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研究成果の概要（和文）：危険信号分子アラーミンとは、細菌感染や傷害等の生体の危険を速やかに伝達し自然免疫系
を活性化する生体内由来因子の総称である。本研究では、ATP刺激したマクロファージから細胞外に放出される蛋白質
を網羅的に解析（セクレトーム解析）し、同定された蛋白質の自然免疫系における役割を明らかにすることで、新しい
アラーミンを探索した。脳マクロファージ・ミクログリア細胞株を用いたセクレトーム解析から、640種類の蛋白質を
アラーミンとして機能する可能性のある候補分子とした。その中で、グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ
（GAPDH）について、その非典型的分泌機構や細胞外での自然免疫調節作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Alarmins are endogeneous molecules that act as danger signals to promote 
inflammation or innate immune response. Since they are mainly secreted from macrophage-related cells, we 
performed P2X7 receptor-secretome analysis using ATP-stimulated mouse microglial cells, known as brain 
macrophages, to search for novel alarmins. We have identified 640 different proteins as candidate 
molecules that may act as alarmins. Among them, we demonstrated the unconventional secretion pathway and 
innate immunomodulatory functions of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) in microglial 
cells. The findings suggest that GAPDH secreted from macrophages may act as a mediator of innate immune 
system.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
生体には細菌感染や傷害等の危険に速や

かに対処する防御機構（自然免疫）が備わっ
ている。この生体防御機構で重要な役割を持
つ細胞の１つがマクロファージである。マク
ロファージは危険を感知し活性化されると
サイトカイン等様々な生理活性物質を放出
し、自然免疫系を活性化して生体の恒常性維
持に寄与する。 

近年、通常細胞内で機能している分子が、
組織が傷害を受けた際などに細胞外に放出
され異物として認識されることにより、自然
免疫系の活性化に積極的に関与するシステ
ムが生体内に存在することが明らかにされ
ている。これら生体の危険を伝達する内因性
分子は危険信号分子（アラーミン）と総称さ
れ、マクロファージはその主要な放出細胞と
して知られる。 

現在までに、核蛋白質 High mobility group 
box 1 protein（HMGB1）、細胞内S100蛋白質、
細胞骨格蛋白質 F-アクチンあるいは ATP な
どがアラーミンとして報告されているが、未
同定のアラーミンも多く残されており、世界
中でその探索が進められている。新規アラー
ミンの同定は新しい自然免疫活性化機構の
解明につながると共に、それをターゲットと
した抗炎症薬等の開発にも重要な知見をも
たらすと期待される。 

アラーミンとして機能する蛋白質には、
細胞外への移行に必須なシグナル配列を持
たないものが多く、非典型的分泌経路の関与
が示唆されている。これに関して、マクロフ
ァージに多く発現するイオンチャネル型
ATP 受容体ファミリーの一つ P2X7 受容体
（P2X7R）は非典型的放出機構を活性化し、
炎症性サイトカイン・インターロイキン-1
（IL-1）や HMGB1 などシグナル配列を持
たない蛋白質の放出を誘導することが知ら
れている。つまり、P2X7R 活性化後にマク
ロファージから細胞外に放出される蛋白質
を同定し解析することで、新規アラーミンを
発見できる可能性が高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、マクロファージの P2X7R 活
性化によって細胞外に放出される細胞内由
来の蛋白質を網羅的に解析（セクレトーム解
析）し、同定された蛋白質の放出機構及び自
然免疫系における役割を明らかにすること
で、新しいアラーミンを同定することを目的
とする。 

また、P2X7R 活性化により細胞外へ積極
的に放出される細胞内蛋白質の１つとして
糖代謝酵素であるグリセルアルデヒド-3-リ
ン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）を見出し
たので、GAPDH がアラーミンとして機能す

るかについても検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス培養マクロファージ：不死化細

胞株として脳ミクログリア由来MG6細
胞、肝臓クッパー細胞由来 KUP5 細胞
を用いた。またマウス新生子脳より初
代培養ミクログリアを調製した。 

(2) 細胞培養上清のセクレトーム解析： リ
ポ多糖（LPS）処理した MG6 細胞を
P2X7R アゴニストである ATP（5 mM）
で 30 分間刺激した後、培養上清を回収
した。その培養上清からトリクロロ酢
酸沈殿で蛋白質を濃縮し、LC-MS/MS
を用いたショットガン解析（アプロサ
イエンス社）を行った。 

(3) GAPDH 放出機構の解析：24 ウエルプレ
ートに播種したマクロファージを刺激
し、培養上清に放出される GAPDH をウ
エスタンブロット法で検出した。この
際に、P2X7R アンタゴニストや細胞内
シグナル伝達阻害剤等を添加すること
で、GAPDH 放出における P2X7R 及び
下流シグナルの関与を調べた。 

(4) 細胞外小胞の分画：刺激後の細胞の培
養上清を 1,200g で 30 分間遠心し、その
上清をエキソソーム含有画分とした。
さらに 10,000g で１時間遠心して、沈殿
物 を マ イ ク ロ ベ シ ク ル （ 粒 径
100~1000nm）画分とした。上清をさら
にエキソソーム単離キット溶液（イン
ビトロジェン）で処理し、10,000g で１
時間遠心して、沈殿物をエキソソーム
（粒径 30~200nm）画分とした。最終的
に残った上清をエキソソーム除去画分
とした。 

(5) 敗血症モデルマウスの作製：マウス盲
腸を結紮・穿刺した腹膜炎モデルを作
製した。血清や腹腔液サンプルを経時
的に採取し、GAPDH の産生動態を検討
した。 

 
４．研究成果 
(1) MG6 細胞の培養条件を検討し、5 mM 

ATP で刺激した培養上清中にのみ、
SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
後の銀染色で蛋白質が検出される条件
を決めた。その ATP 刺激後の培養上清
から蛋白質を濃縮しセクレトーム解析
を行った結果、640 種類の蛋白質が同定
された。その中には、既にアラーミンと
して知られる HMGB1、S100 蛋白質、
F-アクチンも含まれていた。また、これ
までに細胞外への放出機構及び細胞外
での機能が知られていない細胞内蛋白
質も複数含まれていた。よって、これら



同定された蛋白質をアラーミンとして
機能する可能性のある候補分子として
検討を進めた。 

(2) 予備実験において申請者らは、ATP 刺激
で MG6 細胞から放出される細胞内蛋白
質として GAPDH を見出していた。この
知見はセクレトーム解析でも確認され
たことから、GAPDH の非典型的分泌機
構及び自然免疫応答調節作用について
検討した。MG6 細胞あるいは初代培養
ミクログリアからのGAPDH放出はLPS 
前処理によって顕著に促進された。また、
P2X7R 活性化に伴うカスパーゼ１の活
性化が GAPDH 放出に関与することが
示唆された。さらに、ATP 刺激で培養上
清中に放出されるエキソソームやマイ
クロベシクルに GAPDH の局在が確認
されたことから、GAPDH 放出にこれら
膜小胞が関与することが示唆された。同
様に、他のマクロファージ細胞株である
KUP5 細胞でも、ATP 刺激後の GAPDH
放出に膜小胞が関与することが示唆さ
れた（図１）。また、細胞外に添加した
ヒト赤血球由来 GAPDH 蛋白質には、
LPS による MG6 細胞の p38MAP キナー
ゼリン酸化を促進する効果があること
が示された。これらの結果から、ミクロ
グリア／マクロファージにおいて
ATP-P2X7R 経路が関与する GAPDH の
非典型的分泌機構の存在が示唆された。
また、放出された細胞外 GAPDH は自然
免疫系の調節に関与する可能性が推測
された。 

 
図１ ATP 刺激による LPS 処理 KUP5 細胞か
らの GAPDH の放出。培養上清から細胞外小
胞（マイクロベシクルとエキソソーム）を分
画した（A）。HSP70 はエキソソームマーカー
として用いた（A, B）。 
 

(3) 敗血症性腹膜炎モデルを作製し、in vivo
での GAPDH の動態について検討した。
その結果、マウス腹腔液中には定常的に
一定量の GAPDH が存在し、腹膜炎の誘
導に伴い GAPDH 量が減少する傾向に
あることが分かった（図２）。今後さら
に in vitro 及び in vivo での解析を進める
ことで、炎症応答における細胞外
GAPDH の役割の解明が期待される。 

 
図２ 腹膜炎モデルマウスの腹腔液（A）及
び血清中（B）の GAPDH の産生動態。盲腸
の結紮・穿刺処置後 24 時間及び 3 日後にサ
ンプルを採取した。血清中には、GAPDH は
検出されなかったが、細胞傷害マーカーであ
る LDH-A は検出された（B）。 
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