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研究成果の概要（和文）：マクロファージは免疫担当細胞として、炎症を背景とする様々な疾患に関与してい
る。本研究は、マクロファージ機能における進展刺激の影響を解析した。進展刺激負荷は細胞外にアデノシン三
リン酸（ATP）などのヌクレオチドを分泌させ、単球走化性促進因子（MCP-1）などのケモカインの産生を促進し
た。この応答にはヌクレオチド受容体のP2Y6が関与しており、細胞内ではリン酸化酵素ERKの活性化が寄与して
いることが示唆された。本研究成果から、マクロファージは心臓や肺あるいは腸などで進展刺激を感知すると活
性化されてさらに炎症応答を増強し、炎症病態の形成に関与する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Macrophages, immune cells, are involved in a variety of inflammatory 
diseases. This study analyzed the effects of mechanical stretch stimulus on macrophage function. 
Mechanical stretch loading on macrophages resulted in the secretion of extracellular nucleotides 
such as adenosine triphosphate (ATP) and increased gene expression levels of chemokines such as 
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in a P2Y6 receptor-dependent manner, which is one of the 
nucleotide receptors. In addition, the activation of protein kinases such as ERK and p38 was 
observed in the cells upon mechanical stress load. In particular, the activation of the ERK pathway 
was involved in the increased gene expression and protein production of MCP-1. These findings 
suggest that macrophages may be activated when they sense mechanical stress in the heart, lungs, or 
intestine, and may promote inflammatory responses and contribute to pathogenesis.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、我々の健康維持や疾患に物理的な力による調節が深く関わっていることが示唆されている。本研究では免
疫担当細胞の一つであるマクロファージに焦点を当て心臓や肺、腸などの組織で受容する機械的な刺激の影響を
検討した。マクロファージは、機械的刺激の負荷に応じて炎症性サイトカインや白血球遊走因子の発現を上昇さ
せ炎症応答を促進する可能性が明らかとなった。本研究成果は、マクロファージがダイナミックな機械的刺激を
受容する組織における病態、すなわち動脈硬化や肺や腸の炎症、心筋梗塞などのような病態の理解と新たな治療
戦略の提示につながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）虚血性心疾患や脳血管疾患による死亡率は全体の 30%を占め、この原因は共通して動脈硬
化による血管障害であると考えられている。動脈硬化症の発症・進展の基盤病態として近年、全
身の軽度の炎症反応が重要であると認識されるようになってきた。炎症反応に関わる免疫細胞
のうち、マクロファージはその食作用により殺菌、抗体の産生のための抗原提示を行うなど、重
要な恒常性維持機構の一角を担っている。一方、マクロファージ機能の異常は慢性的な炎症の原
因となり動脈硬化の進展はもとより、耐糖能異常、腫瘍の形成・転移など多くの病気に関わって
いる。したがって、マクロファージの機能を制御することは、これらの疾患治療とともにホメオ
スタシスの維持に非常に重要である。 
（２）炎症巣では、侵害刺激により各種ケミカルメディエーターが遊離するとともに組織より大
量のアデノシン三リン酸（ATP）分子が放出される。ATP や UTP をはじめとする細胞外ヌクレオ
チドは多様なプリン受容体を介して様々な生理応答を引き起こすと考えられている。我々は、機
械刺激などにより組織から遊離する ATP や UDP などのプリン化合物がマクロファージの応答性
を制御するという仮説を立て研究を進めてきた。これまでに、マクロファージに高発現する P2Y6
受容体は細胞外 UDP を特異的に認識し活性化して炎症応答を促進すること、細胞内リン脂質構
成の変化が P2Y6受容体のシグナル伝達に大きく影響すること、主要な炎症性メディエーターで
あるプロスタグランジン E2と P2Y6受容体が相互作用することでマクロファージ機能を調節して
いることを明らかにしている。さらに、ヒト P2Y6受容体の機能を選択的に阻害あるいは活性化
する低分子化合物を複数見出している。P2Y6受容体は、UDP をリガンドとする単なる Gq 蛋白質
共役受容体というだけでなく、細胞のストレッチ（進展刺激）による活性化や他の受容体とのダ
イマー形成によるシグナル調節を担う興味深い性質を示す。 
（３）近年、免疫細胞の機械的刺激感知が自然免疫応答に重要な役割を果たすことが示された。
マクロファージは免疫担当細胞として気管支や肺胞、消化管などにも広く分布し、肺の伸展や腸
の蠕動運動および外界の浸透圧変化によって機械的な刺激を常に受容しているが、その機能に
対する影響は明らかにされていない。一方、細胞外ヌクレオチドは機械的刺激の他、シェアスト
レスや炎症を伴う病巣において遊離されることが示唆されているが、その役割は受容体遺伝子
ノックアウト動物や薬理学的阻害剤を用いて間接的に証明されている事が多く、遊離した細胞
外ヌクレオチドを検出して病態生理学的な関連性を直接証明している報告は少ない。ATP はルシ
フェリンによる発光法で高感度に測定することが可能であるが、ウリジンヌクレオチド系化合
物の測定は紫外検出が主であり、感度が低いことが原因として挙げられる。 
 
 
２．研究の目的 
近年、我々の健康維持や疾患に物理的な力による調節が深く関わっていることが示唆されて
いる。本研究では、マクロファージに機械的進展刺激を負荷した際の機能変化をサイトカインや
ケモカインの産生について検討する。同時に、細胞外ヌクレオチドの挙動変化を検討すると共に、
機械刺激が P2Y6受容体を介してマクロファージの機能制御に関与する可能性を検討する。これ
らの取り組みにより、機械的刺激の観点からマクロファージ機能制御の機構を明らかにし、今後
益々増加するであろう虚血性脳・心疾患などの血管病に対して、病因の解明ならびに新しい予
防・治療の道を切り開く治療戦略の基盤を提示する。 
 
 
３．研究の方法 
マクロファージ細胞機能に対する機械的進展刺激の影響を検討した。マクロファージ細胞株
である J774.2 細胞や RAW264.7 細胞をシリコンチャンバーに播種し機械的進展や浸透圧変化に
よる刺激を負荷した。機械的刺激負荷により培養上清中に遊離する細胞外ヌクレオチドの検出
は、ATP はルシフェリン-ルシフェラーゼアッセイにより、ADP や UTP、UDP はバイオアッセイ系
を用いて検出した。バイオアッセイは細胞外ヌクレオチドに特異的に応答する各種 P2Y 受容体
を発現させたグリア細胞株を構築し、それらを用いて細胞内 Ca2+濃度変化をモニターすることで
行った。また進展刺激に対するマクロファージ機能の主な変化はサイトカインやケモカインの
産生を指標に RT-PCR や ELISA 法により評価した。機械的刺激による機能変化に対する責任受容
体やシグナル伝達機構について薬理学的に検討するとともに、siRNA を用いた受容体ノックダウ
ン実験や、ウエスタンブロッティングによる細胞内リン酸化酵素の活性変動の検出を含めて解
析した。 
 
 



４．研究成果 
本研究では、マクロファージの伸展刺激に対するサイトカインやケモカインを含む炎症関連
因子の遺伝子発現やタンパク質分泌、またそれらに対する細胞外ヌクレオチドシグナルの影響
を P2Y6受容体を中心に解析した。 
（１）培養マクロファージである RAW264.7（RAW 細胞）や J774.2 細胞をシリコンチャンバーに
播種して伸展刺激（10～20%進展を 60 回/分）すると刺激強度依存的に 5～10 分をピークとして
ATP が培養上清に検出された（図１A,B）。同上清中における ADP や UDP の検出するため ADP の
P2Y1受容体あるいは UDP の P2Y6受容体を発現する細胞を用いたバイオアッセイ（Ca2+アッセイ）
を試みた結果、ADP の放出も確認されたが、UDP は検出できなかった（図１C）。マウスの腹腔よ
り採取したマクロファージにおいても進展刺激により細胞外 ATP の増加が確認された。また、
RAW 細胞を低張液に暴露する浸透圧刺激によっても細胞外 ATP の増加が確認された。 

 

C 

 
 
 

 
 
 
（２）伸展刺激を負荷した RAW 細胞では、IL-1βや TNF-α、単球走化性因子（MCP-1）、COX-2 な
どの遺伝子発現レベルおよび MCP-1 の分泌が上昇した。そこで、伸展刺激によって細胞外に分泌
されたヌクレオチドが作用しているのではないかと考え、MCP-1 に着目してその遺伝子発現およ
びタンパク質産生亢進における細胞外ヌクレオチド受容体の関与を検討した。RAW 細胞には細胞
外ヌクレオチドを認識する受容体として、イオンチャネル型の P2X4 および P2X7、G タンパク質
共役型の P2Y2、P2Y6、P2Y13が発現している。RAW 細胞を ATP、ADP、UTP および UDP で直接刺激し
たところ、MCP-1 の遺伝子発現は UTP と UDP 刺激により亢進したが、ATP や ADP 刺激では変化が
認められなかった。また、P2 受容体非選択的阻害薬である RB2 あるいは本研究室で見出した新
規 P2Y6受容体阻害薬である TIM-38 は、UDP 直接刺激による RAW 細胞の MCP-1 の遺伝子発現上昇
を抑制した。したがって UDP 刺激による MCP-1 の遺伝子発現には P2Y6受容体が関与していると
考えられた。さらに、これらの阻害剤は進展刺激による MCP-1 遺伝子発現や分泌も抑制した。P2
受容体阻害薬は競合阻害であり、細胞外ヌクレオチドが受容体に結合するのを阻害する。したが
って、RAW 細胞の進展刺激による MCP-1 産生増加には、伸展刺激によって細胞外に分泌されたヌ
クレオチドがオートクライン的に P2Y6受容体に作用する機構が関与する可能性が示唆された。 
 
（３）伸展刺激により増加した細胞外ヌクレオチドがオートクラインにより作用している可能
性をヌクレオチド分解酵素である Apyrase を用いて検証した。Apyrase 存在下で RAW 細胞を UDP
で刺激すると UDP 刺激による MCP-1 の発現は有意に抑制された。一方、興味深いことに Apyrase
存在下で RAW 細胞を伸展刺激した場合、
細胞外ヌクレオチドが分解されているに
も関わらず、MCP-1の遺伝子発現の上昇は
抑制されなかった（図２）。これについて
は 2 つの可能性が考えられた。一つは、
Apyrase は伸展刺激によって分泌された
細胞膜表面の UDP を分解しきれずリガン
ド依存的な P2Y6受容体の活性化が起こっ
た可能性である。もう一つは、P2Y6受容
体は分泌された UDP に依存せず、伸展刺
激を直接感知して活性化された可能性で
ある。さらに、stretch-activated channels を阻害することが知られているガドリニウム Ga3+

処理により、進展刺激による ATP 放出は抑制され、IL-1βや COX-2 などの遺伝子発現上昇は抑制
されたが、MCP-1 の遺伝子発現上昇は抑制されなかった。なお、ギャップ結合/ヘミチャネル阻
害剤の Carbenoxolone では、伸展刺激による細胞外への ATP 放出は抑制されず、MCP-1 をはじめ
とする遺伝子発現上昇に対しても抑制は認められなかった。 

図 1. 進展刺激負荷による細胞外ヌクレオチドの放出 

図 2. 進展刺激負荷（CS）による細胞外 ATP の増加
（A）と MCP-1 遺伝子発現上昇（B）に対する
Apyrase（Apy）の影響 



次にマクロファージに高発現する P2Y6受容体を siRNA でノックダウンし、進展刺激あるいは UDP
直接刺激による MCP-1 の遺伝子発現変化に対する影響を検討した。P2Y6受容体のノックダウン
により進展刺激および UDP 直接刺
激による MCP-1 の発現レベルの上
昇は有意に低下し、MCP-1 の分泌も
有意に低下した（図３A）。なお、P2Y6
受容体をノックダウンしても ATP
の分泌量に影響がないことを確認
している。したがって、進展刺激に
よる MCP-1 の発現上昇には P2Y6受
容体が関与することが示された。
これらのことから、伸展刺激によ
る IL-1βや COX-2 などの遺伝子発
現上昇には、増加した細胞外ヌクレ
オチドがオートクライン的に影響
するが、MCP-1 の遺伝子発現は、他の炎症性サイトカインなどと異なり、細胞外ヌクレオチドの
刺激に依存せずに P2Y6受容体が活性化することで上昇する可能性が考えられた。P2Y6受容体が
進展刺激によってリガンド非依存的に活性化される現象は心筋細胞でも確認されており、大変
興味深い性質である。また、伸展刺激を直接感知するメカニカルセンサーとして報告されている
PIEZO1 受容体についても解析した。RAW 細胞を伸展刺激すると 5～10 分がピークに ATP が分泌
され、IL-1βや MCP-1 などの遺伝子発現が上昇したが、その応答は PIEZO1 受容体のノックダウ
ンにより有意に抑制された（図３B）。なお、PIEZO1 受容体ノックダウンによる ATP 放出への影
響はなかった。マクロファージの機械的進展刺激の受容には、P2Y6受容体や PIEZO1 受容体が関
与することが示された。 
 
 
（４）進展刺激による細胞内シグナルの変化について検討し
た。RAW 細胞を伸展すると 5～10 分をピークに細胞内リン酸化
酵素である MAP キナーゼファミリーの ERK、p38 が活性化され
ることが明らかとなった。また、ERK の上流因子である MEK に
対する阻害薬の U0126 は、UDP 刺激による RAW 細胞の TNF-α、
MCP-1、COX-2 の発現上昇を有意に抑制し、MCP-1 の分泌も低下
させた。さらに、U0126 は RAW 細胞の伸展刺激によって上昇す
る MCP-1 の遺伝子発現および分泌を有意に低下させた（図４）。
これらのことから RAW 細胞の UDP 刺激あるいは伸展刺激によ
って上昇する MCP-1 の遺伝子発現および分泌には ERK 経路が
関与していると考えられた。 
本研究では、マクロファージが伸展刺激により細胞外にヌ
クレオチドを放出し、オートクライン的に細胞外ヌクレオチ
ド受容体、特に P2Y6受容体を介して MCP-1 などのケモカイン
を産生し、さらに単球の組織への遊走を促進させる可能性が示唆された。また、P2Y6受容体はリ
ガンド非依存的に機械的伸展刺激を感知し活性化される可能性が示唆された。MCP-1 などのケモ
カイン産生には、細胞内シグナルとして MAP キナーゼの ERK 経路が関与していることも示唆さ
れた。以上により、免疫細胞であるマクロファージが機械的刺激を感知して自然免疫応答に重要
な役割を果たすことが示された。このような制御機構は、マクロファージが肺や心臓、消化管な
どで伸展による機械的な刺激を受容することでその機能を調節しうることを意味している。実
際に、リポ多糖（LPS）を経気道投与した肺炎モデルマウスでは、気管支肺胞洗浄液中で UDP 濃
度が上昇し、肺組織では MCP-1 や炎症性サイトカインの発現上昇が認められた。このモデルに対
して P2Y6受容体阻害薬の投与は、MCP-1 や炎症性サイトカインの発現上昇を抑制することを確
認している。今後、この制御機構を in vivo でさらに詳細に検討することで、ダイナミックな物
理刺激を生じる組織、臓器において、病態形成の解明ならびに新しい予防・治療の道を切り開く
治療戦略につながると期待される。 
 

図 3. 進展刺激負荷（CS）による MCP-1 遺伝子発現上昇に対
する P2Y6受容体（A）あるいは PIEZO1受容体（B）ノッ
クダウンの影響 

図４. 進展刺激負荷（CS）による
MCP-1 産生上昇に対する
MEK阻害剤の影響 
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