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研究成果の概要（和文）：敗血症におけるPGI合成酵素 (PGIS) の機能について解析するため、PGIS遺伝子欠損 
(KO) マウスを用いてLPS誘導敗血症モデルを作成した。PGIS KOマウスでは野生型 (WT) マウスと比較し、下痢
などのLPSによる全身症状が増悪し、生存率も有意に低下していた。定量的PCRにて腹腔細胞中の炎症性サイトカ
インの遺伝子発現量を解析した結果、PGISの欠損によりTNF-aやIL-6の有意な増加がみられた。PGIS KOマウスに
PGI2受容体 (IP) 選択的刺激薬であるselexipagの投与を行ったところ、LPSによる症状は大幅に緩和され致死率
にも改善がみられた。

研究成果の概要（英文）：Prostacyclin (PGI2) is a bioactive lipid produced by PGI synthase (PGIS) and
 is known to play important roles in inflammatory reactions as well as cardiovascular regulation. 
However, little is known about the roles of PGIS and PGI2 in systemic inflammatory responses such as
 septic shock. To analyze the role of PGIS in systemic inflammation, lipopolysaccharide (LPS) was 
administrated to wild type (WT) or PGIS knockout (KO) mice. Intraperitoneal injection of LPS induced
 diarrhea, shivering and hypothermia. These symptoms were more severe in PGIS KO mice than in WT 
mice. The expression of Tnf and Il6 genes was notably increased in PGIS KO mice. In contrast, over 
95% of WT mice survived 72 h after the administration of LPS, whereas all of the PGIS KO mice had 
succumbed by that time. The mortality rate of LPS-administrated PGIS KO mice was improved by 
selexipag, a selective PGI2 receptor (IP) agonist, administration.

研究分野：脂質生化学

キーワード： プロスタサイクリン　プロスタグランジン最終合成酵素　リポ多糖　敗血症　セレキシパグ　マクロフ
ァージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで当研究室では、PGI合成酵素 (PGIS) により産生されるPGI2が炎症反応の促進に関与することを報告し
てきた。本研究により、これまでの報告と異なり、PGISの炎症反応における抑制的な役割を見出すことに成功し
た。本研究で疾患モデルとした敗血症は、感染症に対する全身反応により致命的な臓器障害が引き起こされる病
態である。敗血症の死亡率は、過去20年間で抗生物質や多臓器支持療法などにより徐々に減少したが、現在でも
世界における死亡率の約20％を占めるとみられており、治療薬の開発が求められている。本研究により、PGI2受
容体選択的刺激薬が、敗血症に対する創薬ターゲットとなりえる事が確認された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
プロスタサイクリン（PGI2）合成酵素（PGIS）は、ア
ラキドン酸からシクロオキシゲナーゼ (COX) の作用
により生じたプロスタグランジン（PG）H2を、生理活
性脂質 PGI2に生合成する酵素である。PGIS は血管内
皮細胞などの血管系細胞に高発現し、心循環器系の恒常
性維持において重要な役割を果たすことが知られてい
る。PGI2は心循環器系に関わる作用に加え、血管透過性
亢進や疼痛刺激作用なども有し、炎症反応進行への関与
が考えられる 1)。実際、申請者らは実験動物モデルを用
いた解析により、PGIS遺伝子欠損（KO）マウスでは、
接触性皮膚炎や膀胱炎などの炎症反応や疼痛応答が減
弱することを見出している 2, 3)。一方で、PGISはマクロ
ファージ（MΦ）などの白血球をはじめ血管系以外の細
胞にも発現が認められるが、MΦに発現する PGISの機能についてはほとんどわかっていない（図
1）。MΦに発現する PGISは炎症反応の進行を担うと考えられたため、申請者らは、野生型 (WT) 
あるいは PGIS KO マウスの骨髄細胞を放射線照射により枯渇させたのちに、WT あるいは KO
マウスの骨髄細胞を移植するという“骨髄キメラマウス”を用い、接触性皮膚炎や膀胱炎での役
割を検討した。その結果、接触性皮膚炎や膀胱炎の進行には、骨髄細胞由来の血球細胞に発現す
る PGISはほとんど関与しないことを明らかにした 2, 3)。最近になり Ipseizらは、炎症反応にお
いて常在性MΦに発現する PGISにより産生される PGI2が、炎症反応の進行を抑制する方向に
はたらくことを報告した 4)。すなわち、MΦが発現する PGISは炎症反応において増強と抑制の
両方の作用を示すことが考えられる。また、近年、MΦにはM0、M1、M2等様々なステージの
細胞が存在し、それぞれの MΦが各々固有の機能を有することが明らかになりつつある。MΦ
の活性化のステージにより、MΦにおける PGISの発現レベルが異なる可能性も考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、PGI2という１つの PGに着目し、
PGI2がどの部位で産生されるか、そして炎症におけ
るどの段階で PGI2 が産生されるかで、炎症反応に
おける PGI2 の作用が異なるのではないかという、
今までとは異なった切り口から、PG 類と炎症反応
との関連を明らかにすることである。本研究ではM
Φの炎症反応における役割に着目するため、MΦが
病態の進展に関与する疾患であるザイモザン誘導腹
腔炎モデルを作製し、炎症局所への白血球の遊走等
の経時的変化をはじめとした、PGIS KOマウスでの
表現型の変化について明らかにする。また、腹腔内
MΦのリポ多糖 (LPS) に対する生体応答について
も解析するため、PGIS KO マウスを用いて LPS を
マウス腹腔内に投与する LPS 誘導敗血症モデルに
より機能解析する（図 2）。さらに、MΦの活性化のステージによる PGIS の発現レベルの違い
を検討するため、骨髄由来MΦを作成し PGISや抗原マーカーの発現を定量的 PCRにより解析
する（図 3）。実際に申請者らはこれまでに、非ステロイド性抗炎症薬 (NSAIDs) による治療が
困難である膀胱における炎症性疾患である出血性膀胱炎に対して、PGISおよびその受容体であ
る IPが治療標的となることをマウスモデルで示しており 2, 3)、炎症における PGISおよび IPの
さらなる解析により、新たな抗炎症薬の開発に繋がることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) ザイモザン誘導腹腔炎モデル 
ザイモザン誘導腹腔炎モデルは、8～10 週齢の C57BL/6系雄性WTマウスおよび PGIS KOマ
ウスを用い、500 mg/mL ザイモザン (Wako) を 500 µL/mice で腹腔内投与することにより作
成した。病態の指標として炎症局所への白血球の遊走等を確認するため、2%FCS 含有 PBS 4mL
にて腹腔内液を回収し、CountessⅡFL (Invitrogen) を用いて回収液中の細胞数をカウントした。 
(2) LPS 誘導敗血症モデル 
LPS 誘導敗血症モデルは、8～10 週齢の C57BL/6系雄性WTマウスおよび PGIS KOマウスに
リポ多糖 (LPS) 5mg/kg を腹腔内投与することにより作成した。病態の指標として直腸温およ
び体重、ふるえ、便の形状評価を、LPS 投与前から LPS 投与後 7 日目まで経時的に行った。ま
た、LPS 投与後のマウスの腹腔内液を 2%FCS 含有 PBSにより採取し、液体クロマトグラフ質
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（図3） 各活性化ステージのMΦにおけるPGISの機能解析

（図2） 腹腔MΦにおけるPGISの機能解析



量分析計 (LC-MS/MS; SCIEX, QTRAP5500) を用いて各種 PG 類の測定をした。このとき回収
した腹腔内細胞からmRNAを抽出し、定量的 PCR (Applied Biosystems, Step One Plus real-
time PCR system) にて、炎症性サイトカインおよび COX-2や PGISといった PG合成酵素の
遺伝子発現について検討した。腹腔常在性MΦは、2%FCS 含有 PBSにより採取した腹腔内液
を 3 時間プレートに播種し、接着細胞をMΦとして調製した。接着細胞は 1 µM A23187 (Abcam) 
により 1 時間あるいは 10 ng/mL LPS (Sigma Aldrich) で 3 時間刺激を行い、培養上清中の PG
類を測定した。さらに、PGI2 受容体 (IP) 選択的刺激薬である selexipag (Selleck Chemicals) 
を LPS 投与 2 時間前、LPS 投与後 12 時間毎に経口投与し、IP 受容体の敗血症への影響ついて
検討した。 
(3) 骨髄由来MΦ 
マウス骨髄細胞から M-CSF 添加により分化させた M0 細胞、さらに M0 細胞を LPS+IFNgに
よりM1細胞に、IL-4によりM2細胞に分化させた骨髄由来MΦを作成した。培養上清中の PG
量について LC-MS/MSを用いて測定した。骨髄由来 MΦ中の PGISおよび M1, M2マーカー
の遺伝子発現については、定量的 PCRにより検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ザイモザン誘導腹腔炎モデル 
C57BL/6 系雄性 WT マウスにザイモザン誘導腹腔炎を誘発したところ、ザイモザン投与 12 時
間をピークとして腹腔内細胞数は約 4 倍に増加した。次に PGIS KOマウスを用いて腹腔炎を誘
発したところ、当初の予想と異なりザイモザン投与 3 時間、6 時間後共に腹腔内の細胞数におい
てWTマウスとの間に違いは見られなかった。 
(2) LPS 誘導敗血症モデル 
次にWTマウスに LPSを投与したところ、LPS 投与後 24 時間で体温低下のピークを迎え、そ
の後 7 日目までに元の体温に戻っていった。一方、PGIS KOマウスでは、LPS 投与後 3、6、
12 時間において体温がWTマウスと比較して有意に低下し、全ての PGIS KOマウスは LPS 投
与後 24 時間までに致死となった。PGIS KOマウスにおいて、LPSによる下痢症状は LPS 投与
後 3 時間後、LPSによる動きの鈍化や体重低下は LPS 投与後 12 時間後に、WTマウスと比較
し有意に増悪していた。次に、LPS 投与 3 時間後における腹腔内液中の PG 類を LC-MS/MSを
用い測定したところ、WTマウスにおいて PGI2の代謝物である 6-keto PGF1αが多く検出され、
次いで TXB2、PGE2、PGD2、PGF2αが検出された。一方、PGIS KO マウスでは、6-keto PGF1
αは検出されず、PGE2、TXB2、PGD2、PGF2αの順で多く産生されており、PGE2においてシャ
ンティングがみられた。またこのとき、腹腔内細胞中の PGISの発現は LPS 投与により減少し、
COX-2 の発現は LPS 投与により上昇したが、PGIS の欠損により COX-2 の遺伝子発現はさら
に上昇した。LPS 投与 12 時間後の腹腔細胞中の炎症性サイトカインを測定したところ、WTマ
ウスでは LPS 投与により Tnf, Il6の有意な上昇が認められた。一方、PGIS欠損マウスではこ
の上昇がWTマウスよりも顕著となった。次に、腹腔常在性MΦが産生する PG 類について測
定したところ、腹腔内液と同様 6-keto PGF1αが最も多く検出された。腹腔常在性MΦが産生す
る 6-keto PGF1αは、Caイオノフォアや LPS刺激により有意に上昇することが分かった。最後
に PGIS KOマウスに IP 選択的刺激薬である selexipagの投与を行ったところ、LPSによるふ
るえの症状や体温低下、下痢症状が大幅に緩和され、致死率も 100%から約 50%まで改善した。
以上のことから、LPS 誘導性敗血症モデルでは、PGIS 由来の PGI2が IP 受容体を介して、敗
血症の病態形成に対し抑制的に関与していることが示唆された 5)。 
(3) 骨髄由来MΦ 
マウス骨髄細胞から分化させた骨髄由来MΦを用い、PGISの発現について定量的 PCRにより
検討したところ、M2細胞においてM0細胞、M1細胞と比較し PGISの発現が有意に上昇して
いた。培養上清中の PG 類を LC-MS/MSにより測定したところ、予想外なことに PGI2の代謝
物である 6-keto PGF1αは検出限界であった。次に骨髄由来MΦ中のM1細胞、M2細胞マーカ
ーの発現について、PGIS 欠損による影響があるかを検討した。M1 マーカーである Ccl2 およ
び iNOS、M2マーカーである Arginaseおよび Ym1は、PGIS欠損により遺伝子発現量に変化
が見られなかった。このことから、M2細胞分化により PGISの発現は増加するが、MΦ分化に
おいて PGIS 寄与については小さいことが考えられた。 
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