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研究成果の概要（和文）：コレラ毒素（CT）は粘膜系の免疫アジュバントであり、経口投与によりIgA産生誘導やTh2免
疫応答を誘導する。しかし、その作用機序は不明である。我々は、CTで刺激した細胞においてアルギナーゼ-1（ArgI）
の遺伝子発現が顕著に誘導されることを見出し、これをもとにCTの免疫アジュバント作用に関与する分子機序の解明を
試みた。まず、CTの新規機能分子を探索し、PKAを含む幾つかの機能分子候補を選別した。そして、PKAやArgIが、CTと
LPSによるIL-1β産生誘導に、転写後レベルで関与することが明らかとなった。今後もCTによる免疫アジュバント作用
の新規分子機構の解明を進める。

研究成果の概要（英文）：Cholera toxin (CT) is well known as a strong mucosal adjuvant, which can induce 
IgA production and Th2 responses. However, the molecular basis how CT works as an immune adjuvant remains 
unknown. We have previously found that arginase I (ArgI) gene expression was strongly induced in 
CT-stimulated cells. Based on this phenomenon, we tried to clarify an elucidation of molecular mechanism 
of CT-induced immune adjuvant effect. First, we have performed screening of novel signaling molecules, 
which was involved in CT-induced immune adjuvant effect. Then, we have identified several molecules 
including PKA. Furthermore, we have clarified that PKA and ArgI were involved in CT plus LPS-induced 
synergistic IL-1β production at the post-transcriptional levels. We plan to further clarify the 
molecular mechanisms of CT-induced immune adjuvant effect.

研究分野：医歯薬学

キーワード： コレラ毒素
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１．研究開始当初の背景 
 コレラ毒素（Cholera toxin:CT）は、コレ
ラ菌（Vibrio cholerae）の外毒素であり、1
個の A サブユニット（CTA）と 5 個の B サ
ブユニット（CTB）から構成されるタンパク
複合体である。CTAは ADP-リボシル化活性
を持ち、下痢を引き起こす。CTBは細胞表面
の糖鎖であるガングリオシド GM1 に結合し、
CTの細胞内侵入に関与する。CTは粘膜系の
免疫アジュバントとしても知られており、CT
の経口投与により IgA 産生や Th2 免疫応答
が誘導されることがわかっている。しかし、
CT による免疫アジュバント作用の分子機構
はほとんどわかっていない。今回、この CT
に着目し、CT で刺激した細胞においてアル
ギナーゼ−１（Arginase I:ArgI）の遺伝子発
現が顕著に誘導されることを見出した。ArgI
は、L-arginine（アルギニン）を分解して L
−ornithine（オルニチン）と尿素を生成する
酵素であり、IL-4 や IL-10 などの Th2 サイ
トカインにより遺伝子発現が誘導されるこ
とが知られている。しかし、CT の免疫アジ
ュバント作用におけるArgIの機能的意義や、
CTによるArgI遺伝子発現誘導の分子機構は
全くわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CTによる ArgI遺伝子発現誘
導を足がかりに、CT による免疫アジュバン
ト作用の新規分子機構の解明を目指す。まず、
CTによる ArgI誘導を指標に、CTのシグナ
ル伝達機構に関与する機能分子をスクリー
ニングできる実験系を確立し、新規シグナル
伝達分子を選別する。選別した新規シグナル
伝達分子については機能的意義を明らかに
する。これらの解析を進めて、CT の免疫ア
ジュバント作用の分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)CT の新規シグナル伝達分子の探索を行う。 
ArgI 遺伝子プロモーターで制御されるルシ
フェラーゼ遺伝子をマウスマクロファージ
細胞株 RAW264.7（以下 RAW細胞）に導入
すると、CT 刺激によりプロモーター活性が
増強された。この系を用いて、種々の機能分
子の関与を、siRNA や cDNA の導入、阻害
剤を用いて検討する。 
 
(2)CT の新規シグナル伝達分子の機能的意義
を明らかにする。CT 刺激により産生誘導さ
れるサイトカインについて、機能分子候補の

siRNAや阻害剤を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
(1) CTによる ArgIプロモーター活性化を指
標に、PKA（siRNA、cDNAおよび dominant 
negative form cDNA にて確認）,C/EBP
（siRNAにて確認）、脱スモ化酵素（siRNA、
cDNA にて確認）、Ets ファミリー転写因子
（siRNA、cDNAにて確認）を選別した。 
 
(2) CTで刺激した RAW細胞において、アル
ギニンが減少し、オルニチンが増加している
ことが明らかとなった（慶応大学福田真嗣先
生との共同研究）。このことは、CT刺激した
RAW細胞においてArgIを介したアルギニン
代謝経路が活性化していることを示唆して
いる。 
 また RAW細胞を CT単独で刺激しても炎
症性サイトカインの IL-1の産生は誘導され
ないが、LPS存在下では CT刺激により顕著
に IL-1産生が誘導された。IL-1の産生誘導
は、pro-IL-1の転写誘導、pro-IL-1から成
熟 IL-1へのプロセシング、成熟 IL-1の放
出という 3 つの段階により制御されている。
この LPS存在下におけるCTによる IL-1産
生誘導に、アルギニン代謝経路および ArgI
が関与するかどうか、siRNAや阻害剤を用い
て検討した。その結果、アルギニン代謝阻害
剤および siArgI 存在下において、LPS 存在
下における CT による IL-1産生誘導が阻害
された。このとき、pro-IL-1の転写誘導は正
常であった。このことからアルギニン代謝お
よび ArgIは、LPS存在下における CTによ
る IL-1産生誘導において、転写後レベルで
関与することが明らかとなった。 
 次に、PKAが CTによる ArgI遺伝子発現
誘導や、LPS存在下におけるCTによる IL-1
産生誘導に関与するかどうか、siRNAを用い
て検討した。PKAの siRNAで処理した RAW
細胞において、CTによる ArgI遺伝子発現誘
導の障害や、LPS存在下における CTによる
IL-1産生誘導の障害が認められた。このと
き、pro-IL-1の転写誘導は正常であった。以
上の結果から、CTは PKAを介して ArgIの
遺伝子発現を誘導し、活性化した ArgI を介
したアルギニン代謝経路が、LPS存在下にお
ける CT による IL-1産生誘導の転写後レベ
ルで関与していることが示唆された（図 1）。 
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http://www.wakayama-med.ac.jp/med/seita
i/ 
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