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リウマチ性関節炎 (RA) は，慢性進行性かつ炎症性の自己免疫性疾患であり，

関節滑膜の免疫調節機構が破綻することにより軟骨と骨の重度な傷害ならびに

破壊を引き起こす (Huber et al., 2006; Choy, 2012)。イヌにおいても RAをはじめ

とする免疫介在性関節炎が認められているが、多くが難治性であり、非ステロイ

ド性消炎鎮痛薬 (NSAIDs) や各種免疫抑制剤による治療が行われているものの

十分な治療効果が得られてはいない。滑膜の炎症である滑膜炎は RA の特徴と

認識されており，腫瘍壊死因子 α (TNF-α) やインターロイキン 1β (IL-1β) など

の炎症性サイトカインが滑膜炎の発生と進行性の関節破壊において極めて重要

な役割を果たしている (Firestein, 2003; Smolen et al., 2003)。しかしながら、病態

発生の詳細なメカニズムについては不明な点が多く残されている。 

 インターロイキン 8 (IL-8) は炎症性ケモカインの１つであり，炎症性刺激に

より産生され，好中球の遊走と血管新生を惹起する (Szekanecz et al., 2001; Cotton 

et al., 2016)。また，IL-8は RAの関節疼痛を引き起こす原因としても報告されて

いる (Catrina et al., 2017)。IL-8は，ヒト RA 患者の滑液中や血清中 (Koch et al., 

1991; Seitz et al., 1991; Szekanecz et al., 1998; Bodolay et al., 2002; Szekanecz et al., 

2003)，また，イヌの RA膝関節の滑液中から検出されることから (Hegemann et 

al., 2005; Doom et al., 2008)，関節炎における最も重要な炎症性ケモカインと考え

られている (Kobayashi, 2008; Szekanecz et al., 2010)。ヒト RAの滑膜線維芽細胞

においては，単球および軟骨細胞と同様に，炎症性サイトカインである TNF-α

が IL-8 mRNA 発現とタンパク質放出を誘導することが報告されており (Suzuki 

et al., 2000; Juarranz et al., 2004; Westra et al., 2004; Kunisch et al., 2007; García et al., 
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2008; Luo et al., 2008; Filer et al., 2009)， RA などの炎症性関節疾患においては，

滑膜線維芽細胞が IL-8 の産生と分泌に関与することを示している (Loetscher et 

al., 1994; Rodenburg et al., 1999; Berckmans et al., 2005)。 

 マイトジェン活性化プロテインキナーゼ (MAP キナーゼ) 経路は，TNF-α を

含む炎症性サイトカイン刺激により活性化し，多くの生理的あるいは病理的細

胞機能において中心的な役割を担っているシグナル伝達経路であり，細胞外シ

グナル調節キナーゼ (ERK) ，c-Jun N末端キナーゼ (JNK) ならびに p38が主要

な MAP キナーゼとして関わっている (Kyriakis et al., 2001; Kaminska, 2005; 

Kyriakis et al., 2012)。RA患者の滑膜組織ならびに滑膜線維芽細において，MAP

キナーゼと，活性型であるリン酸化 MAP キナーゼの発現が認められ (Schett et 

al., 2000)，また，RA 滑膜線維芽細胞において，MAP キナーゼが TNF-α 誘導性

IL-8発現に関与していることが報告されている (Suzuki et al., 2000; Juarranz et al., 

2004; Luo et al., 2008; Akutsu et al., 2013)。 

滑膜線維芽細胞における TNF-α誘導性 IL-8 発現とMAPキナーゼシグナル伝

達経路の関連については，これまで RA 患者由来の滑膜線維芽細胞を用いた研

究が行われてきた。しかしながら，RA発症メカニズムを解明するためには，RA

を含めた炎症反応がない状態の滑膜線維芽細胞を用いて、正常な細胞における

炎症性サイトカイン刺激による活性化機序を理解する必要がある。 

本研究は，イヌ関節炎の病態メカニズムの解明を目指し、健康なイヌ滑膜由来

線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8 発現と MAP キナーゼの活性化について

明らかにすることを目的として，以下のの検討を行った。 
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第 2章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞おける IL-8 mRNA発現と IL-8タンパク

質の放出に対する TNF-αの時間依存性および用量依存性効果を検討した。 

第 3章では，ERK，JNKおよび p38 MAP キナーゼ阻害剤を用いて，TNF-α誘

導性 IL-8 mRNA 発現とタンパク質放出に関与する MAP キナーゼ経路について

検討した。 

第 4 章では，TNF-α 誘導性 IL-8 mRNA 発現に関わる ERK サブタイプについ

て siRNA導入したノックダウン細胞を用いて検討した。 

第 5章では，TNF-α誘導性 IL-8 mRNA発現に関わる JNKサブタイプについて

siRNA導入したノックダウン細胞を用いて検討した。 

第 6章では，TNF-α誘導性 IL-8 mRNA発現に関わる ERKと JNK の相互作用

について検討した。 
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第 2章 

TNF-α誘導性 IL-8 mRNA 発現とタンパク質放出 
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2.1 緒言 

インターロイキン 8 (IL-8) は，炎症性ケモカインの１つであり，炎症性刺激に

より産生される炎症関連性メディエイターである (Harada et al, 1994)。産生され

た IL-8 は，好中球の遊走と血管新生を引き起こし，炎症反応に関わっている 

(Szekanecz et al., 2001; Cotton et al., 2016)。 

ヒト RA 患者の滑液中ならびに血清中に IL-8 が検出されることが報告されて

いる (Koch et al., 1991; Seitz et al., 1991; Szekanecz et al., 1998; Bodolay et al., 2002; 

Szekanecz et al., 2003)。また，イヌにおいても，RAの膝関節滑液中から IL-8が

検出されたと報告されている (Hegemann et al., 2005; Doom et al., 2008)。IL-8は，

RA患者の関節に疼痛を引き起こす原因との報告もあり (Catrina et al., 2017)，関

節炎における重要な炎症性ケモカインと考えられている  (Kobayashi, 2008; 

Szekanecz et al., 2010)。 

ヒト RAの滑膜線維芽細胞において，単球と軟骨細胞と同様に，炎症性サイト

カインである TNF-αが IL-8 mRNA発現とタンパク質放出を誘導することが報告

されており (Suzuki et al., 2000; Juarranz et al., 2004; Westra et al., 2004; Kunisch et 

al., 2007; García et al., 2008; Luo et al., 2008; Filer et al., 2009)，RAなどの炎症性関

節疾患において，滑膜線維芽細胞が IL-8 の産生と放出に関与していることを示

している (Loetscher et al., 1994; Rodenburg et al., 1999; Berckmans et al., 2005)。 

本章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α刺激による IL-8 mRNAの

発現と IL-8タンパク質の放出について検討した。 
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2.2 材料と方法  

2.2.1 材料 

TRIzol は， Life Technology Co. (Carlsbad, CA, USA) より購入した。

CELLBANKER 1 plus medium，PrimeScript® RT Master Mix，SYBR® Premix Ex Taq™ 

II，Thermal Cycler Dice® Real Time System II および TP900 DiceRealTime v4.02Bは

TaKaRa Bio Inc. (Shiga) より購入した。低グルコース添加ダルベッコ変法イーグ

ル培地 (D-MEM 培地) およびトリプシンは Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 

(Osaka) より購入した。イヌ TNF-αは King fischer biotec inc. (St Paul, MN, USA)

から、また、イヌ IL-8 酵素結合免疫吸着測定 (ELISA) キットは R&D Systems, 

Inc. (Minneapolis, MN, USA) から購入した。StatMate IVは ATMS (Tokyo) より購

入した。BICELLは Nihon Freezer Co., Ltd. (Tokyo) より購入した。 

 

2.2.2 細胞培養 

 本研究では，帝京大学医学部の大森亜紀氏より提供された臨床的に健康なイ

ヌ (ビーグル犬，雄，n = 3、動物実験番号 13030) の膝関節から採取された滑膜

を用いた。 

 イヌ滑膜を 3 mm 四方に切り，90 mm のペトリ皿に貼り付け，10%牛胎子血清 

(FBS) を添加した D-MEM 培地を用い，5 % CO2，37°C のインキュベーター内で

静置培養した。培地は 1週間に一度交換した。イヌ滑膜由来線維芽細胞は，貼り

付けた組織の周囲に増殖した細胞から採取し，ディッシュ底面積の 90 ~ 95 %に
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まで増殖した時点で，0.25% のトリプシン/EDTA を用いて細胞を剥離して採取

した。採取した細胞は，CELLBANKER 1 plus medium を用いて細胞数が 2×106 個

/500 μl，に調整し，滅菌セーラムチューブにて保存した。セーラムチューブは

BICELL容器に入れて－80°C で凍結保存した。実験前には，BICELL容器からセ

ーラムチューブを取り出し，37°C のウォーターバスに浸して細胞浮遊液を解凍

した。細胞浮遊液を 10%FBS添加D-MEM培地を入れた遠心用チューブに移し，

300 gで 3分間遠心分離した。上澄みを除去した後，細胞塊を培地に浮遊させ 75 

cm2の培養フラスコに移し，凍結保存する前と同じ条件で培養器内に静置培養し

た。培養フラスコの底面積の約 90% にまで増殖した時点で 0.25%のトリプシン

EDTA を用いて細胞を剥離し，細胞数が 1×106 個になるように 75 cm2 の培養フ

ラスコに播種した。これを繰り返すことにより細胞の継代を行った。本研究にお

ける全ての実験には，6 ~ 8代目の細胞を使用した。 

 滑膜線維芽細胞の同定は、フローサイトメトリーにて線維芽細胞のマーカー

である CD29、CD44 ならびに CD90 が陽性を示しており、血球系の細胞マーカ

ーである CD14、CD34、CD45ならびに HLA-DR が陰性であった。これらのこと

から、この細胞集団は血球系の細胞の混在を認めない均一集団であり、滑膜由来

線維芽細胞と同定した。 

 

2.2.3 Real-time RT-PCR 

 TRIzol 試薬を用いて，イヌ滑膜由来線維芽細胞から total RNA を抽出した。

PrimeScript® RT Master Mix を用いて，500 ng の total RNA から cDNA を合成し
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た。Real-time RT-PCRは，2 μl の cDNA，SYBR® Premix Ex Taq™ II，イヌ IL-8 の

プライマーを含む全量 25 μl の反応液を用いて行った。表 2-1 に，Real-time RT-

PCR に用いたプライマーの配列を示す。no-template control の Real-time RT-PCR

は，2 μl の RNase と DNase free water を用いて行った。no-reverse transcription 

control の Real-time RT-PCR は 2 μl の各 RNAサンプルを用いて行った。PCR は，

Thermal Cycler Dice® Real Time System II を用い，95°C 30秒間の初期変性を 1回，

次いで 95°C 5 秒間の熱変性，アニーリングと伸長を 60°C で 30 秒間 × 40 回の

条件で行った。プライマーの特異性は，融解解離曲線分析と PCR 産物のダイレ

クトシークエンスを行って確認した。データの解析は，TP900 DiceRealTime 

v4.02Bを用いて，second derivative method と comparative cycle threshold(ΔΔCt)法

を適用した。同量の cDNAを使用したイヌ TBP の増幅を内在性コントロールと

し，また，イヌ滑膜由来線維芽細胞 (time : 0) からの cDNAの増幅を較正標準と

して用いた。 

   

2.2.4 IL-8測定 

イヌ滑膜由来線維芽細胞は，6-well 培養プレートに 3.0 × 105 cells/well の密度

で播種した。細胞を 24 時間 0.5% FBS を含む D-MEM 培地で培養後，各濃度の

TNF-α で 0−24 時間処理し，培養上清を回収した。培養上清中の IL-8 の濃度は

ELISA kit を用いて測定した。 

 

2.2.5 統計学的分析 



 

 

 

10 

 

実験データは平均±標準誤差として算出した。統計解析は，StatMate IV を用い

て実施した。タイムコースの実験データは，双方向の分散分析を用いて解析し，

その他の実験データは，一元配置分散分析を用いて解析した。 

 

 

2.3 結果 

最初に，イヌ滑膜由来線維芽細胞における IL-8 mRNA発現に対する TNF-αの

効果を検討した。 細胞を 50 ng/ml TNF-α で 0 ~ 48時間刺激培養した後，TRIzol

を用いて細胞から total RNA を回収し，IL-8 mRNA 発現の変化を Real-time RT-

PCR を用いて測定した。図 2-1-A に示すように，IL-8 mRNA発現は TNF-α刺激

後 6時間をピークに上昇し，その後下降した。また，細胞を 0 ~ 100 ng/ml TNF-

αで 24時間刺激した後，同様に IL-8 mRNA 発現の変化を Real-time RT-PCR を用

いて測定したところ，用量依存的に発現は上昇した (図 2-1-B)。  

続いて，イヌ滑膜由来線維芽細胞における IL-8 タンパク質の放出に対する

TNF-αの効果を検討した。細胞を 50 ng/ml TNF-αで 0 ~ 24 時間刺激を行い，培

養上清中に放出される IL-8 濃度を，ELISA を用いて測定したところ，培養上清

中の IL-8濃度は 24 時間まで時間依存的に上昇した(図 2-2-A)。また，細胞を 0 ~ 

100 ng/ml TNF-αで 24 時間刺激し，培養上清の IL-8を ELISAにて測定したとこ

ろ， TNF-αの用量依存的に放出量の上昇が認められた (図 2-2-B)。 
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2.4 考察 

本章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞において，炎症性サイトカインである TNF-

α が経時的および用量依存的に IL-8 mRNA 発現を促進し，IL-8 タンパク質の放

出を促進することを明らかにした。 

TNF-α による細胞における IL-8 タンパク質発現についての検討の必要性はあ

るが，Western blottingによる発現確認が困難であったため，IL-8の細胞外への放

出の検討を行った。TNF-α 刺激細胞において，刺激後 6 時間目まで有意に IL-8 

mRNA発現の促進が認められ，それに伴った IL-8放出が認められた。また，IL-

8 mRNA 発現促進は添加した TNF-α の用量に依存して認められたが，その用量

範囲において，同様に用量依存的に IL-8放出が引き起こされたことから，TNF-

α刺激により IL-8 mRNA の発現が促され，その結果 IL-8タンパク質発現も促進

されたものと考えることができる。 

IL-8 は，ヒト RA 患者の滑液中や血清中 (Koch et al., 1991; Seitz et al., 1991; 

Szekanecz et al., 1998; Bodolay et al., 2002; Szekanecz et al., 2003)，また，イヌの RA

膝関節の滑液中から検出されている (Hegemann et al., 2005; Doom et al., 2008)。

IL-8の由来は，炎症時の免疫応答に関わる単球や白血球などが考えられる(Dong 

et al, 2015) が，RA疾患を有するヒトの滑膜線維芽細胞においても，TNF-αが IL-

8 mRNA 発現とタンパク質分泌を誘導することが報告されている (Suzuki et al., 

2000; Juarranz et al., 2004; Westra et al., 2004; Kunisch et al., 2007; García et al., 2008; 

Luo et al., 2008; Filer et al., 2009)。炎症性関節疾患においては，滑膜線維芽細胞が

IL-8の産生と分泌に関与すると考えられている(Loetscher et al., 1994; Rodenburg 
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et al., 1999; Berckmans et al., 2005)。本研究においても，正常なイヌの滑膜由来線

維芽細胞において，TNF-αにより IL-8 mRNA 発現およびタンパク質の放出が促

進されたことから，滑膜線維芽細胞が炎症性サイトカインに応答した IL-8 の産

生と放出を担う細胞であることが明らかとなった。IL-8 は好中球の遊走活性や

血管新生誘導能を有しており (Szekanecz et al., 2001; Cotton et al., 2016)，また， 

RA の関節疼痛を引き起こす原因としても報告されている (Catrina et al., 2017) 

ことから，TNF-α 刺激された滑膜由来線維芽細胞から放出された IL-8 が関節炎

の進行に関わることが考えられる。 
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表 2-1．Real-time RT-PCRに用いたプライマーの配列 

Gene Name Accession No. Primer sequences 

Canine IL-8    Z70048.1 F: 5´-CACCTCAAGAACATCCAGAGCT-3´ 

R: 5´-CAAGCAGAACTGAACTACCATCG-3´ 

Canine TBP XM_863452 F: 5´-GGCGGATCAAGTGTTGGAAGGGAG-3´ 

R: 5´-ACGCTTGGGATTGTATTCGGCATTA-3´ 
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A                                       B 

 

 

図 2-1．イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α刺激による IL-8 mRNA 発現の

変化 

(A) イヌ滑膜由来線維芽細胞を 50 ng/ml TNF-α 存在下（●）または非存在下

（○）で 0 ~ 48 時間培養し，示された時間に TRIzol を用いて RNA を回収し，

細胞内の IL-8 mRNAを Real-time RT-PCR にて測定した。 (B) イヌ滑膜由来線維

芽細胞を 0 ~ 100 ng/ml TNF-αで 24時間刺激し， IL-8 mRNAを Real-time RT-PCR

にて測定した。値は 3例の平均値 ± 標準誤差を示す。*P < 0.05 
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  A                                    B 

 

 

 

図 2-2．イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α刺激による IL-8 の放出 

 (A) イヌ滑膜由来線維芽細胞を 50 ng/ml TNF-α 存在下（●）または非存在下

（○）で 0 ~ 48 時間培養し，示された時間に培養上清中に放出された IL-8 を

ELISAにて測定した。(B) イヌ滑膜由来線維芽細胞を 0 ~ 100 ng/ml TNF-αで 24

時間刺激し，培養上清中に放出された IL-8 を ELISA にて測定した。値は，3 例

の平均値 ± 標準誤差を示す。*P < 0.05 
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第 3章 

TNF-α誘導性 IL-8 発現における MAPキナーゼの関与 
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3.1 緒言 

 マイトジェン活性化プロテインキナーゼ  (mitogen-activated protein kinase: 

MAP キナーゼ) 経路は，細胞増殖，分化，ストレス応答など様々な細胞機能制

御に関わる細胞内シグナル経路であり，炎症にも関与する (Kyriakis et al., 2001; 

Kaminska, 2005; Kyriakis et al., 2012)。細胞外シグナル調節キナーゼ (extracellular 

signal-regulated kinase: ERK)，c-Jun N末端キナーゼ (c-Jun N-terminal kinase: JNK) 

および p38 マイトジェン活性化プロテインキナーゼ (p38 MAP キナーゼ) の 3

つが主たる MAP キナーゼとして検討が進められている (Kyriakis et al., 2001; 

Kaminska, 2005; Kyriakis et al., 2012)。 

ヒトリウマチ 性関節炎 (RA) 患者の滑膜組織ならびに滑膜線維芽細胞に，

MAP キナーゼおよび活性型であるリン酸化された MAP キナーゼの発現が認め

られている(Schett et al., 2000)。また，ヒト RA患者由来の滑膜線維芽細胞におい

て，MAP キナーゼは TNF-α 誘導性 IL-8 発現に関与していることが報告されて

いる (Suzuki et al., 2000; Juarranz et al., 2004; Luo et al., 2008; Akutsu et al., 2013)。 

 本章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α刺激による IL-8発現にお

けるMAP キナーゼの関与を検討した。 

 

 

3.2 材料と方法 

3.2.1 材料 

TRIzol は， Life Technology Co. (Carlsbad, CA, USA) より購入した。
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CELLBANKER 1 plus medium，PrimeScript® RT Master Mix，SYBR® Premix Ex Taq™ 

Ⅱ，Thermal Cycler Dice® Real Time System Ⅱおよび TP900 DiceRealTime v4.02Bは

TaKaRa Bio Inc. (Shiga) より購入した。ヒトリン酸化-ERK1/2 に対するウサギモ

ノクローナル抗体(抗 p-ERK1 / 2，D13.14.4E)およびラット total-ERK1/2 に対する

ウサギモノクローナル抗体(抗 t-ERK1/2，137F5)は，Cell Signaling Technology Japan，

KK (東京)，ヒトリン酸化-JNK に対するウサギモノクローナル抗体（抗 t-JNK）

は Promega Corporation (Madison, WI)，ヒト total-JNKに対するウサギモノクロー

ナル抗体は Abcam (Cambridge, UK) より購入した。なお。以上のヒト MAP キナ

ーゼに対するモノクローナル抗体は、いずれもイヌの MAP キナーゼにも交差反

応することを予め確認した。FR180204，SP600125，SB239063，SKF86002，抗ヒ

ト β-アクチン (AC74) マウスモノクローナル抗体は Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, 

MO) より購入した。horseradish peroxidase-conjugated (HRP-conjugated) 抗ウサギ

および抗マウス IgG 抗体，ECL Western blotting Analysis System，ImageQuant LAS 

4000 mini，protein A plus G Sepharoseは GE Healthcare (Piscataway, NJ, USA) より

購入した。Mini-PROTEAN TGX gel，polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜は Bio-

Rad (Hercules, CA, USA) より購入した。Complete mini EDTA-free protease inhibitor 

mixture と Block Ace は Roche (Mannheim, Germany) より購入した。低グルコー

ス添加ダルベッコ変法イーグル培地 (D-MEM 培地) およびトリプシンは Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka) より購入した。イヌ TNF-α は King fischer 

biotec inc. (St Paul, MN, USA)から、イヌ IL-8 酵素免疫測定 (ELISA) kit は R&D 

Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA) から購入した。StatMate IVは ATMS (Tokyo) 
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より購入した。BICELLは Nihon Freezer Co., Ltd. (Tokyo) より購入した。 

 

3.2.2 細胞培養 

 第 2章と同様に，イヌ滑膜由来線維芽細胞を分離し，細胞数が 1×106個になる

ように 75 cm2の培養フラスコに播種し，10% FBS を添加した D-MEM 培地を用

い，5% CO2，37°C のインキュベーター内で培養した。 

  

3.2.3 Real-time RT-PCR 

前章と同様に，TRIzol 試薬を用いて，イヌ滑膜由来線維芽細胞から total RNA

を抽出した。PrimeScript® RT Master Mix を用いて，500 ngの total RNA から cDNA

を合成した。Real-time RT-PCR は 2 μl の cDNA，SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ，イ

ヌ IL-8 あるいはイヌ TBP のプライマーを含む 25 μl の反応液を用いて行った。

PCR は，Thermal Cycler Dice® Real Time System Ⅱ を用い，95°C 30秒間の初期変

性を 1回，次いで 95°C 5 秒間の熱変性，アニーリングと伸長を 60°C で 30秒間

×40 回の条件で行った。プライマーの特異性は，融解解離曲線分析と PCR 産物

のダイレクトシークエンスを行って確認した。データの解析は，TP900 

DiceRealTime v4.02B を用いて，second derivative method と comparative cycle 

threshold (ΔΔCt) 法を適用した。同量の cDNA を使用したイヌ TBP の増幅を内在

性コントロールとし，また，イヌ滑膜由来線維芽細胞 (time : 0) からの cDNAの

増幅を較正標準として用いた。 
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3.2.4 Western blotting  

サンプルバッファー (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM フッ化ナトリウム

および complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いてタン

パク質を回収した。タンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford, 1976) にて定量し，

dithiothreitol (DDT) 添加 sodium dodecyl sulfate (SDS) バッファーで 95°C，5分間

煮沸した。サンプルを 10 μg ずつ 7.5% または 12% Mini-PROTEAN TGX gel に

添加し，電気泳動を行った。分離したサンプルは PVDF膜へ転写し，Block Ace

にて 50 分間室温にてブロッキングを行った。その後，PVDF 膜を一次抗体［抗

p-ERK (1:1,000)，抗 t-ERK (1:1,000)，抗 p-JNK (1:1,000)，抗 t-JNK (1:1,000), 抗 β

アクチン (1:10,000)］を用いて，室温で 120 分間インキュベートした。洗浄後，

PVDF 膜を HRP-conjugated anti-rabbit IgG または HRP-conjugated anti-mouse IgG 

(1:10,000) を用いて，室温で 90 分間インキュベートした。免疫反応は，ECL 

Western blotting Analysis System を用いて検出した。PVDF膜の化学発光シグナル

は ImageQuant LAS 4000 mini を用いて測定した。 

 

3.2.5 統計学的分析  

 実験データは平均±標準誤差として算出した。統計解析は，StatMate IV を用い

て実施した。実験データは，一元配置分散分析を用いて解析した。 

 

 

3.3 結果 
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3.3.1  TNF-α誘導性 IL-8 mRNA発現に対する MAP キナーゼ阻害剤の効果 

 前章で示したように，イヌ滑膜由来線維芽細胞を 50 ng/ml TNF-α で 6 時間刺

激すると，TNF-α 誘導性の IL-8 mRNA の発現上昇を real-time RT-PCR にて確認

できる。そこで，50 ng/ml TNF-α で刺激後 6 時間における TNF-α 誘導性 IL-8 

mRNA発現に対する各種MAPキナーゼ阻害薬の効果によりMAPキナーゼの関

与を検討した。 

ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 μM)，JNK阻害剤 SP600125 (10 μM)，p38 MAP キ

ナーゼ阻害剤 SB239063 (20 μM) および SKF86002 (10 µM)を用いて細胞を 1 時

間前処理した後，50 ng/ml TNF-α で刺激を行なったところ，TNF-α 誘導性 IL-8 

mRNA の発現は FR180204 ならびに SP600125 ではほぼ完全に抑制されたが，

SB239063 ならびに SKF86002 では完全には抑制されなかった (図 3-1)。 

 

3.3.2  TNF-α誘導性 IL-8放出に対するMAP キナーゼ阻害剤の効果 

 前章で示したように，TNF-α 刺激は IL-8 の放出と産生を惹起する。そこで， 

ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 μM)あるいは JNK阻害剤 SP600125 (10 μM) にて 1

時間前処理したイヌ滑膜由来線維芽細胞を TNF-αで刺激を行ない，刺激後 24 時

間までの培養液中に放出される IL-8濃度を ELISAにて測定した。図 3-2に示す

ように， TNF-α誘導性 IL-8放出は，ERK1/2 あるいは JNK阻害剤によりほぼ完

全に抑制された。 

これらのことから，TNF-α誘導性の IL-8 mRNA 発現と IL-8放出には，ERK経

路と JNK経路の活性化が関与していることが考えられた。 
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3.3.3  TNF-α誘導性 MAP キナーゼの活性化 

MAP キナーゼの活性化はリン酸化により確認ができる。そこで，次に，イヌ

滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 刺激による各 MAP キナーゼの活性化を，

それぞれの抗リン酸化抗体を用いた Western blotting により検討した。図 3-3 に

示すように，ERK 1/2 は，50 ng/ml TNF-α刺激後，約 15分をピークに，約 5分

から約 15 分でリン酸化が確認され，その後対照レベルに戻った。また，図 3-4

に示すように，JNKは，50 ng/ml TNF-α刺激後，約 15分をピークに，約 15分か

ら約 30分でリン酸化が確認され，その後対照レベルに戻った。 

以上の結果より，イヌ滑膜由来線維芽細胞において，TNF-αは ERK1/2 と JNK 

を活性化することが示された。 

 

3.3.4  TNF-α誘導性 MAP キナーゼのリン酸化に対する阻害剤の効果 

TNF-α 誘導性の ERK1/2 ならびに JNK のリン酸化に対する阻害剤の効果を検

討した。50 ng/ml TNF-αで刺激後 15分の ERK1/2 キナーゼのリン酸化は，ERK1/2

阻害剤 FR180204 (25 μM) の前処理された細胞では抑制された。また，JNK阻害

剤 SP600125 (10 μM) で前処理された細胞では，TNF-α 誘導性の JNK のリン酸

化が抑制された (図 3-5Aおよび B)。 

 

 

3.4 考察 
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本章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞における，TNF-α 誘導性の IL-8 産生に対

する MAP キナーゼの関与を検討し，ERK1/2 阻害剤ならびに JNK 阻害剤にて

TNF-α誘導性の IL-8 mRNA発現およびタンパク質放出が抑制されたこと，TNF-

α 刺激によって ERK1/2 と JNK のリン酸化が引き起こされること，ERK1/2 と

JNK のリン酸化がそれぞれの特異的阻害剤によって抑制されたことから，TNF-

α 誘導性 IL-8 産生には，ERK1/2 と JNK の活性化が関わっていることが示され

た。 

MAP キナーゼシグナル伝達経路は，関節炎を含む炎症において重要な細胞機

能調節経路と考えられている (Thalhamer et al., 2008)。さらに，炎症性サイトカ

インにより誘導される IL-8 発現にも深く関わることが報告されている (Suzuki 

et al., 2000; Juarranz et al., 2004; Luo et al., 2008; Akutsu et al., 2013)。RA患者由来

の滑膜線維芽細胞において，熱ショックタンパク質 70 が TNF-α 刺激による IL-

8 分泌を抑制するが，同時に MAP キナーゼ経路の抑制が認められたことから，

TNF-α 誘導性 IL-8 分泌に MAP キナーゼ経路の関与が示唆された (Luo et al., 

2008)。また，RA滑膜線維芽細胞において，TNF-α刺激による IL-8 の分泌時に，

哺乳動物の主要な MAP キナーゼ経路である p38，ERK1/2 および JNK の 3 つが

すべて活性化されたと報告されている (Kunisch et al., 2007; Luo et al., 2008)。さ

らに，p38 阻害剤が RA 滑膜線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8 を減弱する

ことから，p38 MAP キナーゼの関与も報告されている (Suzuki et al., 2000; Westra 

et al., 2004)。しかし，一方で，p38，ERK1/2 および JNKの 3つのMAP キナーゼ

阻害剤は，早期継代 RA滑膜線維芽細胞における TNF-α誘導性 IL-8タンパク質
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分泌には影響を及ぼさなかったとも報告されている (Kunisch et al., 2007)。また，

p38 阻害剤が，RA 滑膜線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8 の分泌を増強す

ると報告されている (Dulos et al., 2013) ことから，滑膜線維芽細胞におけるTNF-

α 誘導性 IL-8 発現と分泌における MAP キナーゼの関与においては定まった見

解がなされていないのが現状である。これらの異なる結果は，異なる状態の RA

患者由来の滑膜線維芽細胞が原因となっていると考えられる。本研究において

は，健常なイヌからの滑膜由来線維が細胞を使用し，TNF-α誘導性 IL-8 産生に

は，ERK1/2 と JNKの活性化が関わっていることを示している。近年，健常なヒ

トの滑膜由来線維芽細胞において，TNF-α誘導性 IL-8 産生に ERK1/2 と JNKの

活性化が関わることが報告されていることから (Chen et al., 2011)，滑膜線維芽

細胞における TNF-α 誘導性 IL-8 発現と分泌における MAP キナーゼの関与の見

解の不一致は，異なる状態の RA 患者由来の細胞に起因するものと考えられる。 

滑膜由来線維芽細胞の ERK1/2 と JNK の活性化には，細胞接着および遊走誘

導に関わる即時初期遺伝子産物 Cyr61/CCN1 が関わり，IL-8 の産生および分泌

を刺激すると報告されている (Zhu et al., 2013)。また，ヒト口腔連鎖球菌由来の

病原体や壊死細胞から分泌されるタンパク質 I / IIおよび尿酸が，ERK1/2 および

JNK を活性化して IL-8 の産生および分泌を刺激すると報告されている (Neff et 

al., 2003; Chen et al., 2011)。ヒトの RA患者における関節の進行性破壊において

も，ERK1/2と JNKの活性化増強が観察されたとの報告からも (de Launay., 2012)，

滑膜由来線維芽細胞の TNF-α 誘導性 IL-8 産生に ERK1/2 と JNK の活性化が関

わると考えられる。 



 

 

 

25 

 

 

 

  

図 3-1．イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α誘導性 IL-8 mRNA 発現に対す

る MAPキナーゼ阻害剤の効果 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞を ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 µM)，JNK 阻害剤

SP600125 (10 µM)， p38 MAP キナーゼ阻害剤 SB239063 (20 µM) と SKF86002 

(20 μM) で 1時間前処理した後，50 ng/ml TNF-α存在下または非存在下で 6時間

インキュベートし，IL-8 mRNA発現の変化を Real-time RT-PCR にて検討した。

値は独立に繰り返し実施した 3例の平均値 ± 標準誤差を示す。*P < 0.05 
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図 3-2．イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α誘導性 IL-8放出に対する MAP 

キナーゼ阻害剤の効果 

ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 µM)，JNK阻害剤 SP600125 (10 µM) で 1時間前

処理した後，50 ng/ml TNF-α存在下または非存在下で 24時間インキュベートし，

培養上清中に放出された IL-8 濃度を ELISA にて測定した。阻害剤の効果は，

TNF-α 誘導性 IL-8 放出を 100%とした場合の相対値で示してある。値は独立に

繰り返し実施した 3 例の平均値 ± 標準誤差を示す。*P < 0.05 
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図 3-3． イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-αによる ERK1/2リン酸化の経

時的変化 

イヌ滑膜由来線維芽細胞を 50 ng/ml TNF-α で 0~120 分間刺激した後，リン酸

化 ERK1/2 (p-ERK1/2) および total-ERK1/2 (t-ERK1/2) について特異的抗体を用

いた Western blotting により検出した。独立に繰り返し実施した 3 例の中の代表

的な結果を示す。 
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図 3-4．イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-αによる JNKリン酸化の経時的

変化 

イヌ滑膜由来線維芽細胞を 50 ng/ml TNF-α で 0~120 分間刺激した後，リン酸

化 JNK (p-JNK) および total-JNK (t-JNK) について特異的抗体を用いた Western 

blotting により検出した。独立に繰り返し実施した 3 例の中の代表的な結果を示

す。 
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図 3-5 イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 誘導性 ERK1/2 ならびに JNK

のリン酸化に対する ERK1/2 および JNK阻害剤の効果 

 (A) イヌ滑膜由来線維芽細胞を ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 μM) で 1時間

前処理した後，50 ng/ml TNF-α存在下または非存在下で 15分間インキュベート

し，リン酸化 ERK1/2 (p-ERK) および total-ERK (t-ERK) を特異的抗体を用いた

Western blottingにより検出した。(B) 同様に JNK1/2 阻害剤 SP600125 (10 μM) で

1 時間前処理した細胞を，50 ng/ml TNF-α 存在下または非存在下で 15 分間イン

キュベートし， リン酸化 JNK (p-JNK) および total JNK (t-JNK) を特異的抗体を

用いた Western blotting により検出した。それぞれ独立に繰り返し実施した 3 例

の中の代表的な結果を示す。 
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第 4章 

TNF-α誘導性 IL-8 発現に関わる ERKサブタイプ 
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4.1 緒言 

 炎症に関与するシグナル伝達経路として，MAP キナーゼの存在が知られてお

り，ERK，JNK，p38を中心として検討が進められていることは前述した (Kyriakis 

et al., 2001; Kaminska, 2005; Kyriakis et al., 2012)。第 3章において，イヌ滑膜由来

線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8 mRNA 発現およびタンパク質の放出は

ERK 阻害剤と JNK 阻害剤によって抑制されたが，p38 阻害剤によって阻害され

なかったことから，TNF-α 誘導性 IL-8 発現には ERK と JNK が関与しているこ

とが示唆された。 

 ERK および JNK には異なるサブタイプが存在することが知られている

(Kyriakis et al., 2001; 2012)。しかし，サブタイプに特異的な阻害剤が存在しない

ため，それぞれのサブタイプの細胞機能への関わりは不明な点が多い。第 3 章

で使用した ERK 阻害剤 FR180204 も ERK1 および ERK2 の両者に効果を示す。

そこで本章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α誘導性 IL-8発現に関

わる ERK のサブタイプを明らかにする目的で，ERK1 または ERK2 を特異的に

ノックダウンした細胞を用い，検討を行った。 

 

 

4.2 材料と方法 

4.2.1 材料 

TRIzol は， Life Technology Co. (Carlsbad, CA, USA) より購入した。

CELLBANKER 1 plus medium，PrimeScript® RT Master Mix，SYBR® Premix Ex Taq™ 
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Ⅱ，Thermal Cycler Dice® Real Time System IIおよび TP900 DiceRealTime v4.02Bは

TaKaRa Bio Inc. (Shiga) より購入した。抗ラット total-ERK1/2 ウサギモノクロー

ナル抗体(抗 t-ERK1/2，137F5)は Cell Signaling Technology Japan，KK (東京) より，

抗 β-アクチン (AC74) マウスモノクローナル抗体は Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, 

MO, USA) より購入した。Scramble siRNA，ERK1および ERK2に対する siRNA

は Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, MO, USA) に合成を依頼した。 horseradish 

peroxidase-conjugated (HRP-conjugated) 抗ウサギおよび抗マウス IgG 抗体，ECL 

Western blotting Analysis System，ImageQuant LAS 4000 mini，protein A plus G 

Sepharoseは GE Healthcare (Piscataway, NJ, USA) より購入した。Mini-PROTEAN 

TGX gel，polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜は Bio-Rad (Hercules, CA, USA) より

購入した。Complete mini EDTA-free protease inhibitor mixtureと Block Aceは Roche 

(Mannheim, Germany) より購入した。低グルコース添加ダルベッコ変法イーグル

培地 (D-MEM 培地) およびトリプシンは Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 

(Osaka) より購入した。イヌ TNF-αは King fischer biotec inc. (St Paul, MN, USA)

から購入した。StatMate IV は ATMS (Tokyo) より購入した。BICELL は Nihon 

Freezer Co., Ltd. (Tokyo) より購入した。 

 

4.2.2 細胞培養 

 前章までと同様に，イヌ滑膜由来線維芽細胞を分離し，細胞数が 1×106個にな

るように 75 cm2の培養フラスコに播種し，10% FBS を添加した D-MEM 培地を

用い，5% CO2，37°Cのインキュベーター内で培養した。 
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4.2.3 Real-time RT-PCR 

 TRIzol 試薬を用いて，イヌ滑膜由来線維芽細胞から Total RNA を抽出した。

PrimeScript® RT Master Mix を用いて，500 ng の total RNA から cDNA を合成し

た。Real-time RT-PCRは 2 μl の cDNA，SYBR® Premix Ex Taq™ II，イヌ IL-8の

プライマーを含む 25 μl の反応液を用いて行った。プライマーは第 2 章の表 2-1

に示した配列と同じものを使用した。no-template controlの Real-time RT-PCRは，

2 μl の RNaseと DNase free water を用いて行った。no-reverse transcription control

の Real-time RT-PCR は 2 μl の各 RNAサンプルを用いて行った。PCR は，Thermal 

Cycler Dice® Real Time System II を用い，95ºC 30 秒間の初期変性を 1回，次いで

95ºC 5 秒間の熱変性，アニーリングと伸長を 60ºC で 30秒間× 40 回の条件で行

った。プライマーの特異性は，融解解離曲線分析と PCR 産物のダイレクトシー

クエンスを行って確認した。データの解析は，TP900 DiceRealTime v4.02B を用

いて，second derivative methodと comparative cycle threshold(ΔΔCt)法を適用した。

同量の cDNAを使用したイヌ TBP の増幅を内在性コントロールとし，また，イ

ヌ滑膜由来線維芽細胞 (time : 0) からの cDNA の増幅を較正標準として用いた。 

 

4.2.4 siRNAの細胞導入による ERKのノックダウン 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞を，35 mm のディッシュに 1.0 × 105 cells/well，もし

くは 90 mm のディッシュに 5.0 × 105 cells/well の密度で播種し，100 nM の ERK1 

siRNA，ERK2 siRNA，または Scramble siRNA を，10 μl/ml の Lipofectamine 2000
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を含む Opti-MEM を使用して 6 時間インキュベーター内で静置することにより

siRNAを細胞へトランスフェクトした。表 4-1に ERK1ならびに ERK2 の siRNA

の配列を示す。siRNAの効果は抗 t-ERK1/2 抗体および抗 β アクチン抗体を用い

たWestern blottingにより確認した。 

 

4.2.5 Western blotting 

サンプルバッファー (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM フッ化ナトリウム

および complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いてタン

パク質を回収した。タンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford, 1976) にて定量し，

dithiothreitol (DDT) 添加 sodium dodecyl sulfate (SDS) バッファーで 95ºC，5分間

煮沸した。サンプルを 10 μg ずつ 7.5% または 12% Mini-PROTEAN TGX gel に

添加し，電気泳動を行った。分離したサンプルは PVDF膜へ転写し，Block Ace

にて 50 分間室温にてブロッキングを行った。その後，PVDF 膜を一次抗体 [抗

t-ERK1/2 抗体 (1:1,000)，抗 β アクチン抗体 (1:10,000)］を用いて，室温で 120分

間インキュベートした。洗浄後， PVDF 膜を HRP-conjugated anti-rabbit 

IgG(1:10,000)または HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:10,000) を用いて，室温で

90分間インキュベートした。免疫反応は，ECL Western blotting Analysis System を

用いて検出した。PVDF膜の化学発光シグナルは ImageQuant LAS 4000 mini を用

いて測定した。 

 

4.2.6 統計学的分析  
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 実験データは平均 ± 標準誤差として算出した。統計解析は，StatMate IV を用

いて実施した。実験データは，一元配置分散分析を用いて解析した。 

 

 

4.3 結果 

4.3.1 siRNAによるノックダウン細胞における ERK1および ERK2 の発現抑制 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞に ERK1 siRNAまたは ERK2 siRNAを， また，対照

として scramble siRNA を Lipofectamine 2000 を用いて導入した。それぞれの細胞

において抗 t-ERK1/2抗体を用いたWestern blottingにて ERK1および ERK2発現

を検討した。図 4-1 に示すように，対照として用いた scramble siRNA 導入細胞

と比べて，ERK1 ノックダウン細胞では t-ERK1 発現は有意に抑えられており，

また，ERK2 ノックダウン細胞では t-ERK2 発現が有意に抑えられていることが

確認された。 

 

4.3.2 ERK2 ノックダウン細胞における TNF-α誘導性 IL-8 mRNA の発現抑制 

 siRNA にて ERK1 あるいは ERK2 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細

胞における TNF-α誘導性 IL-8 mRNA発現について Real-time RT-PCRを用いて検

討した。図 4-2 に示すように，ERK1 ノックダウン細胞においては TNF-α の IL-

8 mRNA 発現に対する効果は scramble siRNA 導入細胞と比べて有意な変化は認

められなかったが，ERK2 ノックダウン細胞においては TNF-α 誘導性の IL-8 

mRNA発現は有意に抑制された。両ノックダウン細胞におて，β アクチンの発現
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に変化は認められなかった。 

 

 

4.4 考察 

 第 3章での阻害剤を用いた結果より，イヌ滑膜由来線維芽細胞において， ERK

と JNK が TNF-α 誘導性の IL-8 の発現調節に関わることが示唆されたことから，

本章では，ERKのサブタイプについて検討を行った。その結果，ERK2 ノックダ

ウン細胞において TNF-α誘導性の IL-8 mRNA発現が抑制されたことから，ERK2

が機能的なサブタイプとして関与することを明らかにした。 

ERK には異なるサブタイプが存在し，その中で最も広く研究されているのは

ERK1および ERK2 である。ヒトにおいて ERK1および ERK2は，83％のアミノ

酸同一性を共有し，ほとんどの組織で共に発現される  (Boulton et al., 1991a; 

1991b; Shin et al., 2010)。これらの 2つのサブタイプは，一般に，複数の細胞外刺

激に応答して共に活性化される(Meloche, 1995; Lewis et al., 1998; Cobb et al., 2000)。

以前の研究では，活性化対立遺伝子またはサブタイプ特異的阻害剤が利用でき

なかったため，2 つのサブタイプ間の機能的差異は不明であった (Radtke et al., 

2013; Saba-El-Leil et al., 2016)。近年，アンチセンス技術または siRNAトランスフ

ェクションは，滑膜線維芽細胞を含むいくつかのタイプの細胞における ERKサ

ブタイプを阻害するための非常に特異的な方法として導入されている (Li et al., 

2006; Frémin et al., 2007; Bessard et al., 2008; Li et al., 2009; Shin et al., 2010; 2013; 

Bonito et al., 2014; Kitanaka et al., 2017)。 
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 本研究では，ERK サブタイプ特異的 siRNAをイヌ滑膜由来線維芽細胞に導入

することにより ERK のノックダウンを行った。 ERK2 ノックダウン細胞では，

TNF-α 誘導性 IL-8 mRNA 発現は減弱したが，ERK1 ノックダウン細胞では減弱

しなかった。この結果より，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α誘導性 IL-

8発現において ERK2 が優位に機能するサブタイプであることが示された。 
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表 4-1．siRNAに用いた RNAの遺伝子配列 

Gene Name Accession No. 

 

siRNA sequences 

Canine ERK1 NM_001252035.1 F: 5´-CCAAUGUGCUCCACCGGGA-3´ 

   R: 5´-UCCCGGUGGAGCACAUUGG-3´ 

Canine ERK2 NM_001110800.1 F: 5´-CCCAAAUGCUGACUCGAAA-3´ 

  R: 5´-UUUCGAGUCAGCAUUUGGG-3´ 
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図 4-1． siRNAによる ERK1 と ERK2 のノックダウン細胞におけるタンパク質

発現抑制 

 siRNAにより，ERK1 と ERK2をそれぞれノックダウンしたイヌ滑膜由来線維

芽細胞におけるタンパク質の発現抑制を抗 t-ERK1/2 抗体を用いた Western 

blotting にて確認した。β アクチン発現を内部標準として用いた。独立に繰り返

し実施した 3例の中の代表的な結果を示す。 
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図 4-2．ERK1 および ERK2をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞におけ

る TNF-α刺激による IL-8 mRNA発現 

 siRNAを用いて，ERK1と ERK2をそれぞれノックダウンしたイヌ滑膜由来線

維芽細胞において，24 時間の TNF-α 刺激を行った後，IL-8 mRNA 発現を Real-

time RT-PCR にて検討した。TNF-α誘導性の IL-8 mRNA発現は，Scramble siRNA

導入細胞を対照とすると，ERK2ノックダウン細胞では有意に減少し，ERK1ノ

ックダウン細胞では有意な差は認められなかった。結果は，3例の独立した実験

結果の平均 ± 標準誤差を示す。*P < 0.05 
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第 5章 

TNF-α誘導性 IL-8 発現に関わる JNKサブタイプ 
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5.1 緒言 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 刺激による IL-8 発現について，第 3

章では TNF-α 刺激による IL-8 mRNA 発現およびタンパク質放出に対する

ERK1/2 阻害剤，JNK阻害剤ならびに p38阻害剤の効果より，TNF-α誘導性 IL-8

発現に ERK1/2と JNKが関与していることを明らかにした。さらに第 4章では，

イヌ滑膜由来線維芽細胞に対して siRNA による ERK1 と ERK2 のノックダウン

を行うことで，TNF-α 刺激による IL-8の発現に ERKのサブタイプである ERK2

が関与することを明らかにした。そこで，本章では TNF-α誘導性 IL-8発現に関

わる JNK のサブタイプを明らかにすることを目的とした。JNK は JNK1~3 の 3

種類のサブタイプが知られている (Kyriakis et al, 2001; 2012)。 JNK1および JNK2

は種々の組織や細胞で発現が認められるが，JNK3 は脳，心臓および精巣にのみ

特異的に発現が認められる (Yang et al., 1997) ことから，本章では JNK1および

JNK2 を標的とし，JNK1 または JNK2 を特異的にノックダウンしたイヌ滑膜由

来線維芽細胞を用い，検討を行った。 

 

 

5.2 材料と方法 

5.2.1 材料 

TRIzol は，Life Technology Co. (Carlsbad, CA, USA) より購入した。CELLBANKER 

1 plus medium，PrimeScript® RT Master Mix，SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ，Thermal 

Cycler Dice® Real Time System IIおよび TP900 DiceRealTime v4.02B は TaKaRa Bio 
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Inc. (Shiga, Japan) より購入した。ヒト total-JNK1[抗 t-JNK1, EPR140(2)]およびヒ

ト total-JNK2 に対するウサギモノクローナル抗体(抗 t-JNK2, EP1595Y)は Abcam 

(Cambridge, UK) より，また，抗 β-アクチン (AC74) マウスモノクローナル抗体

は Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, MO, USA) より購入した。Scramble siRNA，JNK1

および JNK2 に対する siRNAは Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, MO, USA)に合成を

依頼した。horseradish peroxidase-conjugated (HRP-conjugated) 抗ウサギおよび抗マ

ウス IgG抗体，ECL Western blotting Analysis System，ImageQuant LAS 4000 mini

は GE Healthcare (Piscataway, NJ, USA) より購入した。Mini-PROTEAN TGX gel，

polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜は Bio-Rad (Hercules, CA, USA) より購入した。

Complete mini EDTA-free protease inhibitor mixtureとBlock AceはRoche (Mannheim, 

Germany) より購入した。低グルコース添加ダルベッコ変法イーグル培地 (D-

MEM 培地) およびトリプシンは Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka) より

購入した。StatMate IV は ATMS (Tokyo) より購入した。BICELLは Nihon Freezer 

Co., Ltd. (Tokyo) より購入した。 

 

5.2.2 細胞培養 

 前章までと同様に，イヌ滑膜由来線維芽細胞を分離し，細胞数が 1×106個にな

るように 75 cm2の培養フラスコに播種し，10% FBS を添加した D-MEM 培地を

用い，5% CO2，37°Cのインキュベーター内で培養した。 

 

5.2.3 Real-time RT-PCR 
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 TRIzol 試薬を用いて，イヌ滑膜由来線維芽細胞から total RNA を抽出した。

PrimeScript® RT Master Mix を用いて，500 ng の total RNA から cDNA を合成し

た。Real-time RT-PCRは 2 μl の cDNA，SYBR® Premix Ex Taq™ II，イヌ IL-8の

プライマーを含む 25 μl の反応液を用いて行った。プライマーは第 2 章の表 2-1

に示した配列と同じものを使用した。no-template controlの Real-time RT-PCRは，

2 μl の RNaseと DNase free water を用いて行った。no-reverse transcription control

の Real-time RT-PCR は 2 μl の各 RNAサンプルを用いて行った。PCR は，Thermal 

Cycler Dice® Real Time System II を用い，95ºC 30 秒間の初期変性を 1回，次いで

95ºC 5 秒間の熱変性，アニーリングと伸長を 60ºC で 30秒間× 40 回の条件で行

った。プライマーの特異性は，融解解離曲線分析と PCR 産物のダイレクトシー

クエンスを行って確認した。データの解析は，TP900 DiceRealTime v4.02B を用

いて，second derivative method と comparative cycle threshold(ΔΔCt)法を適用した。

同量の cDNAを使用したイヌ TBP の増幅を内在性コントロールとし，また，イ

ヌ滑膜由来線維芽細胞 (time : 0) からの cDNA の増幅を較正標準として用いた。 

 

5.2.4  siRNAの細胞導入による JNKのノックダウン 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞を，35 mm のディッシュに 1.0 × 105 cells/well，もし

くは 90 mm のディッシュに 5.0 × 105 cells/well の密度で播種し，100 nM の JNK1 

siRNA，JNK2 siRNA，または Scramble siRNA を，10 μl/ml の Lipofectamine 2000

を含む Opti-MEM を使用して 6 時間インキュベーター内で静置することにより

siRNAを細胞へトランスフェクトした。表 5-1に JNK1 ならびに JNK2 の siRNA
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の配列を示す。siRNA の効果を抗 t-JNK1 抗体，抗 t-JNK2 抗体および抗 β アク

チン抗体を用いたWestern blottingにより確認した。 

 

5.2.5 Western blotting 

サンプルバッファー (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM フッ化ナトリウム

および complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いてタン

パク質を回収した。タンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford, 1976) にて定量し，

dithiothreitol (DDT) 添加 sodium dodecyl sulfate (SDS) バッファーで 95ºC，5分間

煮沸した。サンプルを 10 μg ずつ 7.5% または 12% Mini-PROTEAN TGX gel に

添加し，電気泳動を行った。分離したサンプルは PVDF膜へ転写し，Block Ace

にて 50分間室温にてブロッキングを行った。その後，PVDF膜を一次抗体[抗 t-

JNK抗体 (1:1,000)，抗 t-JNK2抗体 (1:1,000)，抗 β アクチン抗体 (1:10,000)］を

用いて，室温で 120 分間インキュベートした。洗浄後，PVDF膜を HRP-conjugated 

anti-rabbit IgG (1:10,000)または HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:10,000) を用い

て，室温で 90分間インキュベートした。免疫反応は，ECL Western blotting Analysis 

System を用いて検出した。PVDF膜の化学発光シグナルは ImageQuant LAS 4000 

mini を用いて測定した。 

 

5.2.6 統計学的分析  

 実験データは平均 ± 標準誤差として算出した。統計解析は，StatMate IV を用

いて実施した。実験データは，一元配置分散分析を用いて解析した。 
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5.3 結果 

5.3.1 siRNA による JNK1 と JNK2 のノックダウン細胞におけるタンパク質発

現抑制 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞に JNK1 siRNA，JNK2 siRNAおよび scramble siRNA

を Lipofectamine 2000 を使用して導入し，抗 t-JNK1および t-JNK2 抗体を用いた

Western blotting にて JNK1 および JNK2 発現を検討した。JNK1 をノックダウン

した細胞では t-JNK1 発現が有意に抑えられており，一方，JNK2 をノックダウ

ンした細胞では t-JNK2 発現が有意に抑えられていることが確認された。JNK1

および JNK2 ノックダウン細胞において，β アクチン発現に変化は認められなか

った (図 5-1)。 

 

5.3.2  JNK1 ノックダウン細胞における IL-8 mRNAの発現抑制 

 siRNA を導入することにより JNK1 または JNK2 の発現が抑えられたことか

ら， 次に JNK1 または JNK2 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞にお

ける TNF-α 誘導性 IL-8 mRNA 発現について Real-time RT-PCR を用いて検討し

た。図 5-2に示すように，JNK1 ノックダウン細胞においては，TNF-α誘導性 IL-

8 mRNA発現は有意に抑制された。しかし，JNK2ノックダウン細胞における IL-

8 mRNA発現に対する TNF-αの効果は，対照として用いた Scramble siRNA 導入

細胞との間に有意な変化は認められなかった。 
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5.4 考察 

 第 4 章では ERK のサブタイプである ERK2 が TNF-α 誘導性 IL-8 産生ならび

に分泌に関与していることが明らかとなった。本章では，JNK のサブタイプで

ある JNK1 が IL-8 mRNAの相対発現に関与することを明らかにした。 

 JNK は 10 個のアイソフォームが同定されており，3 つの異なる遺伝子，すな

わち JNK1，JNK2 および JNK3 のサブタイプによってコードされている。ヒト

において JNK1 および JNK2 は，様々な組織において普遍的に発現しているが，

JNK3 は主に心臓，精巣および脳に限定されている (Davis, 2000; Sehgal et al., 

2013)。JNK1 遺伝子または JNK2 遺伝子のいずれかが欠損しているマウスでは，

異なる表現型を示す (Davis, 2000; Saba-El-Leil et al., 2016)。JNK1-/- および JNK2-

/- のマウス胚由来線維芽細胞では，増殖速度が明らかに阻害された (Sabapathy et 

al., 2004)。本研究では，siRNAトランスフェクションによって，JNK1 は滑膜由

来線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8 発現に寄与するが，JNK2 は寄与しな

いことが確認された。また、JNK阻害剤は，アジュバント誘発性ラット関節炎の

関節破壊を抑制し (Han et al., 2001)，JNK1 阻害ペプチドは，マウス RA モデル 

(K/BxN) における滑膜炎症を抑制した (Guma et al., 2010)。これらの所見は，

JNK1 が滑膜炎症を誘導し，RA の病因に重要な役割を果たすことを支持してい

る。 

 本研究では，JNK サブタイプ特異的 siRNA でイヌ滑膜由来線維芽細胞をトラ
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ンスフェクトすることにより JNKノックダウンを行った。 JNK1 ノックダウン

細胞では，TNF-α 誘発 IL-8 mRNA 発現は減弱したが，JNK2 ノックダウン細胞

では減弱しなかった。これは，滑膜線維芽細胞における TNF-α誘発 IL-8発現に

おいて JNK1 が優性サブタイプであることを示している。 
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表 5-1． siRNAに用いた RNAの遺伝子配列 

Gene Name Accession No. siRNA sequences 

Canine JNK1 XM_011287267.1 F: 5´-GAAUCAGACUCAUGCUAAA-3´ 

  R: 5´-TTTAGCATGAGTCTGATTC-3´ 

Canine JNK2 XM_01281507.1 F: 5´-GGUAUUAUCGGGCACCCGA-3´ 

  R: 5´-UCGGGUGCCCGAUAAUACC-3´ 
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図 5-1．siRNAによる JNK1と JNK2 のノックダウン細胞におけるタンパク質発

現抑制 

 siRNAにより，JNK1 と JNK2 をそれぞれノックダウンしたイヌ滑膜由来線維

芽細胞におけるタンパク質の発現抑制を抗 t-JNK1 抗体，抗 t-JNK2 抗体を用い

たWestern blottingにて確認した。β アクチン発現を内部標準として用いた。独立

して実施した 3例の中の代表的な結果を示す。 
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図 5-2．JNK1および JNK2をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞におけ

る TNF-α刺激による IL-8 mRNA発現 

 siRNAを用いて，JNK1と JNK2 をそれぞれノックダウンしたイヌ滑膜由来線

維芽細胞において，24 時間の TNF-α 刺激を行った後，IL-8 mRNA 発現を Real-

time RT-PCR にて検討した。TNF-α誘導性の IL-8 mRNA発現は，Scramble siRNA

導入細胞を対照とすると，JNK1 ノックダウン細胞では有意に減少し，JNK2 ノ

ックダウン細胞では有意な差は認められなかった。結果は，3例の独立した実験

結果の平均 ± 標準誤差を示す。*P < 0.05 
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第 6章 

TNF-α誘導性 IL-8 発現に関わる MAPキナーゼ間相互作用 
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6.1 緒言 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8 発現に関わる MAP キナ

ーゼについて，第 4章ではERKサブタイプの siRNAを細胞導入することでERK2

が関与することを明らかにした。また，第 5章では，JNKのサブタイプを siRNA

を用いて検討し，JNK1 が関わることを明らかにした。ERK および JNK のそれ

ぞれのシグナル伝達経路は多くの細胞においてパラレルに細胞機能に関与する

と考えられているが，一方で，ERKと JNKの伝達経路との間に相互作用（クロ

ストーク）があることも，いくつかのタイプの細胞において報告されている 

(Shen et al., 2003; Yu et al., 2003; Adler et al., 2005; Bavaria et al., 2014; Kitanaka et al., 

2017)。そこで，本章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α誘導性 IL-8

発現に関わる ERK2 と JNK1 のクロストークについて検討した。 

 

 

6.2 材料と方法 

6.2.1 材料 

ヒトリン酸化-ERK1/2 に対するウサギモノクローナル抗体 (抗 p-ERK1/2，

D13.14.4E) およびラット total-ERK1/2 に対するウサギモノクローナル抗体(抗 t-

ERK1?2，137F5)は Cell Signaling Technology Japan，KK (東京) より，ヒト total-

JNK1[抗 t-JNK1, EPR140(2)]およびヒト total-JNK2 に対するウサギモノクローナ

ル抗体(抗 t-JNK2, EP1595Y)は Abcam (Cambridge, UK) より，リン酸化 JNKに対

するウサギポリクローナル抗体（抗 p-JNK）は Promega Co. (Madison, WI, USA) 
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より，また，抗β-アクチン (AC74) マウスモノクローナル抗体(AC74)は Sigma-

Aldrich Inc. (St Louis, MO、USA)より購入した。Scramble siRNA， ERK2および

JNK1 に対する siRNA は Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, MO, USA)に合成を依頼し

た。horseradish peroxidase-conjugated (HRP-conjugated) 抗ウサギおよび抗マウス

IgG 抗体，ECL Western blotting Analysis System，ImageQuant LAS 4000 mini は GE 

Healthcare (Piscataway, NJ, USA) より購入した。Mini-PROTEAN TGX gel，

polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜は Bio-Rad (Hercules, CA, USA) より購入した。

Complete mini EDTA-free protease inhibitor mixtureとBlock AceはRoche (Mannheim, 

Germany) より購入した。低グルコース添加ダルベッコ変法イーグル培地 (D-

MEM 培地) はWako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka) より購入した。StatMate 

IV は ATMS (Tokyo) より購入した。BICELL は Nihon Freezer Co., Ltd. (Tokyo) よ

り購入した。 

 

6.2.2 細胞培養 

 前章までと同様に，イヌ滑膜由来線維芽細胞を分離し，細胞数が 1×106個にな

るように 75 cm2の培養フラスコに播種し，10% FBS を添加した D-MEM 培地を

用い，5% CO2，37°Cのインキュベーター内で培養した。 

 

6.2.3  siRNAの細胞導入による ERK2および JNK１のノックダウン 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞を，35 mm のディッシュに 1.0 × 105 cells/well，もし

くは 90 mm のディッシュに 5.0 × 105 cells/well の密度で播種し，100 nM の ERK2 
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siRNA，JNK1 siRNA，または scramble siRNA を，10 μl/ml の Lipofectamine 2000

を含む Opti-MEM を使用して 6 時間インキュベーター内で静置することにより

siRNA を細胞へトランスフェクトした。ERK2 および JNK1 の siRNA の配列は

第 4章の表 4-1および第 5章の表 5-1にそれぞれ示したものを用いた。 

 

6.2.4 Western blotting 

サンプルバッファー (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM フッ化ナトリウム

および complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いてタン

パク質を回収した。タンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford, 1976) にて定量し，

dithiothreitol (DDT) 添加 sodium dodecyl sulfate (SDS) バッファーで 95ºC，5分間

煮沸した。サンプルを 10 μg ずつ 7.5% または 12% Mini-PROTEAN TGX gel に

添加し，電気泳動を行った。分離したサンプルは PVDF膜へ転写し，Block Ace

にて 50分間室温にてブロッキングを行った。その後，PVDF膜を一次抗体[抗 t-

ERK1/2 抗体 (1:1,000)，抗 p-ERK1/2 抗体 (1:1,000)，抗 t-JNK1 抗体 (1:1,000)，

抗 p-JNK抗体 (1:1,000)，抗 β アクチン抗体 (1:10,000)］を用いて，室温で 120分

間インキュベートした。洗浄後，PVDF 膜を HRP-conjugated anti-rabbit IgG 

(1:10,000)または HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:10,000) を用いて，室温で 90

分間インキュベートした。免疫反応は，ECL Western blotting Analysis System を用

いて検出した。PVDF 膜の化学発光シグナルは ImageQuant LAS 4000 mini を用い

て測定した。 
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6.3 結果 

6.3.1 ERK2 ノックダウン細胞における TNF-α誘導性 JNK1 発現とリン酸化 

siRNA によって ERK2 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞における

TNF-α 誘導性の t-ERK2 発現とリン酸化は，対照とした Scramble siRNA 導入細

胞のものと比較して有意に低下することが確認された (図 6-1)。この ERK2ノッ

クダウン細胞における TNF-α 誘導性の JNK1 発現とリン酸化について検討した

ところ，対照とした Scramble siRNA導入細胞と比べて，有意な変化は認められ

なかった (図 6-1)。 

 

6.3.2 JNK1 ノックダウン細胞における TNF-α誘導性 ERK2発現とリン酸化 

siRNA によって JNK1 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞における

TNF-α誘導性の t-JNK1 発現とリン酸化は，対照とした Scramble siRNA 導入細胞

のものと比較して有意に低下することが確認された (図 6-2)。この JNK1 ノック

ダウン細胞における TNF-α 誘導性の ERK2 発現とリン酸化について検討したと

ころ，対照とした Scramble siRNA 導入細胞と比べて，有意な変化は認められな

かった (図 6-2)。 

 

 

6.4 考察 

 本章では siRNA にて ERK2 および JNK1 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線
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維芽細胞を用い，TNF-α 誘導性 ERK2 および JNK1 発現とリン酸化を検討した

が，ERK2 ノックダウンは JNK1 発現とリン酸化に影響を与えず，また，JNK1 ノ

ックダウンは ERK2 発現とリン酸化に影響を与えなかったことから，両経路に

おけるクロストークはないことが示唆された。 

 JNKと ERKシグナル伝達との間の相互作用は，いくつかのタイプの細胞にお

いて報告されている。ラット腸上皮細胞 (IEC-6) において，ERK の活性化がカ

ンプトテシン誘導性アポトーシスにおける JNK 活性化を制御していることが報

告されている (Bavaria et al., 2014)。また，ヒト星状細胞株 (U-251) およびアフ

リカツメガエルの卵母細胞においては，ERK のリン酸化酵素である MEK 

(MAPK/ERK キナーゼ ) とその活性化に関わる Raf から構成される

Raf/MEK/ERK シグナル伝達と JNK シグナル伝達との間のポジティブなフィー

ドバックループの存在が報告されている (Adler et al., 2005)。一方，COS-7細胞

においては，持続的な JNK活性化が ERK活性化を減弱するという JNKと ERK

シグナル伝達の間の負のフィードバックループが存在することも報告されてい

る (Shen et al., 2003)。BCR/ABL 陽性ヒト白血病細胞では，JNKシグナル伝達の

活性化は，ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤によって誘発されたアポトーシス

において ERK シグナル伝達と協調したと報告されている (Yu et al., 2003)。 ま

た，滑膜由来線維芽細胞においては，近年，IL-1β で刺激したネコの細胞におい

て，JNK 活性化が MEK/ERK 活性調節に関わることが明らかにされている 

(Kitanaka et al., 2017)。しかしながら，本研究では ERK2 siRNA導入が TNF-α誘

導性 JNK1 リン酸化に影響を及ぼさず，JNK1 siRNA導入も TNF-α 誘導性 ERK2
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リン酸化に影響しなかったことから，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α

誘導性 IL-8 の産生と分泌には，ERK2 および JNK1 の活性化が独立して関わる

ことを示唆している。ヒト線維芽細胞において，細胞内の酸化状態が UV照射に

おける ERK と JNK の活性化の違いに影響することが報告されている (Matsuda 

et al., 2000)。そのため，イヌ滑膜由来線維芽細胞における ERK2と JNK1 経路の

活性調節を行う細胞内環境因子が存在するかもしれないが，現在のところ不明

であり，今後更なる検討が必要と思われる。 
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図 6-1．ERK2 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 誘

導性 JNK1発現とリン酸化 

 siRNAを用いて ERK2をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞において，

15 分間の TNF-α（50 ng/ml）刺激を行った後， p-ERK2，t-ERK2，p-JNK1 およ

び t-JNK1をWestern blottingにて検討した検出した。β アクチン発現を内部標準

として用いた。対照として用いた Scramble siRNA 導入細胞と比べ，p-ERK2と t-

ERK2 では有意な減少がみられ，ノックダウンが認められたが，p-JNK1 および

t-JNKでは有意な差は認められなかった。独立して実施した 3例中の代表的な結

果を示す。 
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図 6-2．JNK1 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 誘

導性 ERK2 発現とリン酸化 

 siRNA を用いて JNK1 をノックダウンしたイヌ滑膜由来線維芽細胞において，

15分間の TNF-α（50 ng/ml）刺激を行った後， p-JNK1，t-JNK1，p-ERK2および

t-ERK2 を Western blotting にて検討した検出した。β アクチン発現を内部標準と

して用いた。対照として用いた Scramble siRNA 導入細胞と比べ，p-JNK1 と t-

JNK1 では有意な減少がみられ，ノックダウンが認められたが，p-ERK2 および

t-ERK2 には有意な差は認められなかった。独立して実施した 3 例中の代表的な

結果を示す。 
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第 7章 

総 括 
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 本研究は，イヌのリウマチ様関節炎や変形性関節症などの病態形成に重要な

役割を果たす滑膜炎の病態発生機構を解明するために，正常なイヌ滑膜由来線

維芽細胞を用いて，炎症性サイトカインの一種である TNF-α刺激による IL-8発

現とタンパク質放出，また，それに関わる MAP キナーゼ経路の関与について検

討し，以下の結果を得た。 

第 2 章では，イヌ滑膜由来線維芽細胞において，TNF-α 刺激による時間依存

性および用量依存性の IL-8の mRNA発現の促進と放出が認められた。IL-8は産

生に伴って放出されたことから，TNF-α 刺激は IL-8 発現を引き起こすことが明

らかとなった。 

第 3章では，種々の細胞において，TNF-α刺激により MAP キナーゼ経路の活

性化が報告されていることから，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 誘導

性の IL-8 発現への MAP キナーゼ経路の関与について検討した。MAP キナーゼ

経路には，主として，ERK経路，JNK 経路，p38 MAP キナーゼ経路の 3種類が

知られている。本研究では，阻害剤を用いた検討により，TNF-α 誘導性の IL-8 

mRNA 発現には，ERK ならびに JNK の活性化が関与することが明らかとなっ

た。実際に，TNF-αで刺激したイヌ滑膜由来線維芽細胞では，ERK1/2 および JNK

の時間依存的なリン酸化が認められ，さらに， ERK 阻害剤および JNK 阻害剤

によって，それぞれ ERK1/2 および JNKのリン酸化が阻害されたことから，ERK

と JNKが TNF-α誘導性 IL-8発現と放出に関わっていることが示唆された。 

第 4章では，第 3 章で示唆された ERK経路について，ERKのサブタイプであ

る ERK1または ERK2 について siRNA導入によるノックダウンを行い、いずれ
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のサブタイプが関与するかを検討した。ERK1 あるいは ERK2をノックダウンし

たイヌ滑膜由来線維芽細胞を用いて，TNF-α 刺激による IL-8 mRNAの発現を検

出したところ，ERK2 のノックダウンによって IL-8 mRNA の発現は有意に抑制

された。この結果から，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8発

現に関わる ERKのサブタイプは ERK2であることが明らかとなった。 

第 5 章では，第 3 章で示唆された JNK 経路について，そのサブタイプである

JNK1 および JNK2 について，siRNA導入によるノックダウンを行い，いずれの

サブタイプの関与があるかを検討した。JNK1 あるいは JNK2 をノックダウンし

たイヌ滑膜由来線維芽細胞を用いて，TNF-α 刺激による IL-8 mRNAの発現を検

出したところ，JNK1 のノックダウンによって IL-8 mRNA の発現は有意に抑制

された。この結果から，イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α 誘導性 IL-8発

現に関わる JNKのサブタイプは JNK1 であることが明らかとなった。 

第 6章では，MAP キナーゼ間の相互作用も報告されていることから，第 4章

および第 5 章で示した siRNA 導入によるノックダウンイヌ滑膜由来線維芽細胞

を用いて，TNF-α 誘導性 IL-8 発現に関わる ERK2 と JNK1 の相互作用について

検討した。ERK2 ノックダウン細胞においては，ERK2タンパク質発現とリン酸

化は抑制されたが JNK1 タンパク質発現およびリン酸化の抑制は認められず，ま

た，JNK1 ノックダウン細胞においても，JNK1タンパク質発現とリン酸化は抑

制されたが ERK2 タンパク質発現およびリン酸化の抑制は認められなかったこ

とから，TNF-αで刺激したイヌ滑膜由来線維芽細胞では，ERK2および JNK1 の

活性化が独立して起こることが示された (図 7-1)。 
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以上の結果より，ERKおよび JNKシグナル伝達の活性化が，イヌ滑膜由来線

維芽細胞において TNF-α誘導性の IL-8発現と放出を惹起すること，さらに，そ

の機序として ERK2 および JNK1 のサブタイプ特異的活性化が必要であること

が明らかとなった。MAP キナーゼはヒトの RA における治療標的と考えられて

いる (Thalhamer et al., 2008) ことから， ERK2 および JNK1 はイヌにおける RA

滑膜炎の治療のための有望な分子標的であると考えられる。 
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図 7-1．イヌ滑膜由来線維芽細胞における TNF-α刺激による IL-8 mRNA 発現お 

よび放出とそれに関わる ERK2 および JNK1経路の模式図 

 イヌ滑膜由来線維芽細胞において，リガンドである TNF-αは受容体に結合し，

MAP キナーゼである ERK2 と JNK1 がそれぞれ独立した経路としてリン酸化に

より活性化され，IL-8 mRNA 発現を介してタンパク質発現を促進し，放出に至

る。 
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