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研究成果の概要（和文）：　ホスホリパーゼCε（PLCε）は低分子量GTP 蛋白質Ras/Rap の標的タンパク質であ
る。好中球性の気道炎症におけるPLCεの役割を明らかにするため、PLCεのノックアウト（KO）マウスを用いて
LPS誘導性の急性肺障害マウスモデルを作成した。PLCεの野生型（WT）のマウスに比較してKOマウスでは肺胞腔
内への炎症細胞の浸潤や肺組織のCXCファミリーのケモカインのmRNAの発現が著名に低下していた。以上からPLC
εが上皮からのCXCケモカインの産生を介して好中球性の気道炎症に重要な役割を果たしていることが示唆され
た。PLCεはARDSの重要な分子標的となりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：   Phospholipase Cε (PLCε) is an effector of Ras and Rap small GTPases. 
The aim of this study is to examine whether PLCε is involved also in the pathogenesis of 
neutrophil-mediated airway inflammation. Acute lung injury (ALI) was experimentally induced by 
intratracheal administration of LPS in PLCε knock out (KO) mice. In contrast with PLCε wild type 
(WT) mice, the accumulation of inflammatory cells in the alveolar space were substantially reduced 
in PLC KO mice. Comparison of the cytokine mRNA levels of the total lungs by qRT-PCR of 
LPS-stimulated mice indicated that PLCε deficiency attenuated the LPS-induced expression of the CXC
 family chemokines. These results suggest that PLCε mediated induction of the CXC family chemokines
 by the structural cells plays an important role in neutrophil mediated airway inflammation and that
 PLCε could be a molecular target for the treatment of patients with ARDS.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： PLCε　ALI
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
急性肺障害（acute lung injury: ALI）/急

性 呼 吸 窮 迫 症 候 群 （ acute respiratory 
distress syndrome: ARDS）は肺炎や敗血症、
外傷、人工呼吸管理圧損傷などの高度の炎症
に伴って生じる呼吸不全の状態であり、その
本態は血管内皮、肺胞上皮を介した肺胞隔壁
の透過性が亢進することによって生じる非
心原性肺水腫である。ARDS の発生には、サ
イトカインによって過度に活性化した好中
球から放出される「活性酸素」や好中球エラ
スターゼを代表とする「プロテアーゼ」が重
要な役割を果たす。ARDS の死亡率は依然
40％を超えており、予後不良の症候群である
ことから、新たな治療法の開発が望まれる。 

PLCεは分子量 G 蛋白質 Ras と Rap1 に
より活性調節を受ける唯一のホスホリパー
ゼ C 分子種として、当施設の片岡徹教授の研
究室で発見された。PLCεは低分子量 GTP 
蛋白質 Ras/Rap の標的タンパク質として働
くリン脂質分解酵素で、基質であるホスファ
チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 4, 5-2 リ ン 酸
｛PI(4,5)P2｝を加水分解して、セカンドメッ
センジャーのジアシルグリセロール（DAG）
とイノシトール 3 リン酸（IP3）を産生し、
それぞれプロテインキナーゼ C（PKC）の活
性化や細胞内の貯蔵カルシウムの放出を介
して細胞増殖や分化に働いている（Methods 
Enxymol. 2006;407:99-107.）。PLCεのリパ
ーゼ活性を欠損させたノックアウト（KO）
マウスを使用したこれまでの研究により、ホ
ルボールエステルやハプテン誘導性の皮膚
炎が PLCεの欠損により抑制されることや
（Cancer Res. 2008;68:64-72 ）、PLCεを過
剰発現するトランスジェニック（TG）マウス
を使用した研究により、乾癬様の皮膚炎が誘
導されることが明らかにされてきた（Eur J 
Immunol. 2011; 41:202-213）。また、PLCε
は消化器系のがんや腎疾患との関連も報告
され、抗炎症薬、抗がん剤開発の重要な標的
分子として近年急速に注目を集めている分
子の一つであるが、呼吸器領域の炎症におけ
る役割は未だ多くのことが明らかにされて
いない。 
呼吸器領域において、申請者らがこれまで

に行ってきた研究から、PLCεは炎症応答の
場となる肺胞上皮細胞や気管の上皮細胞さ
らには線維芽細胞に発現していることを確
認した。また、オボアルブミン（OVA）を抗
原とする急性喘息モデルを作成し、PLCεの
KO マウスでは野生型（WT）マウスでみられ
る喘息応答がほぼ完全に抑制されること、ま
た、PLCεは Th2 細胞の活性化を介して気道
の炎症反応に重要な役割を果たしているこ
とを明らかにした。また、上皮・間葉系細胞
を Tumor necrosis factor α (TNF-α)で刺
激した後の Chemokine (C-C motif) ligand 2 
(Ccl2) やChemokine (C-X-C motif) ligand 2 
(Cxcl2) などの炎症性サイトカインの分泌に
PLCεが影響を与えることを明らかにした

（PLoS One. 2014;9:e108373）。以上の知見
から、PLCεは肺胞上皮の透過性低下に関与
しているサーファクタントの産生を行って
いる肺胞上皮細胞に強く発現しており、サー
ファクタントの産生に関与している可能性
や、更には気道炎症における TNF-αを介し
た応答に対して、気道上皮由来の炎症性サイ
トカイン分泌を制御している可能性を考え、
TNF-αや IL-6、IL-8 等が好中球の活性化を
誘導する ALI/ARDS の病態においても重要
な制御因子になっているのではないかとい
う着想に至った。 
また、ALI/ARDS の病態において、その重

症化に影響を与える事象として、肺傷害後の
治癒過程における肺の線維化形成が挙げら
れる。先行研究としてブレオマイシンを使用
して肺線維症マウスモデルを作成したとこ
ろ、線維化過程においても PLCεの KO マウ
スとWTマウスで表現型に差が見られる結果
が得られている。PLCεが ALI/ARDS の病
態にどのように関与しているかを明らかに
することで、PLCεが ALI/ARDS の新しい
治療ターゲットになり得るかを検討する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は PLCεの ALI/ARDS にお

ける役割を、PLCεの遺伝子改変マウスを用
いて明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 

PLCεの表現系に与える影響を、PLCεを
欠損させることで検討する。 
実験１） ARDS モデルマウスの作成 

PLεWT マウス、KO マウスに LPS
（Lipopolysaccharide）を 80mg/kg を腹腔内
投与あるいは経気道的に投与し、ARDS モデ
ルマウスを作成する。 
実験２） PLCε遺伝子改変マウスの ARDS
の表現型解析 
マウスの表現型解析として、具体的に以下

の項目について解析を行う。 
(1) 肺の湿乾重量比 
(2) 肺の病理組織 
(3) 気管支肺胞洗浄液（BALF）中の白血球

分画 
実験３）PLCεが肺胞上皮細胞に与える影響
を検討する（In vivo） 
  PLCεWT マウス、KO マウス各 ARDS モ
デルマウスを作成し、肺を摘出し、炎症性サ
イトカインの発現に遺伝子型による違いが
みられるかを解析する。 
実験４）PLCεが上皮細胞に与える影響を検
討する（In vitro） 
 各遺伝子改変マウスより上皮細胞を初代
培養する。上皮細胞から RNA を抽出し、
ARDS に関連する炎症性サイトカインの
qRT-PCR を行い、各群の比較をする。 
実験５）肺胞上皮内のシグナル解析 
 初代培養した肺胞上皮細胞を、LPS 500 
ng/ml で刺激して NF-κB シグナルを中心に



ウェスタンブロッティングで細胞内シグナ
ルの解析を行った。 
 
４．研究成果 

PLCεのWTマウスおよびKOマウスを使
用して、LPS 誘導性 ALI マウスモデルを作
成した。LPS 80mg/kg を経気道的に投与し他
後、24 時間後に肺組織を取り出し、湿乾重量
比を測定したところ、WT で見られた湿乾重
量比の増加は KOでは有意に抑制されていた
（図 1）。 

図 1. ALI マウスモデルの肺の湿乾重量比 
*：P<0.05、n=3-7 
 
 また、ALI マウスモデルの肺を LPS 投与
24 時間後にホルマリン固定し、パラフィン包
埋したのち病理切片を切り出してHE染色を
したところ、WT でみられる肺胞隔壁の肥厚
や炎症細胞の浸潤はKOでは著明に抑制され
ていた（図 2）。 

図 2. ALI マウスモデルの肺の HE 染色標本 
 
同様に LPS 投与 24 時間後に行った気管支

肺胞洗浄液（BALF）中の好中球の増加は
WT に比較して KO で著明に産生が抑制され
ていた（図 3）。以上から LPS 誘導性の ALI
の表現型は PLCεの KO で抑制されること
が明らかとなった。 
 
 
 
 

図 3. ALI マウスモデルの BALF 中の好中球
数 
*：P<0.05、n=6-9 

 
次に、マウスの LPS 誘導性 ALI モデルか

ら LPS 投与 24 時間後に肺を取り出し、
qRT-PCR で好中球の遊走、活性化に関与す
る炎症性サイトカインの発現を解析したと
ころ、WT に比較して KO では Cxcl1, 2, 5, 15
などの炎症性サイトカインの発現が抑制さ
れていた（図 4）。 

図 4. ALI マウスモデルの肺の炎症性サイト
カイン 
 
上記を in vitro で確認するために WT と

KO のマウスの肺から肺胞上皮細胞を単離、
初代培養し LPS500 ng/ml で刺激したところ、
これらのサイトカインは in vivo での実験と
同様に qRT-PCR で発現が抑制されていた
（図 5）。以上の事から、PLCεは CXC ケモ
カインの産生を介して、ARDS の病態に重要
な役割を果たしていることを明らかにした。 



図 5. 初代培養肺胞上皮細胞株を LPS で刺激
した際の炎症性サイトカインの産生 
*：P<0.05、**：P<0.01、n=6 
 
最後に PLCεがどのようなシグナル経路を

介して好中球性炎症に関わっているのかを
マウスの肺胞上皮細胞を LPS500 ng/ml で刺
激した後に蛋白を回収しウェスタンブロッ
ティングを行った。またケモカインの産生に
関わる時間経過を知るために LPS 刺激後 30
分、1 時間、2 時間、4 時間、8 時間、16 時
間で蛋白を回収した。P65（S536）NF-κB
のリン酸化は LPS の刺激により増加し、1 時
間、2 時間の比較的短時間の時相にて WT マ
ウスと比較して KOマウスでのリン酸化が抑
制された。同様に NF-κB の活性化を IKβα
（S32）のリン酸化で確認したが LPS 刺激に
より IKβα のリン酸化は増加するものの WT
と KO では大きな違いは認めなかった。また
p38MAPK のリン酸化は LPS 刺激によって
増強し、2 時間、8 時間、16 時間で WT と比
較して KO マウスでリン酸化が抑制された。
よって PLCεは NF-κB、p38MAPK シグナ
ルを介して CXC ケモカインの産生に関わっ
ていると考えられた。 

ALI/ARDS については、その詳細なシグナ
ル経路、上皮細胞と炎症細胞との相互作用な
どについては未だ明らかにはされておらず、
本研究によって初めて LPS 誘導性の好中球
性炎症における PLCεの役割が明らかとな
った。PLCεは有効な治療法がなく、極めて
死亡率の高い本疾患に対する、新しい治療タ
ーゲットになりうると期待される。 
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