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研究成果の概要（和文）：細胞外ATPは、マクロファージ（Mφ）やT細胞などの細胞や組織で免疫反応を引き起こす。
私たちは以前、傷害された組織や細胞から放出されたATPは、Mφを活性化させMIP-2を産生すること示した。そこで、L
PS誘導エンドトキシンショックにおけるMφによるATP媒介の炎症反応の役割を検討した。本研究によりATPは、Mφの活
性酸素経路を活性化させMIP-2を産生し好中球を遊走する経路が示唆された。しかしながら、残念なことにATP刺激によ
るMIP-2産生経由は、疾患発症への有意な関与は示さなかった。

研究成果の概要（英文）：Extracellular ATP leads to immune responses in a wide spectrum of cell types (e.g.
, macrophages, T cells) and tissues. Our previous study shows that extracellular ATP-stimulated macrophage
s produce MIP-2. Thus, we investigated the role of ATP-mediated inflammatory response by macrophages in LP
S-induced endotoxin shock model mouse. This study indicated that an increased production of reactive oxyge
n species by ATP-stimulated macrophages activates the signalling pathways that promote MIP-2 production wh
ich, in turn, induces neutrophil migration. Unfortunately, this pathway did not affect pathogenic mechanis
m in LPS-induced endotoxin shock model mouse.
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１．研究開始当初の背景 
近年、生命維持に欠かせない ATP は、in vitro
でマクロファージ（Mφ）やT 細胞の細胞膜上
の P2X7 受容体（P2X7R）に結合して、細胞の
活性化、細胞死、Mφからの IL-1産生を誘導
などを引き起こすことが報告されているまた、
P2X7R 欠損（KO）マウスでは関節リウマチを
誘導してもコントロールと比べ症状が緩和
されることが報告されたこのように組織傷
害や炎症によって破壊された細胞から放出
された細胞外 ATP は、様々な疾病の炎症機
序に深く関与していることが判明した。しか
し、実際、多くの炎症性疾患で ATP が、Mφ
や T 細胞などをどのような経路で活性化し、
どの細胞が障害機序に関与しているかなど
不明な点が多く、解明していかなければなら
ない。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、これまでに精製 ATP と精製
NAD は T 細胞，NKT 細胞や Mφの細胞上
のP2X7R に主に結合し刺激して、【1. ネクロ
ーシスとアポトーシスを同時に引き起こす、
2. mitogen と同時刺激によりサイトカイン
とケモカイン（MIP-2）産生を増強させる、
3. 2の経路でMIP-2による好中球遊走の可能
性などを報告または結果を得た。以上のこれ
までの研究成果から、「実際の感染症等によ
る炎症性疾患で、細胞外に放出された ATP
が活性化 Mφの好中球誘導を亢進するこ
とにより、更なる炎症悪化を誘発する経路」
が示唆された。感染症の中で、敗血症によ
るエンドトキシンショックは Mφからの
過剰な炎症性因子産生が深刻な要因であり、
Mφの活性経路が複雑で不明な点もあるこ
とが一因とされている。そこで本研究は、
エンドトキシンショックモデルマウスを使
用して、エンドトキシンと細胞外 ATP によ
る Mφの活性化経路と好中球誘導を検討
する。 
 
３．研究の方法 
本研究は、以下のように検討方法を大きく 3
つに分けておこなった。 
１） in vitro でチオグリコレート誘導 Mφを

用いて、ATP 刺激により MIP-2 を産生
する受容体の同定、シグナル経路の同定、
活性化経路の同定をおこなう。また、同
定したシグナル経路が全ての Mφに共通
なのか、他のMφ（細胞株）を用いて検討
する。 

２） in vitro の１）で同定した経路などが in 

vivo でも同様に起こりうるのか、また好
中球を誘導する事が出来るのか、検討し
た。 

３） エンドトキシンショックモデルマウス
を使用して、１）と２）の関与の検討を
おこなった。 
 

４．研究成果 
１）in vitro における Mφの ATP 刺激による
MIP-2 産生経路の同定 

（１）チオグリコレート誘導 Mφ（PEMs）
の ATP 刺激によるサイトカイン産生 

PEMs に ATP 刺激し、培養上清中のサイ
トカイとケモカインを測定した。その結果、
TNF, IL-1の産生は認められず、好中球遊
走因子の MIP-2 の産生のみが認められた。ま
た、好中球遊走因子の KC は認められなかっ
た。 

 
（２）ATP 刺激 PEMs における Purinergic 2 
受容体（P2Rs）の検討 
 各 P2Rs のアゴニストを使用して検討した。
その結果、P2X7受容体と P2Y2受容体がこの
経路に関与していた（a），（C）。また P2X7R
マウスでは MIP-2 産生が認められたが、これ
は P2Y2R の経路だと考えられた（b）。 

 



（３）ATP 刺激 PEMs における MIP-2 産生
の活性化経路 
 ATP 刺激の活性化経路を検討した結果、活
性酸素（ROS）経路が活性化されていた（a）
（b）。また、ROS 経路が MIP-2 産生に関与
しているか ROS 抑制剤を使用した結果、
MIP-2 産生が低下した。以上のことから、
ATP 刺激により ROS が活性化し、MIP-2 を
誘導する事が示唆された（c）。 

 
（４）ATP 刺激 PEMs における MIP-2 産生
のシグナル経路 
 ATP 刺激のシグナル経路を検討した結果、
ERK1/2 と p38-MAPK が活性化していた（a）。 
また、これらのシグナル経路が MIP-2 産生に
関与を各抑制剤を使用し検討した（b）。その
結果、ERK1/2 と p38-MAPK が活性化して
MIP-2 産生が誘導されることが示唆された。 
 

 

 
（５）ATP 刺激による他のMφによるMIP-2
産生経路 
 Mφ細胞株であるRAW264.7でTP刺激によ
る MIP-2 産生経路を検討した。その結果、受
容体のアゴニストを用いた研究により、Mφ の
P2X7RとP2Y1,12Rの関与が明らかになった。 
また、ATP刺激のMφのMIP-2産生は細胞内
でROSからERK 1/2のシグナル経路が重要で
あり、p38-MAPKの関与は示唆されなかった。 
 
２）in vivo における ATP 刺激による好中球
誘導 

（１）マウス腹腔内 ATP 投与による好中球
増加 
マウス腹腔内に ATP を投与した後、腹腔

内を洗浄し洗浄液中の細胞分画を検討した。
その結果、好中球分画および実数が増加した
（a）（b）。また、増加した細胞分画が本当に
好中球であるか確認するために、好中球分画
を抽出し、メイ・ギムザ染色をおこなった。
その結果、増加した細胞分画は好中球でｓっ
た（c）。 
 
 

 
 



（２）マウス腹腔内 ATP 投与による腹腔内
洗浄液中の MIP-2 と KC の検出 
マウス腹腔内に ATP を投与した後、腹腔

内を洗浄し洗浄液中のサイトカイとケモカ
インを測定した。その結果、TNFの産生は
認められたが、 IL-1の産生は認められなか
った。また、好中球遊走因子の MIP-2 、KC
の産生のみが認められた。 

 
しかしながら、TNFと KC の産生は in vitro
で PEMs を ATP 刺激したときには認められ
なかった。よって、KC は Mφからでなく他
の細胞から産生された可能性が示唆された。
加えて、in vivo なので ATP が Mφ以外の細
胞を刺激してサイトカイン等の連鎖によっ
て、Mφから最終的に産生された経路も考え
られた。 
 

（３）マウス腹腔内 ATP 投与による好中球
増加と MIP-2 との関連性 
マウス腹腔内に ATP を投与した後、腹腔

内を MIP-2 、KC の産生がおこり、好中球誘
導が認められた。この現象は本当に MIP-2
によるものなのか否か、MIP-2 の中和抗体を
用いて検証した。その結果、ATP 投与前に
MIP-2 中和抗体を投与した群は好中球分画
の顕著な減少がおこり、実数も減少していた
（a）（b）。ただ、完全には好中球誘導が、非
中和抗体投与群に比べて完全には抑えられ
なかったことから、腹腔内の KC の作用も好
中球誘導に関与していると考えられた。 
 
 
 
 

 

 
３）エンドトキシンショックモデルマウスを
使用して、１）と２）の関与の検討 
 In vitro の検討で、Mφの種類が変わって
もATP刺激によるMIP-2産生はP2X7Rが共
通して関与していた。そこで、P2X7R 欠損マ
ウスで、D-ガラクトサミンと LPS で誘導す
るエンドトキシン肝障害モデルマウスを作
製し、WT マウスで 24 時間生存数を比較検
討した。その結果、今までの予想とは反して、
WT マウスと P2X7R 欠損マウスの間では有
意な差は認められなかった。 
 

 
また、LPS 単独と LPS+ATP 併用を使用し、
in vitroでMφ細胞を刺激してもMIP-2産生
は変わらなかった。 
 
４）まとめ 
 ATP 刺激による Mφから MIP-2 産生は、
P2X7R を中心に Mφの細胞のタイプが違っ
ても起こる。また、そのシグナル経路は
ERK1/2 のシグナル経路と ROS 活性のつな
がりが重要であると示唆された。また、好中
球も in vivo で誘導が確認された。しかしな
がら、残念なことにエンドトキシンモデルマ
ウスでは、この経路の関与を示す結果は得ら
れなかった。これは LPS という TLR を介し
た刺激が強力すぎて、ATP の影響が隠れてし



まった可能性が考えられる。今後、マイトジ
ェンを使用しない実験系などで、「実際の感
染症等による炎症性疾患で、細胞外に放出
された ATP が活性化 Mφの好中球誘導を
亢進することにより、更なる炎症悪化を誘
発する経路」を検討が必要である。 
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