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研究成果の概要（和文）：cPLA2依存性マクロファージ殺菌能について，分子生物学的な手法に

よる解析を試みたが，各種 PLA2阻害剤を用いた検討，各種 PLA2発現プロフィール，アポトーシ

スに連動したマクロファージ殺菌能の増強についての成績は cPLA2 の重要性を示すものであっ

た。また，cPLA2の細胞内移行と活性化の様相を直接調べるためにマクロファージや CHO 細胞に

GFP 標識 cPLA2を発現させるための試みは，一定の成果を生みつつある。 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated macrophage (MΦ) antimicrobial activity against 
mycobacteria based on phospholipase A2 (PLA2 ) using molecular biological techniques. 
(1) Among PLA2 isotype inhibitors, cytosolic PLA2 (cPLA2) inhibitor mildly reduced M
Φ anti-mycobacteria activity. (2) MΦ expression of cPLA2 and secretoryPLA2-V mRNAs were 
up-regulated after infection with mycobacteria. (3) cPLA2 potentiated M Φ
anti-mycobacteria activity coupled with apoptosis in the early stage. (4) GFP-tagged 
cPLA2 translocated to the membrane of MΦ or CHO cells. Overall, it can be concluded that 
the cPLA2-mediated antimicrobial mechanism contributes to MΦ’s bactericidal and 
bacteriostatic function against mycobacterial pathogens but such cPLA2-dependent 
mechanism does not play a central role in the MΦ antimycobacterial function. 
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１． 研究開始当初の背景 

マクロファージの殺菌エフェクターにつ
いては，活性酸化窒素 (RNI) や活性酸素 
(ROI) などが知られているが，結核菌や
Mycobacterium avium complex (MAC)などの
抗酸菌の殺菌には，実際にどのようなエフェ
クター分子が係わっているのかについては

不明な点が多い (冨岡：臨床免疫, 2001 (総
説))。例えば，結核菌に対するマクロファー
ジ殺菌エフェクターとしては，RNI の役割が
大きいとされているが，他方, MAC の殺菌に
は RNI の関与は部分的なものに過ぎないとさ
れており，何れの場合も ROI の積極的な関与
は否定的である。申請者の 2007 年までの検
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討により，抗酸菌の殺菌にはアラキドン酸の
果たす役割が大きいことが明らかにされて
きており，アラキドン酸は細胞内寄生菌に対
するマクロファージの新しいタイプの殺菌
エフェクターとして注目されている (冨
岡：臨床免疫, 2003(総説))。すなわち，(1) 
マクロファージの phagosome 内局在菌に対す
る ア ラ キ ド ン 酸 の 殺 菌 作 用 発 現 に は
phospholipase A2 (PLA2) ，特に細胞質 PLA2 

(cPLA2) が重要であること (J Leukoc Biol, 
1997; Clin Exp Immunol, 2000)，さらに，
(2)抗酸菌に感染したマクロファージでは，
実際に共焦点レーザー顕微鏡での観察で
cPLA2のphagosome膜へのtranslocationが認
められること，(3)またこうした反応は，ATP
による purinoceptor の刺激で細胞内 Ca2+濃
度を増加させることによって誘導されるこ
と，さらに，(4) 活性化マクロファージでは
cPLA2の mRNA 発現の増強がみられることなど
が明らかになってきていた（J Immunol, 
2005; 感染症学雑誌, 2004, 2007）。実際に
ATPのpurinoceptor刺激によりマクロファー
ジの抗酸菌殺菌能が増強されることが知ら
れているが，上述のような知見をベースに，
申請者は当時から，図１のようなモデルを提
唱している（冨岡 [総説]: 臨床免疫, 2003）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. ATP 刺激を介したＭΦの抗酸菌殺菌能
亢進のメカニズム 

 

 

２．研究の目的 

申請者のこれまでの一連の成績からする
に，マクロファージの抗酸菌に対する殺菌メ
カニズムには，cPLA2の働きにより膜のリン脂
質から生成されるアラキドン酸などの遊離
脂肪酸が重要な役割を演ずるものと考えら
れる。本研究では，こうしたこれまでの知見
をベースにして，実際に cPLA2 がどのような
メカニズムでマクロファージ殺菌能に関与
しているのかについての検討を試みた。細胞
内での cPLA2の活性化と translocation に係

る細胞内シグナル伝達系については，
Raf-MEK-MAPK pathway や Rac/p38 kinase 
cascade が知られているが (BBA, 2004; 
Biochem J，2005)，抗酸菌菌体成分による刺
激を受けた細胞ではどのようなシグナル伝
達系がかかわっているのかについては未解
明である。そこで本研究では，申請者のこれ
までの研究をさらに展開し，マクロファージ
内での殺菌メカニズムにおける cPLA2 の関わ
りについての分子生物学的な解析を進める
ための一連の検討を行うこととした。第一に，
マクロファージの抗酸菌に対する殺菌能は
arachidonyl  trifluoromethylketone
（a-TFMK）などの cPLA2 の阻害剤で抑制され
るが，こうした阻害剤の影響については，そ
れらの薬剤の作用の特異性を保証する目的
で，マクロファージに対する毒性を考慮した
実験条件での測定を行った。さらに，抗酸菌
感染マクロファージ内での各種 PLA2 の発現
レベルについても一連の検討を加えた。これ
らの検討により，マクロファージの細胞内で
の抗酸菌殺菌における cPLA2 の重要性を確定
することが可能である。次に，抗酸菌のマク
ロファージ内への取込み（感染）と抗酸菌菌
体成分によるマクロファージ機能の活性化
に係る補体レセプター3 (CR3)などの各種の
レ セ プ タ ー 分 子 と green fluorescence 
protein-fusion cPLA2 (GFP-cPLA2) とを発現
させた CHO 細胞を実験モデルにして，抗酸菌
感染マクロファージ細胞内での GFP-cPLA2 の
挙動特に，GFP-cPLA2がどのようにして細胞質
から phagosome 膜に translocate していくの
かについて調べる目的で，まずは CR3/ 
GFP-cPLA2発現 CHO 細胞株の樹立を試みた。こ
のモデル系を用いて, いろいろな変異を導
入した cPLA2 が抗酸菌感染マクロファージ内
でどのように細胞内 translocation と活性化
を起こすのかについて，さらには，マクロフ
ァージの種々の細胞表面レセプターからの
シグナル伝達系がどのような形で cPLA2 の活
性化と translocation のための pathway にク
ロストークしているのかに関して詳細に検
討することが可能になる。ところで，マクロ
ファージに結核菌の加熱死菌や非病原性抗
酸菌を感染させると，強いアポトーシスが誘
導され，そのアポトーシスに連動してマクロ
ファージ内での殺菌活性が増強することが
知られている。このアポトーシス連動のマク
ロファージ殺菌能については，cPLA2が重要な
役割を演じていると言う報告があるが，本研
究でも，ピコリン酸や ATP で誘導されるマク
ロファージアポトーシスとピコリン酸によ
る MAC に対するマクロファージ殺菌能の増強
作用との関係について検討を試みた。 
 

３．研究の方法 

(1) 各種 PLA2 阻害剤のマクロファージ殺菌



 

 

能ブロッキング作用の測定 
各種 PLA2阻害剤を供試して，それらのマク

ロファージに対する細胞毒性を調べ，細胞毒
性の認められない濃度でのマクロファージ
の結核菌殺菌能に対する阻害効果の用量依
存性について検討した。結核菌としては
H37Ra 株を供試した。 
(2) 結核菌感染マクロファージにおける各
種 PLA2の mRNA 発現レベルの測定 
 結核菌 H37Ra株を感染させて刺激したマク
ロファージを 3〜12 時間培養後，細胞から
total RNAを抽出し各種cPLA2のプライマーを
用いて RT-PCR 解析を型の如くに行った。 
(3) GFP-cPLA2発現マクロファージ・CHO 細胞
株の樹立 
 ① GFP-cPLA2 発現ベクターのマクロファー
ジ・CHO 細胞株への導入 
  THP-1 から調整した cDNA をテンプレート
として，PCR 法により hcPLA2 cDNA を増幅し
た。この時， hcPLA2 cDNA の 5’末端側には
EcoRI 制限酵素サイトが，3’末端側には SalI
制限酵素サイトが付加されるような primer
を用いた。得られたcPLA2 cDNAをpEGFP-N3 プ
ラスミドベクターのmulti cloning site 中
の EcoRI-SalI サイトに組み込み，cPLA2-EGFP
融合蛋白発現ベクターを作成した。この
cPLA2- EGFP 発現ベクターを RAW264.7 マクロ
ファージ細胞株および CHO-K1 細胞に，リポ
フ ェ ク シ ョ ン 法 （ Qiagen, superfect 
transfection reagent）により導入した。 
 ② CD14，FcR および CD18（2-integrin）
遺伝子の CHO-K1 細胞への導入 
   ヒト単球様細胞株 THP-1 から調整した
cDNA をテンプレートとして，PCR 法によりヒ
ト（h）CD14 cDNA，hFcR cDNA，hCD18 cDNA
を増幅した。このとき hCD14 cDNA では 5’末
端側に EcoRV 制限酵素サイトが，3’末端側
に EcoRI制限酵素サイトが付加されるような
primer を，また hFcR cDNA では 5’末端側に
NheI 制限酵素サイトが，3’末端側に BamHI
制限酵素サイトがそれぞれ付加されるよう
な primer を，さらに hCD18 cDNA では 5’末
端側に NheI 制限酵素サイトが，3’末端側に
StuI 制限酵素サイトが付加されるような
primer を用いた。この方法で得られた hCD14 
cDNA，hFcR cDNA，hCD18cDNA を pIRESneo2 プ
ラスミドベクターの multi cloning site 中
の各々EcoRV-EcoRI サイト，NheI- BamHI サ
イト，NheI-StuI サイトに組み込むことによ
り，hCD14，hFcR，hCD18 発現ベクターを作
成した。これらの遺伝子を組みこんだプラス
ミドベクターをリポフェクション法 CHO-K1
細胞に導入した。CHO 細胞でのこれら遺伝子
の発現については，抗 CD14，抗 FcR 抗体ま
たは抗 CD18 抗体を用いた間接蛍光抗体法で
染色した後，共焦点レーザー顕微鏡観察を行
った。 

(4) マクロファージのアポトーシスの測定 
  ① Annexin V 法：THP-1 マクロファージ（5 
x 105 細胞/ウェル) に MOI=20 で供試菌を 2
時間感染させた後，ピコリン酸添加あるいは
非添加の条件下で24時間培養後，細胞をFITC
標識 Annexin V でラベルし，flow cytometry
解析を行った。                  
② DNA laddering 法：上述と同様な条件で

供試菌を感染させ，ピコリン酸添加あるいは
非添加の条件下で 4 日間に亘って培養した
THP-1 マクロファージから常法により DNAを
抽出し，1.5% アガロース電気泳動にかけ，
DNA 断片化の有無とその程度を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 各種 PLA2 阻害剤のマクロファージ殺菌
能ブロッキング作用 
  各種 PLA2 阻害剤（manoalide，SPI525145
（sPLA2-IIA 阻害剤）；a-TFMK(cPLA2阻害剤)；
CPI525143 （ cPLA2 阻 害 剤 ） ；
12-episcalaradial（EPR：sPLA2-V 阻害剤）；
bromoenol lactone（BEL：iPLA2阻害剤））の
マクロファージに対する細胞毒性について
みたところ，50 mg/ml 濃度では，SP1525145
を除いて何れも強い毒性を示し，10 mg/ml 濃
度では，manoalide と EPR のみに強い細胞毒
性が認められた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
       図 2 
 
この結果を基に，細胞毒性のない上限の濃度
の各種 PLA2阻害剤を作用させた場合の，マク
ロファージの結核菌殺菌能に及ぼす影響に
ついてみたところ，a-TFMK のみがブロッキン
グ作用を示すことが分かった（図 3）。この結
果より，cPLA2阻害剤である a-TFMK は確かに
特異的な形でマクロファージ殺菌能に対す
るブロッキング作用を示すこと，すなわち，
cPLA2 はマクロファージの抗結核菌殺菌メカ
ニズムにおいて重要な役割を演じているこ
とが確かめられた。なお，cPLA2阻害剤であ



 

 

る CPI525143 ではこのような作用はみられな
いことから，マクロファージの抗結核菌殺菌
能を担っている cPLA2の isozyme はisozyme
以外のものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                  図 3 
 
(2) 結核菌感染マクロファージにおける各
種 PLA2の mRNA 発現レベル 
  RT-PCR 法により，結核菌（H37Ra 株）を感
染させたマクロファージにおける各種 PLA2

の mRNA 発現のプロフィールをみたところ，
cPLA2 mRNA のみが感染 12 時間で発現レベル
が高まることが分かった（図 4）。この成績は，
上述の各種 PLA2 阻害剤のブロッキング作用
についての成績と符合している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
              図４ 
 
(3) GFP-cPLA2発現マクロファージ・CHO 細胞
株の樹立の試み 

① GFP-cPLA2発現ベクターのマクロファー
ジ・CHO 細胞株への導入 
   RAW264.7 マクロファージ細胞に，野生型
cPLA2-EGFP 発現ベクター，あるいは S505A，
S515A ま た は S727A 変 異 を 導 入 し た
cPLA2-EGFP発現ベクターをリポフェクション

法により導入し，37℃で 2〜3 日間培養した
後に共焦点レーザー顕微鏡にて cPLA2-EGFP
発現の有無とその強度を観察した。その結果， 
野生型 cPLA2-EGFP および S505A cPLA2-EGFP
の RAW264.7 細胞における発現が観察された
が，色々と条件を変えて検討を行ったものの，
十分なレベルの発現を得ることは出来なか
った（図 5）。 
 
 
 
 
 
 

 
          図 5 
 
そこで，GFP タンパクの発現に適した CHO-K1
細胞を用いて，この細胞に野生型 cPLA2-EGFP
発現ベクターをリポフェクション法により
導入を試み，共焦点レーザー顕微鏡にて観察
を行ったところ，cPLA2-EGFP 発現ベクター導
入 CHO-K1 細胞において cPLA2-EGFP の発現が
確認された（図 6）。この細胞では，10 mM 
ionomycin 単独，または 10 mM ionomycin +1mM 
CaCl2 の刺激により，cPLA2-EGFP 蛋白の核膜
周辺への移行が観察された（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                  図 6 
 
 ② CD14，FcR および CD18 遺伝子の CHO-K1
細胞への導入 
  CHO-K1 細胞への抗酸菌の感染性を高める
目的で，CHO-K1 細胞の細胞膜に抗酸菌のマク
ロファージ内への internalization にレセプ
ターとして働くと考えられている CD14，FcR
および CD18を発現させるべく検討を行った。
CD14 または FcR 遺伝子を組みこんだプラス
ミドベクターを導入した CHO-K1 細胞での
CD14， FcR 蛋白の発現を，各々抗ヒト CD14 
抗体および抗ヒト FcR 抗体を用いた間接蛍
光抗体法で染色し共焦点レーザー顕微鏡に
て観察を行ったところ，図 7 に示す如く，こ
れらの蛋白の CHO-K1 細胞での発現が観察さ



 

 

れた。また，hCD18発現ベクターを導入 CHO-K1
細胞においても，抗ヒト CD18 抗体を用いた
イムノブロッティング法により hCD18の発現
が認められた（図 8）。現在，これらの蛋白を
発現させた CHO-K1 細胞に cPLA2-EGFP 発現プ
ラスミドベクターを導入し，発現させるため
の試みを進めており，このモデル系の確立を
待って，抗酸菌感染 CHO-K1 細胞内での
cPLA2-EGFPの細胞塊移行と活性化のプロフィ
ールを詳細に検討する予定である。 
 
 
 
 
 

 
         図 7 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 8 

(4) アポトーシスに連動したマクロファー
ジ殺菌能の増強 
① 早期アポトーシスの誘導 
THP-1 マクロファージに，MAC を感染させ

24 時間培養した場合，マクロファージの
Annexin V との反応性に変化はみられなかっ
た。他方，非感染マクロファージをピコリン
酸処理した場合には，Annexin V との反応性
の増強，すなわちマクロファージ細胞膜の
inner layer に 発 現 し て い る
phosphatidylserine の細胞膜の outer layer
（細胞表面）への表出という現象が起こるこ
とが明らかになった。なお，MAC 感染マクロ
ファージにピコリン酸処理を行った場合の
Annexin V 反応性の増強は，ピコリン酸処理
単独の場合と同程度であった。 
以上の結果より，THP-1 マクロファージを

ピコリン酸処理することにより，早期アポト
ーシスが誘導されることが明らかになった。 
② 中・後期アポトーシスの誘導 
THP-1 マクロファージを上記の条件下で 4

日間培養した場合のアポトーシスの有無を
DNA laddering 法で測定したところ，シクロ
ヘキシミドでアポトーシスを誘導したマク
ロファージでは，培養 6時間の時点で DNA の
ヌ ク レ オ ソ ー ム へ の 分 解 に よ る DNA 
laddering が認められたが，ピコリン酸処理
マクロファージや MAC感染マクロファージで
はそのような明確な DNA laddering は認めら
れなかった。従って，ピコリン酸で処理した

THP-1 マクロファージでは早期アポトーシス
の誘導は起こるものの，中・後期のアポトー
シスに特徴的な DNA 断片化のプロセスまでは
進行しないものと考えられる。 
③ マクロファージに効率的なアポトーシ

スを誘導する実験系の確立 
マクロファージに対するアポトーシス誘導

剤として，etoposide， ATP, TNF-, Fas 
ligand,-(trichloromethyl)-4-pyridineet
hanol (PETCM)および forskolin を用いて，
J774.1 マクロファージにアポトーシスが誘
導されるか否かについて検討したところ，マ
クロファージを etoposide 存在下で 48 時間 
培養することにより，アポトーシスが誘導さ
れることが分かったが（図 9），この場合，
etoposide 処理マクロファージにはアポトー
シスに連動した形での M.smegmatis 殺菌作用
が認められた（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                    図 9 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                図 10 

 
然しながら，同じ濃度の etoposide は

M.smegmatis そのものに対しても殺菌能を示
すので，上記の現象が真にマクロファージの
アポトーシスに連動した殺菌能を意味する
のか否かは不明である。なお，TNF-, Fas 
ligand, caspase-3 活性の増強を惹起してア
ポトーシスを誘導する PETCM，さらに細胞内
cAMP の増加を介してアポトーシスを誘導す
る forskolin を用いて，J774.1 マクロファー
ジにアポトーシスを誘導することが出来る
かどうかについて検討したが，いずれもその
ような作用を示さなかった。 
次に，これまで MAC を用いた実験では，ATP

による宿主マクロファージのアポトーシス
の誘導と細胞内 MAC に対するマクロファージ
殺菌能の増強作用との間の連動性を検証す
ることは困難であったが，図 11 に示すよう
に，zymosan A 誘導マウス腹腔マクロファー



 

 

ジを ATP存在化で一定時間培養することによ
り，アポトーシスの経時的な誘導に連動して，
マクロファージの M.smegmatis 殺菌能が増強
していくことが明らかになった。このモデル
実験系は，今後，アポトーシスに連動したマ
クロファージ殺菌能の増強と言う現象に
cPLA2 がどのような形で関与しているのかに
ついて検討を進める上で，非常に有用と考え
られる。 
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