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研究成果の概要：ヒト抹消血単球細胞 THP-1 細胞由来マクロファージにおいて、IL-1β依存
的ケモカイン産生に対して PGE2の作用を検討した結果、IL-8, RANTES, MIP-1β,MCP-3の
産生が、PGE2添加により有意に抑制することが確認された。また、THP-1細胞におけるＥＰ
受容体の発現を確認した結果、EP1, 2, 3, 4は恒常的に発現していることが確認された。さら
に、EP2および EP4アンタゴニストを用いて IL-1依存的 IL-8産生における PGE2の作用を
検討した結果、EP4アンタゴニストは PGE２により抑制された IL-8産生を有意に増加させた
が、EP2アンタゴニストは影響を及ぼさなかった。 
今回の研究よりPGE2の抗炎症作用にはEP4受容体が関係していることが確認された。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯周治療系歯学 
キーワード： 
PGE2 ケモカイン 重度歯周炎  
１．研究開始当初の背景 
（１）歯周疾患におけるプロスタグランジンE2

（PGE2）の役割 

炎症歯肉組織中には健康な歯肉組織中と

比べてPGE2レベルが約20倍増加しているお
り、歯肉溝滲出液中(GCF)にもPGE2が検出さ
れ、そのレベルは歯肉組織中のPGE2レベル
と相関している。（ Goodson JM et.al. 
Prostaglandins 6, 81-85, 1971）また、GCF中の

PGE2レベルと付着歯肉のアタッチメントロ
スの関係や、近年ではGCF中のPGE2量と妊婦
羊水中のPGE2には正の相関関係が報告され、
（ Offenbacher S et.al. J Periodontol. 67 
1103-1113, 1996）歯周病と低体重児出産が社
会的に認知されてきた。 
（２）PGE2の炎症反応と抗炎症反応 

PGE2はアラキドン酸からシクロオキシゲ
ナーゼ(COX)を律速酵素として産生される



代表的な生理活性脂質で、古くから炎症性メ

ディエーターとして認識されてきた。事実、

炎症時に惹起される中枢性の発熱や局所で

の血管透過性の亢進には、PGE2が必須なこ
とがよく知られている。しかしながら好中球

やマクロファージは細菌感染時に大量の

PGE2を放出するが、PGE2はこれら炎症性細
胞でのサイトカイン産生を抑制することが

報告されている。 
（３）ＰＧＥ受容体の骨形成、抗炎症性作用 

PGE2受容体には4種類のサブタイプが存在
し、骨形成に関しては各EP受容体欠損マウス、
受容体アゴニストの研究からPGE2の骨形成
はEP4受容体を介すことが明らかとなった
（Yoshida K et.al. Proc Natl Acad Sci. 99, 
4580-4585. 2002）さらに、ＥＰ４受容体がマ
クロファージにおいて抗炎症活性を担うこ

とが受容体アゴニスト、アンタゴニストを用

いることで明らかとなった。（Takayama K 
et.al. J. Biol. Chem. 277, 44147-44154, 2002）各
EP受容体を特異的に刺激または阻害する医
薬品を開発し、臨床応用することができれば、

関節リウマチ、動脈硬化症などの炎症性疾患

の治療薬として期待される。一方、申請者は

歯周組織構成細胞の歯根膜細胞と骨芽細胞

においてEP2, EP4受容体が存在し、PGE2依存
的に各受容体が増加することとEP2、EP4受
容体がPGE2依存的な骨形成能（Smad1のリン
酸化）に重要であることを報告した。そこで

申請者は、歯周炎進行抑制のための薬物療法

の確立のために、EP受容体作用薬を用いて以
下の目標に取り組むことにした。 

２．研究の目的 
（１）PGE2によるケモカイン産生の抑制効果： 

ヒト末梢血由来のモノサイト・マクロファージ

（THP-1）細胞を用いてIL-1βが誘導する各種

ケモカインに対するPGE2の抑制作用を明らか

にする。 

（２）THP-1細胞におけるPGEレセプターの確

認： 

THP-1細胞表面に存在するEP1,2,3,４レセプタ

ーの存在をRT-PCR法にて確認する。 

（３）抗炎症ＥＰレセプターの検討： 

IL-1βが誘導するIL-8産生に対するPGE2の抑

制作用をEP2,EP4レセプターantagonistを用い

て検討する。 

３．研究の方法 
細胞培養：ヒト抹消血由来細胞 THP-1を５％
牛胎児血清を含む RPMI1640(Gibco)で 5％
CO2、95%air37℃条件下で培養し、10ng/ml
の phorbol myristate acetate(PMA)(Wako)
を 24 時間添加し、マクロファージに分化さ
せた。 

RT-PCR法：THP-1細胞は 6穴プレートに 1
×10６個/穴の割合で 10ng/mlのPMA添加し
播種した。培養 24 時間後、IL-1β(5ng/ml)
あるいはPGE2(10nM)を添加しさらに 6時間、
12 時間培養した。その後細胞を回収し全
RNAを抽出した。cDNAは全RNA(2.0mg)か
ら逆転写酵素 (SuperScriptTMII)とオリゴ
(dT)プライマー（Invitrogen）を用いて合成
したのち、遺伝子増幅を行った。 
使用した PCR プライマー配列は以下に示す
通りである。 
EP1:5’-ATCTGCTGGAGGCCAATGCTGGT
GT-3’(forward),5’-AGTCGTTGGGCCTCTG
GTTGTGCTT-3’(reverse) 
EP2:5’-CCTGGCCGTGCTGCCTGTCATCT
AT-3’(forward),5’-CCATGGAVACCCTTTCC
CTCTCCT-3’(reverse) 
EP3:5’-TTCGGGCTGACCATGACTGTTTT
CG-3’(forward),5’-GAGGCGAAGAAAAGG
TTGCCCCAGT-3’ (reverse) 
EP4:5’-TTTGCAGGCCATCCGAATTGCTT
CT-3’(forward),5’-CCTGCCTCCAAGGCCA
TTTTCACTGG-3’ (reverse) 
IL-8:5’-CGATGTCAGTGCATAAAGACA-3’ 
(forward),5’-TGAATTCTCAGCCCTCTTCA
AAAA-3’ (reverse) 
RANTES:5’-GAAGGTCTCCGCGGCAGCC
-3’(forward),5’-CTGGGCCCTTCAAGGAGC
GG-3’ (reverse) 
MCP-3:5’-AAAACAAGCCATGACTTGAGA
A-3’(forward),5’-ATTTGGGAGTCATACAT
ATGCA-3(reverse) 
ELISA 法：PGE2(10mM－1nM)あるいは
IL-1 β (5ng/ml) お よ び EP4 antagonist 
(H161982,10nM),EP2antagonist(AH6809,1
0nM)で 72時間培養後、培養上清中に分泌さ
れた IL-8, MCP-3 産生量を humanIL-8, 
human MCP-3 ELISA kit(R＆D Systems)を
用い、吸光度を 450nmにて測定した。 
４．研究成果 

THP-1由来マクロファージにおけるEPレセ

プター遺伝子発現の確認：THP-1 細胞に発現

しているEPレセプター1,2,3,4を確認するた

めに RT-PCR 法にて確認した結果、EP1,2,3,4

は恒常的に発現していることが確認された。

(Fig1) 



 
THP-1 細胞における EP レセプターmRNA 発現 

 

THP-1 由来マクロファージにおける

IL-8,RANTES, MCP3mRNA 発現に及ぼす IL-1β

および PGE2の影響：IL-8 および MCP-3mRNA 

発現は IL-1β刺激により 6,12 時間ともにコ

ントロールと比較して増加していることが

確認された。またこの発現は、IL-1βと PGE2

を同時添加することで、12時間後に抑制され

ることが確認された。一方で RANTES の mRNA

発現の変化は認められなかった。(Fig2) 

 
THP-1 細胞における IL-8,RANTES,MCP-3mRNA

発現 

 

THP-1 由来マクロファージにおける

IL-8,MCP-3 タンパクに及ぼす PGE2の影響： 

IL-8, MCP-3 のタンパク質発現を確認するた

め ELISA 法を行った。IL-1β刺激した THP1

培養上清中の IL-8,MCP-3 を確認したところ

IL-8,MCP-3 はコントロールと比較して有意

に増加していることが確認された。また増加

した IL-8,MCP-3 は PGE2（10nM,1nM）を同時

添加することで有意に抑制された。(Fig3A, 

3B) 

 
PGE2 各 濃 度 に お け る 培 養 上 清 中 の

IL-8,MCP-3 産生 

PGE2依存的IL-8産生抑制に対するEP4,EP2

の作用：PGE2(1nM)により抑制された IL-1β

依存的 IL-8 産生は EP4antagonisｔ(10nM)に

より回復した。しかし EP2antagonist は影響

を及ぼさなかった。(Fig4) 

 
IL-8産生におけるEP2,EP4antagonistの影響 

統計処理：実験結果は全て平均±S.D.で表示

し、統計解析は Student-Newman-Keuls 法を

用いた。 

考察 

PGE2 は 4 種 類 の PGE レ セ プ タ ー

EP1,EP2,EP3,EP4 と結合することが報告され

ている。EP1は細胞内Ca濃度上昇系に作用し、

EP2,4 はアデニル酸シクラーゼ促進系に作用

する。本研究において THP-1 細胞由来マクロ

ファージにおける EP レセプターを確認した

ところ、EP1,2,3,4 は恒常的に発現している

ことが確認された。特に EP2, EP4 の発現は

他のＥＰ発現より強いことが確認された。一

方で、健常者の抹消血由来マクロファージに

おいては EP4のみが発現しているとの報告も

ある。 

 IL-1βは THP-1 細胞において IL-8 産生を

増加することが報告されている。本研究にお

いても同様の結果が得られた。さらにヒト単



球、Ｔ細胞、好中球の走化性を示す MCP-3 に

ついて検討した結果、IL-1β依存的に増加す

ることが確認された。この作用は遺伝子レベ

ルでも同様に観察された。また、IL-1βで誘

導された IL-8,MCP-3 産生に対する PGE2の影

響を検討した結果、PGE2 の濃度が 10nM 以下

において有意に抑制することが確認された。 

一方で、近年自己免疫性炎症で重要なケモカ

インである RANTESについて検討してみたが、

遺伝子レベル、タンパク質レベルで影響は認

められなかった。 

 PGE2による IL-1β依存的 IL-8 産生抑制作

用を EP2,EP4antagonistを用いて検討した結

果、EP4 antagonist において PGE2 依存的抗

炎症性活性が抑制されることが確認された。 

興味深いことに、EP2 も発現が確認されてい

るが、EP2 の抗炎症性作用は弱いと考えられ

る。以上の結果から、PGE2の変わりに EP4 特

異的 agonist を用いれば、PGE2の抗炎症作用

のみを利用できると考えられる。 
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