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研究成果の概要（和文）： 

 

CXCL14の役割を理解するために、CXCL14受容体の同定を試みた。THP-1細胞株を用いて候
補GPCRのノックダウン実験とcDNA rescue実験を行った結果、CXCL14がCXCR4に高親和性で結
合すること、そしてオーファンGPCR（仮称GPR14）がCXCL14のシグナル伝達に必須であるこ
とを見出した。CXCL14はCXCL12の細胞誘引活性を交叉阻害した。GPR14の発現は粘膜系組織
で強く、CXCL14の発現場所とほぼ一致していた。GPR14と相互作用する成分がCXCL14による
摂食行動調節と密接に関連しているものと推察される。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 

In order to understand the role of CXCL14, I attempted to identify CXCL14 receptor molecules. As a 

result of GPCR knockdown experiments and cDNA rescue experiments using THP-1 cell line, I found 

that CXCL14 binds to CXCR4 with high affinity, and that another orphan GPCR (GPR14) was 

indispensable for the CXCL14-mediated signal transduction. CXCL14 cross-inhibited the chemotactic 

activity of CXCL12. GPR14 was abundantly expressed in mucosal tissues along with CXCL14. 

Therefore, GPR14-interacting molecules could be involved in the feeding behavior control by CXCL14. 
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１．研究開始当初の背景 

CXCL14 は癌組織で発現消失する 77 ア
ミノ酸から成る CXC 型のケモカインとし
て、1999 年に遺伝子クローニングされた。
その後の研究により、CXCL14 は組織マク
ロファージ、未成熟樹状細胞、ナチュラル
キラー細胞を走化性移動させることが判
明した。しかし、CXCL14-KO マウスでは、

免疫系や炎症応答に顕著な異常は観察され
なかった。予想外なことに、CXCL14-KO マ
ウスは摂食量減少による低体重を示し
(Tanegashima et al. PLoS ONE, 2010)、肥満性２
型糖尿病を発症しにくくなっていた(Nara et 

al. J. Biol. Chem., 2007) 。CXCL14 の発現量は
肥満時の内臓脂肪で増加し、脂肪内慢性炎症
の元となるマクロファージ動員を促進して
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いた。さらに CXCL14 は、血糖値調節の主
要組織である骨格筋において、インスリン
による糖吸収を部分抑制した。したがって、
肥満個体においては、CXCL14 はマクロフ
ァージと骨格筋に働きかけてインスリン
抵抗性を惹起する悪玉因子として作用す
ると推察される。 

一方中枢では、CXCL14 は視床下部に発
現し、絶食時におこる食欲促進因子 NPY, 

AgRP の発現誘導に必要であった。
CXCL14-KO マウスは、新しい環境へ移動
したときの摂食行動開始が１日遅れ、雌
KO マウスは出産後の哺育を放棄した。こ
のように、CXCL14 はエネルギー摂取、環
境への適応、仔の認識といった哺乳類個体
の生存に必須な様々な機能に関わってい
るように思える。このようなケモカインは
他に例がなく、これらの生理的機能を「走
化性」という生物活性のみで統一的に理解
するのは困難である。 

 

２．研究の目的 

CXCL14 は、組織マクロファージの走化
性因子の一種である。しかし、他のケモカ
インの場合と異なり、CXCL14-KO マウス
は新しい環境での摂食行動に時間がかか
り、出産後の仔育てをしない。CXCL14 が
中枢神経系を介した行動制御に関与して
いるのは明白である。一方、これまで見過
ごされてきたが、CXCL14 の発現レベルは、
乳頭・小腸・外陰唇・陰茎・胃・気管・舌
といった末梢の粘膜性器官や組織で顕著
に高い。数あるケモカインの中で、CXCL14

だけが小腸や外生殖器などの粘膜組織で
多量に発現しているのには理由があるは
ずである。そこで、本研究では、「CXCL14

は、外から入り込んでくる行動刺激物質の
センサーとして働く」という仮説の基に、 

CXCL14-KO マウスと野生型マウスのプロ
テオーム・メタボローム比較、および生化
学的アプローチにより、CXCL14 と結合す
る物質を探索する。また、これまで未解明
であった CXCL14 受容体と細胞内シグナ
ル伝達機構の解明を試みる。CXCL14 と摂
食行動との関係を理解する手掛かりを得
ることを研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

動 物 実 験 に は 、 C57BL/6 系 の
CXCL14-KO マウス、同腹へテロマウス、
あるいは同一の飼育環境にて長期維持し
た野生型 C57BL/6 マウスを用いた。
CXCR4-KO マウスは長澤丘司博士（京都大
学）より、GPR14-KO マウスはウェルカム
トラストマウスバンクより、それぞれ入手
した。すべての動物実験は、所属研究機関
の動物倫理委員会、および遺伝子組換え生

物安全委員会にて承認されたプロトコール
に則って実施した。 

各種遺伝子 mRNA の発現レベルは、
Roche 社の LightCycler480 system を用いた 

Real time PCR により決定した。メタボロー
ム解析は外部へ受託した。 

CXCL14受容体とCXCL14シグナル伝達
系の解析には、ヒト単球系白血病細胞株
THP-1、ヒト単球系白血病由来細胞株 Jurkat、
マウス Pro-B 細胞株 BaF/3、そして各種 KO

マウス胎仔肝臓由来の未成熟樹状細胞様細
胞（Mac1 陽性細胞を IL-4/GM-CSF 存在下
で in vitro 分化誘導したもの）を用いた。
THP-1 細胞にレトロウイルスベクターを用
いて、候補 GPCR 遺伝子に対する siRNA、
あるいは cDNA 発現ベクターを導入した。
上記の細胞を、KURABO 社のケモタキセル
を用いた走化性試験、あるいは 125

I 標識
CXCL14（または 125

I 標識 CXCL12）を用い
た in vitro binding assay に供した。 

 
４．研究成果 

CXCL14を多量に発現している代表的な
組織として小腸・内蔵脂肪組織・脳を選び、
CXCL14-KO マウスと野生型マウスの各臓
器をそれぞれ有機溶媒で抽出した後、低分
子メタボローム解析に供した。その結果、
前者において不飽和脂肪酸分画の減少傾向
が認められた。 

次に、肝臓・脂肪組織から代謝中間体を
有機溶媒で抽出し、メタボローム解析に供
した結果、CXCL14-KO マウスでは肝臓の
Acetyl-CoA や Malonyl-CoA レベルが有意に
低下していることが判明した。CXCL14-KO

マウスの肝臓では絶食後のケトン体レベル
が２倍以上高かったことも、脂肪酸合成に
おける CXCL14 の重要性を示唆する。上記
の知見と合致して、CXCL14-KO マウスで
は脂肪代謝を制御する転写調節因子の
mRNA 発現レベルが顕著に低下していた。
現在、サンプルマウスの匹数を増やして、
本実験結果の再現性を確かめているところ
である。 

CXCL14 活性化物質の探索については、
CXCL14 を高発現するマウス臓器からのア
フィニティー精製を試みたが、成功には至
らなかった。それを達成するには、まず
CXCL14 受容体の分子コンポーネントを解
明することが優先事項と考え、残りの時間
を受容体の同定と性状分析に費やした。
CXCL14 はマクロファージ系細胞を誘引す
るケモカインであるが、ケモタクシス活性
は非常に弱い。我々は以前、抗 CXCL14 モ
ノクローナル抗体 MAB730（R&D system）
を CXCL14 と共存させるてアッセイすると、
THP-1 細胞に対する細胞誘引活性が 100 倍
以 上 高 ま る こ と を 見 出 し て い た



(Tanegashima et al, Exp. Cell Res., 2010)。こ
のケモタクシスアッセイ系に、候補
GPCR の siRNA ノックダウン実験と
cDNA rescue 実験とを組み合わせて、
CXCL14 受容体分子の探索を進めた結果、
CXCL14受容体には CXCR4とGPR14（オ
ーファン GPCR）という、２種類の GPCR

分子が必須の役割を果たしていることを
見出した。次に、125

I 標識 CXCL14 の
THP-1 細胞に対する特異的結合量を測定
した結果、125

I-CXCL14 に対する高親和性
結合は CXCR4 cDNA の過剰発現により
増加し、siRNA を介したノックダウンに
よって減少した（図１）。また、in vitro 

binding assay においても、CXCR4 は
125

I-CXCL14 と高親和性で結合した。
GPR14 については同様の 125

I-CXCL14 結
合活性は観察されなかったが、GPR14 は
細胞内プロセシングを受けるため、最終
結論を得るためにはさらなる生化学的解
析が必要である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

上記はヒト細胞を用いた実験の結果
で あ る が 、 CXCR4-KO あ る い は
GPR14-KO マウス胎仔肝から in vitro 分
化誘導した未成熟樹状細胞様細胞におい
て も 、 CXCL14 に 対 す る 走 化 性 と
CXCL14 刺激後の ERK のリン酸化（いず
れも MA730 抗体存在下）が有意に減弱
していた。GPR14 mRNA は、CXCL14 

mRNA と同様に、肺・子宮・味蕾などの
粘膜系組織に強く発現していた。また、
GPR14 mRNA は、CXCL14 反応性の
THP-1 細胞に高レベルで発現しており、
CXCL14 に反応しない Jurkat 細胞では検
出されなかった。 

以上の一連の実験結果から、機能的な
CXCL14 受容体には、CXCR4 と GPR14

の両者が使われていると結論した。
GPR14と相互作用する成分がCXCL14の
活性と密接に関連しているものと推測さ
れる。 

CXCR4 は、造血幹細胞や T 細胞の動

員、そして癌細胞の悪性増殖と転移にも関
与する重要なケモカイン CXCL12 の受容体
である。そこで、CXCL14 が CXCL12 の活
性に影響を与えるかどうかについて、次に
検討した。驚くべき事に、生理的な濃度の
CXCL14 は THP-1, Jurkat, BaF/3 細胞の
CXCL12 走化性を完全にブロックした（図
２）。活性阻害を示す濃度 (100 nM)の
CXCL14 は、125

I-CXCL12 の CXCR4 への結
合に影響を与えなかった。したがって、
CXCL14 による CXCL12 の活性阻害は、
CXCR4 上でのリガンド結合部位の競合で
はなく、アロステリックな構造変化による
ものと推察される。この予想と合致して、
CXCL14で刺激したTHP-1細胞上のCXCR4

は、20 分以内に細胞内に取り込まれ、これ
は CXCL12 刺激した場合とほぼ同様であっ
た。CXCL14 の単独刺激では ERK のリン酸
化はおこらないが、100 nM の CXCL14 は
CXCL12刺激によるERKのリン酸化を顕著
にブロックした。以上の一連の実験結果は、
CXCL14 が CXCL12 の natural inhibitor とし
て作用することを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CXCL12-CXCR4 シグナル伝達系は、
non-signaling受容体CXCR7によって微調節
されていることが知られている。一方、数
あるケモカインの中で、CXCL12とCXCL14

だけはアミノ酸配列が魚類からヒトまで広
く保存されている。したがって、CXCL14

は CXCL12-CXCR4 シグナル伝達系を fine 

tuning するもうひとつの重要な分子である
と推察される。また、CXCL14 自身のシグ
ナル伝達には CXCR4 と GPR14 の存在が必
要であるという実験事実を考え合わせると、
CXCL14 の示す多様な生理的機能は、
CXCL14 受容体の活性化と CXCL12 の活性
阻害の総和としてとらえていかなければな
らない。 
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