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研究成果の概要（和文）：単球からマクロファージへの分化過程において、細胞内小胞輸送制御因子Syntaxinの
結合分子であるTaxilinの発現量が転写レベルでの調節により減少することを明らかにした。しかし、Taxilinを
発現抑制しても単球からマクロファージへの分化に大きな変化は見られなかった。一方、Taxilin発現抑制によ
りLipopolysaccharide刺激によるマクロファージでの炎症性メディエーター産生量の増加が抑制されることも判
明した。以上のことから、Taxilinが炎症性細胞の分化機構及び、炎症性メディエーター産生の制御の一端を担
う可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Taxilin family members were identified as binding partners of the syntaxin 
family, known to play a central role in intracellular vesicle trafficking.  Alpha- and 
gamma-taxilins favorably bind to syntaxin-4, known to be involved in inflammatory mediator release. 
 Recent reports demonstrate that taxilin may be involved in function of inflammatory cells.  Then, 
we examined whether taxilin is involved in release of inflammatory mediators.  The amounts of both 
alpha- and gamma-taxilin proteins were decreased during differentiation of monocyte into macrophage 
and the decrease in protein levels of these proteins was regulated at transcriptional level.  
Neither of alpha- or gamma-taxilin depletion caused any change in the processes of differentiation 
of monocyte into macrophage.  However, gamma-taxilin depletion attenuated lipopolysaccharide-induced
 production of inflammatory mediators in macrophage.  These results suggest that taxilin might be 
involved in production of inflammatory mediators.

研究分野：医歯薬学
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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 
 喘息や潰瘍性大腸炎などの炎症性疾患の
病因の一つとして、マクロファージやマスト
細胞などの炎症性細胞の細胞間ネットワー
クの破綻が挙げられる。この細胞間ネットワ
ークは炎症性メディエーターを介して形成
されており、この放出機構を解明することが
炎症性疾患の病態の解明に繋がる。現在、炎
症性メディエーターの放出には細胞内小胞
輸送が関与していると考えられている。しか
し、詳細な制御機構は、未だ不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 細胞内小胞輸送を制御しているSNARE系
の中心分子である Syntaxin ファミリーに属
する Syntaxin4 は、単球/マクロファージか
らの Tumor necrotic factor alphaの 放出に
関与していることが報告されている。一方、
所属研究室では、Syntaxin4の結合タンパク
質として alpha-Taxilin を世界に先駆けて発
見しており、alpha-Taxilinの塩基配列の一部
が、炎症性細胞において種々の刺激により発
現が亢進することが報告されている。また、
alpha-Taxilin のアイソフォームである
gamma-Taxilin の 塩 基 配 列 の 一 部 が
Lipopolysaccharide (LPS) 刺激により発現
上昇する分子として LPS-responding gene 
proteinの名で報告されている。 
以上のことから Taxilin が炎症性反応、特
に炎症性メディエーターの放出に関与して
いる可能性が高いと考えられる。そこで、本
研究では、炎症性反応との関わりが報告され
つつある小胞輸送関連分子である Taxilin に
焦点を絞り、炎症性メディエーター放出にお
ける Taxilin の役割を明らかにし、炎症性疾
患の病態と細胞内小胞輸送の関連性を解明
する。 
 
 
３．研究の方法 
 (1) Yeast two hybrid法を用いたTaxilin結
合分子の探索 
 pGBKT7-full length gamma-Taxilin を
Y2H酵母に形質転換し、cDNAライブラリー
を形質転換済みの Y187酵母と培養・接合し
た。接合した酵母を選択培地及びβ
-galactosidase 活性の有無によるスクリーニ
ングを行い、gamma-Taxilinと相互作用する
タンパクの塩基配列をシーケンスにて解析
した。 
 
 (2) 炎症性細胞への分化過程における
Taxilinの動態解析 
 THP-1細胞 (ヒト単球様細胞株) をホルボ
ールエステル (PMA) 入りの RPMI1640 培
地にて所定の時間培養した。細胞を wash後
にmRNAを抽出し、real time PCR法を用
いて細胞内mRNA量を測定した。 
 

 (3) 炎症性メディエーター産生量の測定 
 100 nM PMAで3日処置したTHP-1及び、
RAW264 細胞 (マウスマクロファージ細胞
株) を 1 µg/mlの LPSで刺激し、培養上清を
回収し、ELISAにて培地中のサイトカインレ
ベルを測定した。さらに、細胞から mRNA
を抽出し、real time PCR法を用いて細胞内
mRNA量を測定した。 
 
 (4) 炎症性細胞への分化過程における
Taxilinの機能解析 
 siRNA により alpha-Taxilin ならびに
gamma-Taxilin の発現を抑制したTHP-1細
胞を PMA 入りの RPMI1640 培地にて所定
の時間培養し、CD11b と CD14 を指標にし
て分化過程を検討した。 
 
 (5) 炎症性メディエーター産生における
Taxilinの機能解析 
 siRNA により alpha-Taxilin ならびに
gamma-Taxilin の発現を抑制したTHP-1細
胞由来マクロファージを1 µg/mlのLPSで刺
激し、培養上清を回収し、ELISAにて培地中
のサイトカインレベルを測定した。さらに、
細胞から mRNA を抽出し、real time PCR
法を用いて細胞内mRNA量を測定した。 
 
 
４．研究成果 

(1) Taxilinファミリーの発現確認 
本研究を遂行するにあたり、どの Taxilin
ファミリーが発現しているのかを Western 
blottingにて観察した。分化前の THP-1細胞
及びRAW264細胞でTaxilinファミリーのう
ち、alpha-Taxilinと gamma-Taxilinが発現
していることが確認出来た。 

 
(2) マクロファージ分化過程における

Taxilinの動態解析 
THP-1細胞はPMAを処置することでマク
ロファージ細胞へと分化することが報告さ
れている。そこで、未分化、分化 1 日目、2
日目、3日目の THP-1細胞からmRNAを抽
出し real time PCRを実施し、分化過程にお
ける Taxilin ファミリーの挙動を解析した。
マクロファージ細胞の分化マーカーである
CD11bと CD14のmRNA量は、経時的に上
昇 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 一 方 、
alpha-Taxilin と gamma-Taxilin の mRNA
は経時的に減少する様子が観察された。 
続いて、Western blottingにてタンパク量
を観察したところ、mRNA 量と相関して
alpha-Taxilinと gamma-Taxilinの発現量は
経時的に減少することが判明した。 
これらの結果から Taxilin は単球からマク
ロファージへの分化過程で転写レベルの調
節により発現量が減少することが示唆され
た。 
 
 (3) THP-1分化過程における Taxilinの機



能解析 
 Taxilin の発現量が分化に応じて減少する
ことから、Taxilin の発現量を増減させるこ
とで分化過程に影響が出る可能性を考え、
Reverse Transfection法により Taxilinの発
現を抑制した THP-1細胞を 100 nM PMAで
所定の時間処置し、mRNA を抽出後 real 
time PCR にて mRNA 量を測定した。
alpha-Taxilinならびに gamma-Taxilinを発
現抑制しても、分化マーカーである CD11b
や CD14の mRNA発現量に影響を与えるこ
とはなく、control細胞と同程度の分化が生じ
ていることが確認された。これらの実験結果
から、Taxilin を発現抑制しても単球からマ
クロファージへの分化過程は影響を受けな
いことが判明した。一方、Taxilin を過剰発
現させた THP-1 細胞での分化過程の検討を
試みたが、THP-1細胞に高効率に遺伝子の導
入が出来ず、Taxilin の過剰発現時に分化に
影響が出るかは、今後の研究課題となってい
る。 
 
 (4) マクロファージ細胞をLPS刺激した際
の Taxilinの動態解析 
 マクロファージ細胞は toll like receptor 4
アゴニストである LPS により炎症性メディ
エーターを産生することが報告されている。
そこで、マクロファージ分化後の THP-1 細
胞を LPSで刺激し、Taxilinの動態解析を実
施した。LPS刺激により炎症性メディエータ
ーである Tumor necrosis factor-alpha、
Interleukin 1 beta や Interleukin 6 の
mRNA量が上昇することが確認された。また、
Taxilin ファミリーの中でも gamma-Taxilin
のmRNA量が LPS刺激により上昇すること
も確認された。更に、RAW264細胞において
も LPS刺激を行うことで gamma-Taxilinの
mRNA量とタンパク量の上昇が確認された。 
 これらの実験結果から、gamma-Taxilinは
マクロファージ細胞において炎症性反応に
関与している可能性が高まった。 
 
(5) Taxilin発現抑制細胞における LPS誘
発炎症性メディエーター産生量の検討 

LPS 刺激により gamma-Taxilin 量が上昇
することから、gamma-Taxilin発現抑制細胞
における炎症性メディエーター産生量を測
定した。gamma-Taxilin を発現抑制した
THP-1 細胞由来マクロファージでは LPS 刺
激による炎症性メディエーターの mRNA 量
が減弱し、同時に培地中に分泌される量も減
弱している様子が確認出来た。 
 
 (6) Yeast Two Hybrid 法による Taxilin結
合分子の同定 
 Taxilin は蛋白 -蛋白結合に関わる
coiled-coil 領域を持つ分子群として知られて
おり、これまでに幾つかの alpha-Taxilin 結
合分子群を見出している。しかし、炎症性細
胞間ネットワークに関する結合分子は見出

されていないため、新規 Taxilin 結合分子同
定を試み、複数の新規 gamma-Taxilin 結合
分子を見出した。今回同定した Taxilinファ
ミリー結合蛋白質には炎症性メディエータ
ーの産生・分泌に直接関わると思われる分
子は含まれていなかったが、細胞増殖・細
胞分化に関与する分子が含まれていたこと
から、Taxilinファミリーの機能解明に向け
た新たな展望が開けた。 
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