ンパ球などの免疫細胞には発現していない
ことが分かった。また、PLC 活性を喪失させ
た PLCε遺伝子のホモ接合体マウス（ノック
アウトマウス）を作製して様々な解析を行っ
たところ、このマウスは、7,12-ジメチルベン
ズアントラセン (DMBA、H-ras 遺伝子を活性
化する突然変異を誘発する変異原物質) によ
るイニシエーションとホルボールエステル
12-O-テトラデカノイルホルボール-13-アセ
テート(TPA) によるプロモーションを用い
た二段階皮膚化学発がんモデルにおいて、腫
瘍形成とその悪性化が著しく抑制されてい
ることを発見した。詳細な解析の結果、PLC

εノックアウトマウスでは TPA 塗布により
惹起される皮膚炎症（発がんプロモーション
に関与）が野生型 (WT) マウスと比べて著し
く低下していることが分かった。さらに、PLC

εノックアウトマウスから調製した初代培
養真皮線維芽細胞を用いた解析から、TPA刺
激⇒PKC と Rap1 の GEF である RasGRP3 の
活性化⇒Rap1 活性化を経て PLCεが活性化

され、炎症性サイトカインの発現を誘導する
ことが示唆された。同様に、ApcMin 腸腺腫
形成モデルでも、PLCεノックアウトマウス
が腫瘍形成とその悪性化の著明な低下を示
すとともに、それが腫瘍周囲の炎症の低下と
良い相関を示すことがわかった。 

 PLCεの炎症への関与は、腫瘍形成に関わ
る炎症だけではなく、広く炎症応答一般に関
わっている。例えば、アレルギー性接触性皮
膚炎モデルでは、PLCεノックアウトマウス
の炎症反応は著明に減弱していた。これは、
接触性皮膚炎の惹起期における TNF-α等の
T 細胞由来サイトカイン刺激による皮膚非免
疫細胞からの PLCε依存性の IL-1α、Cxcl2

や Ccl20 等の炎症性サイトカインの産生低下
によるものであった。また初代培養皮膚細胞
を用いた解析から、T 細胞由来サイトカイン
は PLCεを直接活性化するのではなく、刺激
により産生された可溶性因子がオートクラ
インに PLCεの活性化に繋がるシグナル伝
達系の活性化を引き起こしていることが強
く示唆された。 

 

２．研究の目的 

 以上に示したように、ノックアウトマウス
の解析から、PLCεは、炎症反応の惹起とそ
れを介して発がんに対して普遍的な促進機
能を有すること、ならびに、上皮細胞や線維
芽細胞などの非免疫細胞における炎症性サ
イトカイン産生に重要な働きを有すること
が分かったが、PLCεによる炎症性サイトカ
イン産生制御の分子機構は不明であった。本
研究の目的は、PLCεを活性化する内在性リ
ガンドの同定とその下流での PLCεの活性
化機構、ならびに、PLCεから炎症性サイト
カイン遺伝子の発現誘導に至るシグナル伝
達経路の解析を通じて、炎症と発がんに関わ
る PLCεを介する新規シグナル伝達経路の
全容を解明することである。さらに、PLCε
を介するシグナル伝達経路の炎症と発がん
における機能の普遍性を、種々の動物モデル
系を用いてより広範に検証する。本研究の成
果は、新原理に基づく抗炎症薬や発がん予防
薬の開発に資すると考えられる。 

 

３．研究の方法 

炎症と発がんプロモーションに関わる PLC

εを介する新規シグナル伝達経路の解明を
目的として、図１に示す作業仮説に基づき、
以下の方法で研究を進めた。 

(1) 非免疫細胞における PLCεによる炎症性
サイトカイン mRNA発現誘導機構の解析：①
PLCε依存的に発現するサイトカイン mRNA

とそれを引き起こす T細胞由来サイトカイン
の探索：内在性 PLCε発現細胞株であるヒト
表皮角化細胞由来 PHK16-0B、ヒト胎児腎由
来HEK-293及びヒト結腸がん由来Caco2にお
いて、PLCε特異的 siRNAの導入による RNA

干渉法を用いて PLCεの発現を抑制（ノック
ダウン）した。siRNA 導入細胞を、T 細胞由



来サイトカインである TNF-α等で刺激後、
各種サイトカイン mRNA レベルを逆転写 

(RT)-ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) 法又は定
量 RT-PCR (qRT-PCR) 法で定量した。PLCε
ノックダウンによりサイトカイン刺激依存
性の発現誘導が阻害されるサイトカインを
同定した。②PLCε依存的に発現誘導される
サイトカイン遺伝子の転写制御領域の解
析：①で同定されたサイトカイン遺伝子の 5’

側の転写制御領域 DNA 断片 (プロモーター
領域) をクローン化し、様々な転写因子認識
配列の欠失変異体を作製し、ルシフェラー
ゼ・レポーター・プラスミドに挿入した。そ
れらを PHK16-0B にトランスフェクトし、
TNF-α刺激による PLCε依存的な転写活性
化に必要な領域を同定した。 

(2) PLCεによる炎症性サイトカイン発現制
御に関わる細胞内シグナル伝達系の解析： 

Caco2 と PHK16-0B を用いて、以下の解析を
行った。①種々のシグナル伝達蛋白質の阻害
剤や siRNAの効果の解析：(1)の①で同定され
た炎症性サイトカインの PLCε依存的発現
誘導への関与が示唆される転写因子の活性
化に関わるシグナル伝達蛋白質に対する阻
害剤や siRNAの効果を調べた。②PLCεノッ
クダウンの細胞内シグナル伝達系活性化へ
の影響：上記実験で関与が示唆されたシグナ
ル伝達経路の活性化に対する PLCεノック
ダウンの影響をウエスタンブロット法や蛍
光免疫染色法により解析した。③PLCε過剰
発現系を用いた細胞内シグナル伝達経路の
解析：野生型 PLCεや各機能ドメインを欠失
させた変異体 PLCεならびに他の PLC 分子
種を HEK-293 で過剰発現させ、シグナル伝達
分子活性化への影響を調べた。 

(3) PLCε活性化を引き起こす内在性リガン
ドの同定：TNF-α刺激により非免疫細胞から
産生されることが報告されている種々のリ
ガンド分子の関与を調べた。Caco2 細胞を候
補リガンド分子の受容体に対するアンタゴ
ニストで前処理してから TNF-αで刺激した。
サイトカイン mRNA の発現誘導と (2) で同
定された PLCε下流のシグナル伝達経路へ
のアンタゴニストの効果を解析することで、
内在性リガンドの同定を試みた。 

(4) 動物 (マウス) モデルを用いた PLCεを
介するシグナル伝達経路の炎症と発がんに
おける機能の普遍性の解析：①ApcMin 腸管
腺腫モデルでの炎症誘発性大腸腺腫形成へ
の PLCεの関与：PLCεノックアウトマウス
との交配により異なる PLCε遺伝子型を持
つ ApcMin マウスを作製した。これらにデキ
ストラン硫酸ナトリウム (DSS) 飲水による
大腸炎を誘発させ大腸腺腫形成を調べた。②
卵白アルブミン (OVA) 気管支喘息モデルを
用いたアレルギー性炎症への PLCεの関
与：PLCεノックアウトマウスと PLCεWT

マウスを OVA に感作させた後、OVA を含む
エアロゾルを吸入させ喘息症状を誘導した。
気管支の炎症を含む喘息症状への PLCεノ
ックアウトの影響を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 非免疫細胞における PLCεによる炎症性
サイトカイン mRNA発現誘導機構の解析：①
PHK16-0Bでの siRNAによる PLCεノックダ
ウンにより、TNF-α刺激によるサイトカイン
CCL2 の発現誘導が抑制された (図２上)。同
様に Caco2 細胞でも、TNF-α刺激などによる

サイトカイン X の
発現誘導が PLCε
ノックダウンによ
り抑制された  (図
2 下)。②PHK16-0B

細胞における TNF-

α 刺 激 に よ る
CCL2 mRNA 発現
誘導が NF-κB の
活性化に関わる
IKK の阻害剤で抑
制された (図３)。
そこで、ヒト CCL2

遺伝子の推定され
るプロモーター領
域  (転写開始点の
上流 4 kb) を、NF-

κB 結合領域を含
むように PCRによ
りクローン化し、
ルシフェラーゼ・
レポーターを作製

した。HEK-293 細胞を用いたルシフェラー
ゼ・アッセイの結果、
TNF-α刺激によりル
シフェラーゼ活性が
誘導されることと、
その活性誘導が PLC

εのノックダウンで
抑制されることを明
らかにした (図４上)。
この結果は、4-kb 領
域内に PLCε応答性
配列が含まれること
が強く示唆するもの
である。また、推定

図 1 PLCεによる炎症性サイトカイン産生の

制御モデル 

 

図 2 炎症性サイトカイ

ンによるサイトカインの

発現誘導のPLCε依存性。

（上）は PHK16-0B 細胞

での、（下）は Caco2細胞

の結果を示す。 

図 3 TNF-αによる

CCL2 mRNA発現誘導

への IKK阻害剤の効果 



される NF-κB 結合配列部位を除去すると
TNF-α刺激によるルシフェラーゼ活性の誘

導が減弱したことから、CCL2 遺伝子活性化
に NF-κB が必須であることが証明された 

(図４下)。 

(2) PLCεによる炎症性サイトカイン遺伝子
発現制御に関わる細胞内シグナル伝達系の
解析：①PHK19-0B細胞での siRNAトランス

フェクション実験の結
果、TNF-α刺激による
CCL2 mRNA 発現誘導
に、PLCεを活性化する
ことが知られている三
量体 G 蛋白質αサブユ
ニットである Gα12 の

関与が示唆された  (図
５)。次に、Caco2 細胞
で PLCε依存的に発現
するサイトカイン X の
発現制御に関わる PLC

εの下流のシグナル系を検討した。その結果、
IKK 阻害剤に加えて PLC の標的である PKC

に対する阻害剤の前処理が TNF-α刺激によ
るサイトカイン X の発現を抑制することが
分かった  (図
６)。また、PLC

ε⇒PKC 経路
の下流にある
ことが示唆さ
れているキナ
ーゼ Y に対す
る阻害剤前処
理も、同様に
サイトカイン
X の発現誘導
を強く抑制した。以上の結果から、Caco2 細
胞では IKK⇒NF-κB 経路と PLCε⇒PKC⇒
キナーゼ Y 経路が TNF-α刺激によるサイト
カイン発現に関与する可能性が示唆された。
②サイトカイン遺伝子活性化に重要な IKK⇒
NF-κB 経路に着目して、解析した。Caco2

細胞でのTNF-α刺激によるNF-κBの核移行
への PLCεノックダウンの効果を検討した。
刺激開始後９０分で免疫染色により観察し
たところ、PLCεがノックダウンされた細胞

では NF-κB の核移行が低下していた (図７)。
このことから、
PLCεが NF-κB

の活性化に関与
する可能性が示
唆された。③
HEK-293 細胞に
おける PLCγ、
δ、β及び野生
型の PLC εと
PLC 活性欠損変異
体 PLCεの過剰発
現実験から、PLC

活性を持つPLCεだけがキナーゼYのリン酸
化 (活性化) を強く誘導することが分かった。
そこで、ヒト PLCεの各ドメインのうち、GEF

ドメインまた
は Y ドメイン
の一部を欠損
している変異
体  (これらは
in vitro で PLC

活性を示す)、
X ドメインま
たは RA ドメ
インを欠損し

ている変異体 (これら 2 つの変異体は in vitro

で PLC 活性が検出されない) を HEK-293 細
胞に過剰発現させたところ、GEF ドメインま
たは Yドメイン欠損体は in vitro での PLC 活
性があるにもかかわらず、キナーゼ Y のリン
酸化誘導能が低下していることが分かった 

(図８)。このことから、PLCε⇒PKC⇒キナー
ゼ Y 経路の活性化に GEF ドメインと Y ドメ
インが PLC 活性とは別の重要な役割を担っ
ていることが示唆された。 

(3) PLCε活性化を引き起こす内在性リガン
ドの同定：TNF-α刺激により上皮系細胞が分
泌することが
知られている
リガンド Z に
ついて、検討
した。リガン
ド Z に対する

G 蛋白質共役
受容体アンタ
ゴ ニ ス ト で
Caco2 を前処
理すると、TNF-α刺激によるサイトカイン X

の発現誘導が消失した (図９)。リガンド Zを
培地に添加すると弱いながらもサイトカイ

ン Xの発
現を誘導
した。ま
た、リガ

ンド Z は
Caco2 細
胞におい

てキナーゼ Yのリン酸化を誘導したが、PLC

εのノックダウンはこれを阻害した  (図１

図 4 CCL2-ルシフェラーゼ・アッセイによる PLC

ε依存的（上）、NF-κB 依存的（下）プロモーター

活性化の証明 

 

図 5 PHK16-0B 細

胞でのCCL2発現誘

導への Gα12 ノッ

クダウンの効果 

図 6 Caco2 細胞での「サイト

カイン X」の発現誘導へのキナ

ーゼ阻害剤の影響 

図 7 Caco2 細胞での TNF-α

刺激による NF-κB 核移行へ

の PLCεの関与 

図 8 「キナーゼ Y」リン酸化への

PLCε機能ドメイン要求性 

図 9 「リガンド Z」受容体アン

タゴニストによる「サイトカイ

ン X」発現の抑制 

図 10 「リガンド Z」刺激による「キナ

ーゼ Y」リン酸化への PLCεの関与 



０)。以上の結果から、リガンド Zが図１に示
される「内在性リガンド」の有力な候補であ
ることが示唆された。 

(4) 動 物 

(マウス) モ
デルを用い
た PLCεを
介するシグ
ナル伝達経
路の炎症と
発がんにお
ける機能の普
遍性の解析：
① ApcMin マ
ウスとの交配
で得られた異
なる PLCε遺
伝子型を持つ

マウスでの大腸腺腫誘導実験を行い、得られ
た標本中の腫瘍数とその悪性度を解析した。
その結果、PLCεWT 背景では悪性腫瘍を含
む多数の腫瘍が形成されたが、PLCεノック
アウト背景では悪性腫瘍は観察されず、また
腫瘍総数も減少していた (図１１)。DSS 自由
飲水による腸炎が PLCεノックアウト背景
で低下していた事を考えると、これら腫瘍数
の低下と悪性進展の阻害は、腸管の炎症の低
下を介したものを考えられた。②PLCεWT

マウスと PLCεノックアウトマウスを用い

て喘息モデルを作製したところ、PLCεノッ
クアウトマウスでは気道過敏性 (図１２左) 

の低下や気管支肺胞洗浄液中の炎症細胞数 

(図１２右)やサイトカイン濃度の低下などが
確認され、喘息症状への PLCεの関与が示さ
れた。さらに気管上皮における炎症性サイト
カイン産生が PLCεノックアウトマウスで
低下していた。以上のことは、PLCεが呼吸
器系の炎症においても重要な機能を持つこ
とを証明した。 
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