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炎症は，外部からの侵害刺激，細菌やウイルスなどの病原体感染，毒物成分な

ど様々な要因に対して引き起こされる免疫系の生物学的な反応で，生体に不可

欠な防御機能である(Medzhitov, 2010)。炎症には，全身を循環している血漿，血

管内皮細胞，白血球や血小板などの血液由来の細胞成分，線維芽細胞や筋線維芽

細胞などの結合組織とそこに存在する肥満細胞，マクロファージ，細胞外マトリ

クスなどが関与し，それぞれ別々にあるいは共同して機能を担っている。生体局

所に刺激が生じると，障害部位へ血管から液性成分が浸出し，白血球も血管外へ

遊走し障害部位へと移動する。このような反応の多くはケミカルメディエータ

ーやサイトカインなどの生体物質により制御されている (Chen et al., 2017)。 

インターロイキン 1β (IL-1β) は，免疫反応や炎症反応に関与する炎症性サイ

トカインである。IL-1β は，白血球，血管内皮細胞，線維芽細胞など様々な細胞

から分泌される。 IL-1β の遺伝子発現は炎症を誘発する PAMPs (pathogen-

associated molecular patterns：病原体関連分子パターン) や DAMPs  (damage-

associated molecular patterns：ダメージ関連分子パターン) などの刺激により誘導

される。この遺伝子発現誘導により前駆型 IL-1β タンパク質の発現が促進され

る。前駆型 IL-1β は，さらに，炎症誘導刺激によるインフラマソーム形成を介し

て活性化される caspase-1 によりプロセシングを受け，成熟型 IL-1β となって分

泌される (Bent et al., 2018; Shao et al., 2015)。 

IL-1β は，細胞膜受容体に結合すると，細胞に依存した細胞内シグナル伝達を

介して，種々の生理活性物質の産生と放出を誘導することで様々な反応を引き

起こす (Hayden & Ghosh, 2012)。IL-1β 刺激により活性化されるシグナル伝達経

路の 1つがMAP キナーゼ (mitogen-activated protein kinase) 経路である (Chen et 

al., 2017)。MAP キナーゼは，真核生物において，細胞外からの情報を核へ伝え

るシグナル伝達経路に関わる主要な酵素であり，炎症性サイトカインを含む
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様々な刺激に対する細胞応答に関与している。MAP キナーゼ経路としては，細

胞外シグナル調節キナーゼ (ERK) 1/2，c-jun N-末端キナーゼ (JNK) および p38 

の 3 つが主要な経路として知られている (Johnson & Lapadat, 2002; Kyriakis & 

Avruch, 2012)。 

また，転写調節因子の１つである NF-κBを介した細胞内シグナル経路も IL-1β

刺激により活性化される (Chen et al., 2017)。NF-κB は，特異的な細胞遺伝子の

発現を増強することによって炎症反応を調節し，発がんにも関与すると考えら

えている (Luqman & Pezzuto, 2010; Xia et al., 2018)。哺乳類における NF-κB ファ

ミリーは，RelA (p65)，RelB，Rel (cRel) ，NF-κB1 (p50 とその前駆体 p105) お

よび NF-κB2 (p52 とその前駆体 p100) の 5 つのメンバーで構成されている 

(Hayden and Ghosh, 2012)。NF-κB シグナル経路は，古典的経路と非古典的経路

の 2 つの異なる経路で構成され，古典的経路は炎症反応を媒介し，非古典的経

路は二次リンパ器官の形成だけでなく，免疫細胞の分化および成熟に関与する 

(Shih et al., 2011)。 

本研究は，イヌの細胞における IL-1β 誘導性の細胞応答と細胞内シグナル伝達

経路を検討し，イヌにおける炎症制御の機序を明らかにすることで，獣医療への

貢献を目的としたものである。 

第 2 章では，イヌ皮膚由来線維芽細胞の初代培養系を用いて，炎症に関わる

炎症性サイトカイン IL-6 発現に対する IL-1β の効果を検討し，さらに，細胞内

シグナル伝達系として MAP キナーゼの ERK1/2 の関与を検討した。 

第 3章では，第 2章と同様にイヌ皮膚由来線維芽細胞の初代培養系を用いて，

炎症に関わるマトリックスメタロプロテアーゼ (MMP) の 1つであるMMP-3発

現に対する IL-1β ついて検討し，さらに，細胞内シグナル伝達系として MAP キ

ナーゼの ERK1/2 と，それに共役する転写因子 ATF-2の関与を検討した。 
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第 4章では，イヌ由来悪性黒色腫細胞 (メラノーマ細胞) を用いて，炎症時に

産生されるプロスタグランジン合成の律速酵素シクロオキシゲナーゼ 2  (COX-

2) 発現が IL-1β 刺激により惹起されることと，細胞内シグナル伝達経路として

の NF-κBの活性化の関与について検討した。 
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第 2章 

 

イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-6 の発現 
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2.1 緒言 

インターロイキン 6 (IL-6) は，免疫応答および炎症の調節に関与するサイト

カインであり，ヒトにおいては，生理的条件下では血清濃度は低く保たれている

が，炎症の初期段階でその濃度が大きく増加する (Calabrese & Rose-John, 2014; 

Tanaka et al., 2014)。イヌにおいては，テレビン油の注射投与によって実験的に誘

発した炎症時 (Yamashita et al., 1994) に，あるいは生きた大腸菌 (Coran et al., 

1992) やリポ多糖 (LPS) (Floras et al., 2014; LeMay et al., 1990; Miyamoto et al., 

1996) を投与して作製された敗血症モデルにおいて，血清中 IL-6 濃度が上昇す

ることが観察されている。さらに，臨床的にも，特発性免疫介在性多発性関節

障害によって引き起こされる関節炎症 (Foster et al., 2014) や骨の炎症である骨

幹端骨症を発症しているイヌ (Safra et al., 2016) において，また，全身性炎症反

応症候群や敗血症のイヌにおいて (Rau et al., 2007)，血漿中 IL-6 濃度が高くな

ることが観察されている。したがって，IL-6 はヒトと同様にイヌの炎症過程に

おいて重要なサイトカインであると考えられる。 

皮膚炎症においても，IL-6 の発現および産生は，乾癬 (Grossman et al., 1989; 

Neuner et al., 1991)，扁平苔癬 (Yamaoto & Osaki, 1995)，全身性硬化症 (Koch et al., 

1993) および全身性エリテマトーデス (Fugger et al., 1989) などの皮膚疾患に関

連している。ラットにおいて，皮膚に IL-6 を過剰発現させると，表皮増殖およ

び炎症を誘発することが明らかにされている (Sawamura et al., 1998)。さらに，

IL-6 は皮膚の表皮や真皮を含む様々な細胞の増殖や分化などに関与し，局所性

炎症においても重要な役割を担うことが報告されている (Paquet & Piérard, 1996)。 

 MAP キナーゼ (mitogen-activated protein kinase) は，真核生物において，細胞

外からの情報を核へ伝えるシグナル伝達経路に関わる主要な酵素であり，炎症

性サイトカインを含む様々な刺激に対する細胞応答に関与している (Kyriakis & 
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Avruch, 2012)。MAP キナーゼ経路としては，細胞外シグナル調節キナーゼ 

(ERK) 1/2，c-jun N-末端キナーゼ (JNK) および p38 の 3つが主要な経路として

知られている (Johnson & Lapadat, 2002; Kyriakis & Avruch, 2012)。 

 線維芽細胞は，結合組織の主要な細胞成分であり，細菌のエンドトキシン，

サイトカインおよび増殖因子などの多数のストレス刺激に応答して炎症性サイ

トカインおよびケモカインを産生し，免疫細胞の炎症反応の調節に関与してい

る (Barrientos et al., 2008; Tracy et al., 2016)。一方，IL-1 β は，宿主の免疫および

炎症反応に関与する強力な炎症性サイトカインであり (Dinarello, 2011)，ヒトお

よびラット細胞において MAPキナーゼ経路を介して IL-6 の発現を刺激し放出

することが報告されている (Brinson et al., 2016; Chen et al., 2005; Kirchmeyer et al., 

2008; Kloesch et al., 2010; Lee t al., 2009; Liu et al., 2015; Miyazawa et al., 1998; Tanabe 

et al., 2014; Westra et al., 2004)。本章では，イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-

1β 誘導性 IL-6 発現および MAP キナーゼ経路の関与について検討した。 

 

2.2 材料と方法 

2.2.1 材料 

TRIzol， Lipofectamine 2000 および  Opti-MEM は  Life Technologies Co. 

(Carlsbad, CA) から購入した。CELLBANKER 1 plus medium，PrimeScript RT 

Master Mix， SYBR Premix Ex Taq II， Thermal Cycler Dice Real Time System II，

TP900 DiceRealTime v4.02B は TaKaRa Bio Inc. (Shiga, Japan) から購入した。抗ヒ

トリン酸化-ERK1/2  (p-ERK1/2, D13.14.4E) および抗ラット total-ERK1/2 (t-

ERK1/2, 137F5) ウサギモノクローナル抗体はCell Signaling Technology Japan, K.K. 

(Tokyo, Japan) から購入した。Horseradish peroxidase-conjugated (HRP-conjugated) 

抗ウサギ IgG 抗体， ECL Western Blotting Analysis System と ImageQuant LAS 
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4000 mini は GE Healthcare (Piscataway, NJ) から購入した。 Polyvinylidene 

difluoride (PVDF) 膜と Mini-PROTEAN TGX gel は，Bio-Rad (Hercules, CA) から

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

Roche (Mannheim, Germany) から購入した。α-Modified Eagle minimum essential 

medium (α-MEM)，Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF)，NaF および 4-(2-

hydroxythyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) を Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd. (Osaka, Japan) から購入した。イヌ IL-6 ELISA Kit は R&D Systems, 

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

購入した。ウシ胎児血清  (FBS) は Biowest (Nuaillé，France)から購入した。

U0126，FR180204，SKF86002，SP600125 は Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, MO) か

ら購入した。イヌリコンビナント IL-1β は，Kingfisher Biotech, Inc. (Saint Paul, 

MN)から購入した。 

 

2.2.2 細胞培養 

本研究は日本大学動物医療倫理委員会 (AP13B051) の承認を受けて行った。

すべての実験は，関連するガイドラインと規則に従って行った。皮膚由来線維

芽細胞は 3匹の健常なビーグル犬 (3 歳，雄) の背部皮膚より，先に報告した方

法を用いて作成した (Nakano et al., 2018; Tsuchiya et al.,2015)。イヌに 1% リドカ

インと 10 μg/mL アドレナリンで局所麻酔を施した後，背部皮膚を採取した。痛

みや感染を最小限に抑えるために，レミフェンタニル塩酸塩 (3~5 µg/kg/min; 

ヤンセン製薬，Tokyo, Japan) とセファゾリン (22 mg/kg; 日医工製薬株式会社, 

Toyama, Japan) を覚醒前に静脈内投与した。採取したイヌの皮膚を 3 mm2 の切

片に切断した。各切片を 90 mm のペトリ皿に入れ，10% FBS を添加した α-

MEM を用いて 5% CO2 と 37°C のインキュベーター内で静置培養した。培地
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交換は 1 週間ごとに行った。培養した組織の周囲に増殖した皮膚由来線維芽細

胞を，0.25% トリプシン-EDTA を使用して，ディッシュの 90-95% にまで増殖

した後に採集した。採取した細胞を，2×106 個/500 μL の密度で CELLBANKER 

1 plus medium を用いて懸濁し，500 μL の細胞懸濁液を滅菌セーラムチューブに

入れた。その後チューブを凍結容器 (BICELL; Nihon Freezer Co., Ltd., Tokyo, 

Japan) に入れ，-80°C で凍結保存した。実験の前に，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た。融解した細胞懸濁

液を 10% FBS を含む α-MEM と合わせ，遠心分離チューブにて，300 g で 3分

間遠心分離した。上澄み液を除去した後，ペレットを 10% FBS を含む α-MEM 

に懸濁し，75 cm2 の培養フラスコに移し，凍結保存前と同じ条件でインキュベ

ーター内に静置培養した。培養フラスコの約 90% まで細胞を増殖させた後， 

0.25% トリプシン-EDTA を使用して細胞を回収した。次いで，採取した細胞

を，75 cm2 培養フラスコ当たり 1×106 個になるように播種した。本研究におけ

る全ての実験には， 4 代目の細胞を使用した。実験では，1 個体由来の細胞を

1例として使用した。 

 

2.2.3 Real-time RT-PCR 

TRIzol 試薬を用いてイヌ皮膚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-

6またはハウスキーピングタンパク質の TATA box 結合タンパク質 (TBP) の特

異的プライマーを含む 25 μL の溶液を用いて行った。表 2-1 に，Real-time RT-

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

time RT-PCR は 2 μl の各 RNase- と DNA-free waterを用いて行った。PCR は，
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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，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。結果は，Real-time RT-PCR 解析ソフトウェア

を用いて，second derivative method と comparative cycle threshold (ΔΔCt) 法を用

いて解析した。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，イヌ皮膚由来線維芽細胞 (time : 0) からの cDNA の増幅を較正標

準として用いた。 

 

2.2.4 Western blotting 

サンプルバッファー  (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM NaF および

complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いて細胞の lysate

を作成した。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 12% Mini-PROTEAN TGX gel に添加し，電気

泳動を行った。タンパク質を分画後， 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 [p-ERK1/2 

(1:1000)，t-ERK1/2 (1:1000)] を用いて，室温で 120分間インキュベートした。洗

浄後，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。 

 

2.2.5 siRNA トランスフェクション 
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以前に報告した方法 (Nakano et al., 2018) に従い，イヌ皮膚由来線維芽細胞を

35 mm のディッシュに 1×105個，または 90 mm ディッシュに 5×105個の密度で

播種し，5 μL/mL の Lipofectamine 2000 と 400 nM の ERK1，ERK2 または 

scramble siRNA を含む Opti-MEM を使用して 6 時間トランスフェクトした。

使用した siRNA の配列を表 2-2に示す。siRNA の効果はWestern blottingにより

確認した。 

 

2.2.6 IL-6 assay 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を 6 well 培養プレートに 3×105個/well の密度で播種

した。24 時間飢餓状態にした後に，細胞を IL-1βで刺激し，培養上清を採取し，

培養上清の IL-6 の濃度を市販の ELISA Kit を用いて測定した。 

 

2.2.7 統計学的解析 

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。タイムコースの実験データは双方向分散分析を用いて解析し，

その他の実験データは一方向分散分析を用いて解析した。Turkey テストは，事

後解析として使用した。 P 値が 0.05 よりも少ない場合に統計的に有意と考え

た。 

 

2.3 結果 

2.3.1 IL-1β 誘導性 IL-6産生 

イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-6 の放出に対する IL-1β の効果を検討

した。細胞を 200 pM の IL-1β で 0~24 時間刺激を行うと，6 時間から 24 時間

の間で時間依存的に IL-6 の有意な放出が認められた (図 2-1a)。IL-1β の濃度を
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変えて 24時間刺激した細胞において，50~200 pM IL-1β は用量依存的に IL-6の

放出を促進した (図 2-1b)。次に，IL-6 mRNA 発現に対する IL- 1βの効果につい

て検討した。100 pM の IL-1β で刺激した細胞において，3 時間から IL-6 mRNA 

発現の有意な増加が観察され，6 時間でピークレベルに達し，その後コントロ

ールよりわずかに高いレベルに戻った (図 2-2a)。濃度の異なる IL-1β で 6 時間

処理を行った細胞では，50~200 pM IL-1β は用量依存的に IL-6 mRNA 発現を促

進した (図 2-2b)。これらの結果は，IL-1β はイヌ皮膚由来線維芽細胞において 

IL-6 産生を促進することを示唆している。 

 

2.3.2 IL-1β 誘導性 IL-6 発現における ERK1/2 経路の関与 

IL-1β 誘導性 IL-6産生における MAP キナーゼシグナル伝達経路の関与を，阻

害剤を用いて薬理学的な検討を行った。ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 μM)，p38

阻害剤 SKF86002 (20 μM) または JNK阻害剤 SP600125 (10 μM)で 1時間前処理

後，細胞を 100 pM IL-1β で 6時間刺激した。図 2-3a に示すように，ERK1/2 阻

害剤 FR180204は IL-1β誘導性 IL-6 mRNA発現を有意に阻害したが,  p38 MAPK

阻害剤 SKF86002 および JNK 阻害剤 SP600125 の効果は認められなかった。

ERK1/2 は MAPK/ERK キナーゼ (MEK) によって活性化されることが知られ

ている。そこで，MEK 阻害剤 U0126 の効果についても検討した。U0126 (10 

μM) で 1時間前処理した細胞では，IL-1β 誘導性 IL-6 mRNA 発現が有意に低下

した (図 2-3a)。 

次に，FR180204 または U0126 で前処理した細胞における IL-1β 誘導性 IL-6

放出についても検討したところ，図 2-3b に示すように IL-1β 誘導性 IL-6 放出は

有意に抑制された。 

これらの結果は，ERK1/2 シグナル伝達経路が IL-1β 誘導性 IL-6 産生に関与
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していることを示唆している。 

 

2.3.3 IL-1 β 誘導性 ERK1/2 リン酸化 

ERK1/2 はリン酸化によって活性化されることが知られている。そこで，イヌ

皮膚由来線維芽細胞における IL-1β による ERK1/2 の活性化を確認するために，

IL-1β 誘導性 ERK1/2 リン酸化を検討した。図 2-4a に，0~60 分間 IL-1β (100 

pM) で刺激した細胞における ERK1/2 リン酸化の時間依存性を示す。IL-1β 刺

激により一過性の ERK1/2 リン酸化が認められ，15分でピークに達した。 

次に IL-1β 誘導性 ERK1/2 リン酸化に対する阻害剤の効果を検討したところ，図

2-4b に示されるように，ERK1/2 阻害剤 FR180204 で前処理した細胞において

IL-1β による ERK1/2 のリン酸化は抑制された。これらの結果から，ERK1/2 の

活性化が IL-1β 誘導性 IL-6 発現に関与している可能性が示された。 

 

2.3.4 ERK1 および ERK2 ノックダウン細胞における IL-1 β 誘導性 IL-6 

mRNA 発現の抑制 

次に，IL-1 β 誘導性 IL-6 mRNA 発現における ERK1および ERK2のそれぞれ

の関与を検討するために，siRNAを用いた ERK1 および ERK2 のノックダウン

実験を行った。ERK1 または ERK2 siRNA を導入した細胞において，ERK1 ま

たは  ERK2 のタンパク質発現はそれぞれ有意に減少したが，対照とした

scramble siRNA 導入細胞では減少は認められなかった  (図 2-5a)。作成した

ERK1 および ERK2 のそれぞれのノックダウン細胞において，対照と比較して，

IL-1β 誘導性 IL-6 mRNA 発現の部分的な低下が認められた (図 2-5b) 。さらに，

ERK1 およびERK2ダブルノックダウン細胞においても IL-1β誘導性 IL-6 mRNA 

発現の低下が認められたが，その低下レベルは ERK1 および ERK2それぞれの 
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siRNA導入細胞と同じレベルであった(図 2-5b)。これらのことから，ERK1 およ

び ERK2 両キナーゼの活性化がイヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性

IL-6 mRNA 発現の促進に関わることが示された。 

 

2.4 考察 

創傷治癒は，炎症，肉芽組織の形成，再上皮化，マトリックス形成およびリ

モデリングを含むいくつかの重複した段階より構成される過程である (Martin, 

1997)。創傷治癒を進行させるために，ケラチノサイト，線維芽細胞，内皮細胞，

マクロファージおよび血小板を含む様々な細胞の相互作用が重要である。皮膚

線維芽細胞は，細胞の増殖，マトリックスへの移行，細胞外マトリックスの産

生および筋線維芽細胞への分化を介して皮膚創傷治癒過程において重要な役割

を担うと考えられている (Yates et al., 2007; Tracy et al., 2016)。本研究では，イヌ

の皮膚由来線維芽細胞において，炎症性サイトカイン IL-1β が IL-6 の産生と放

出を惹起することを明らかにした。 

ヒトにおいて， IL-6 は，皮膚創傷部位で急速に産生され，放出されることが

報告されており，その現象は損傷後も 24時間まで持続した (Grellner et al., 2000)。

IL-6はマウスの皮膚創傷部位でも容易に検出される (Kondo & Ohshima, 1996)。

IL-6 の遺伝子欠損マウスにおいては，白血球浸潤，再上皮化，血管新生および

コラーゲンの蓄積などの低下を伴い，創傷治癒が有意に遅れることが確認され

ている (Lin et al., 2003)。さらに，IL-6に対するモノクローナル中和抗体の投与

は，正常マウスにおいて創傷の修復を著しく遅延させた (Lin et al., 2003)。IL-6 

と可溶性 IL-6 受容体からなるキメラ融合タンパク質 (Hyper-IL-6) は，マウス

皮膚損傷モデルにおける皮膚創傷治癒を促進することが知られており (Wang et 

al., 2004)，また，IL −6 は可溶性線維芽細胞由来因子の産生を介してケラチノサ
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イト遊走を誘導することも報告されている (Gallucci et al. 2004)。これらの研究

結果は IL-6 が皮膚の創傷治癒の主要な調節因子の 1つであることを示唆してい

る。 

IL-1βは様々な組織における炎症の開始および増強において中心的な役割を果

たしているサイトカインである。IL-1βは，主にマクロファージおよび単球で産

生されるが，活性化された線維芽細胞やケラチノサイトを含む非免疫細胞によ

っても産生され，皮膚を含む組織の創傷治癒に寄与する (Barrientos et al., 2008; 

Werner & Grose, 2003)。ケラチノサイト由来の IL-1 は，線維芽細胞において IL-

6 を含むサイトカインの産生を誘導することが報告されている (Boxman et al., 

1993; 1996)。従って，IL-1β誘導性の IL-6産生はイヌの皮膚の創傷治癒において

も重要なプロセスである可能性が高い。 

IL-1β による IL-6 の産生と放出には，MAP キナーゼシグナル伝達経路を介し

て引き起こすことが様々な細胞で報告されている。例えば，ヒト網膜ミュラー

細胞においては p38 (Lin et al., 2015)が，ヒト関節滑膜線維芽細胞  (Lee et al., 

2007; Miyazawa et al., 1998; Westra et al., 2004)，ヒト眼窩線維芽細胞 (Chen et al., 

2005)，軟骨細胞株 C-28/I2 (Kloesch et al., 2010) および歯肉線維芽細胞 (Brinson 

et al., 2016) においては p38 および ERK1/2 が，ラットグリア細胞では p38 及

び JNK (Tanabe et al., 2014) が，ラット滑膜線維芽細胞 (Kirchmeyer et al., 2008) 

においては ERK1/2 が IL-1β 誘導性 IL-6 発現および産生に関与することが報告

されている。これらの研究から，IL-1β 誘誘導性 IL-6 発現に関与する MAP キ

ナーゼ経路は細胞や種に依存することが考えられる。本研究では，ERK1/2 お

よび MEK 阻害剤が IL-6 mRNA 発現に対する IL-1 βの効果を抑制するが，p38 

および JNK 阻害剤ではその影響は認められなかった。ERK1 および ERK2 ノ

ックダウン細胞において，IL -1β 誘導性 Il-6 発現は減少したことから，イヌ皮
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膚由来線維芽細胞において， IL-1β 誘導性 IL-6 発現には ERK1/2 シグナル伝達

経路が深く関与する可能性が考えられる。 

ヒト ERK1 および ERK2 のアミノ酸配列は 84% のホモロジーを有してお

り，多くの組織で両者ともに発現している (Boulton et al., 1991; Roskoski, 2012)。

これら 2 つのアイソフォームは，一般的に，細胞外からの刺激によって同時に

活性化される (Cobb & Goldsmith, 2000; Lewis et al., 1998; Meloche, 1995)。一方，

2 つのアイソフォーム間の機能的差異も報告されている  (Buscà et al., 2016; 

Frémin et al., 2007; Li et al., 2009; Radtke at al., 2013; Shin et al., 2013)。我々も，

ERK1 および ERK2 がネコおよびイヌ滑膜線維芽細胞において異なる機能を

有することを明らかにした (Kitanaka et al., 2017; Namba et al., 2017)。本研究では，

ERK アイソフォーム特異的な siRNA で処理して作成した ERK1 および ERK2 

ノックダウン細胞における IL-1β 誘導性 IL-6 mRNA 発現の低下が，ERK1 と 

ERK2のダブルノックダウン細胞における IL-1β誘導 IL-6 mRNA 発現低下の程

度と変わらなかったことから，ERK1 と ERK2 の機能が同一であり，パラレル

に機能することを示唆している。 

IL-1β 誘導性 IL-6 mRNA の発現は，ERK1/2 阻害剤で処理した細胞では完全

に抑制されたが，ERK1/2 ノックダウン細胞においては部分的抑制しか認められ

なかった。この結果は，ERK 阻害剤が ERK1/2 以外の ERK にも影響して IL-1β

誘導 IL-6 mRNA 発現を抑制した可能性が考えられる。現在，ERK のアイソフ

ォームとして，ERK1/2 を含むに 8 つの存在が知られている (Cargnello & Roux, 

2011; Roskoski, 2012)。使用した FR180204 は ERK1/2 の阻害剤として広く使用さ

れているが，この阻害剤の他の ERKアイソフォームに対する効果の解明が必要

と思われる。 
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表 2-1. Real-time RT-PCR に使用したプライマー 

Gene Name Gene bank ID Primer sequences 

IL-6 NM_001003301.1 F: 5ʹ- CAAGATCCTGGTCCAGATGCTAAAG-3ʹ 
  

R: 5ʹ- CACTCATCCTGCGACTGCAA-3ʹ 

TBP XM_863452 F: 5'-ACTGTTGGTGGGTCAGCACAAG-3' 

    R: 5'-ATGGTGTGTACGGGAGCCAAG-3' 
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表 2-2. siRNA トランスフェクションに用いた配列 

Gene name Gene bank ID Primer sequences 

ERK1 NM_001252035.1 F: 5'-CCAAUGUGCUCCACCGGGA-3' 
  

R: 5'-UCCCGGUGGAGCACAUUGG-3'  

ERK2 NM_001110800.1 F: 5'-CCCAAAUGCUGACUCGAAA-3' 

    R: 5'-UUUCGAGUCAGCAUUUGGG-3'  
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図 2-1. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 IL-6 放出の時間および

用量依存性．(a) 時間依存的な IL-1β 誘導性の IL-6放出を検討するため，細胞を

200 pM IL-1β の存在下 （●）または非存在下（○）で 0~24時間インキュベート

した．(b) 用量依存的な IL-1β 誘導性の IL-6 放出を検討するため，細胞を 0~200 

pMの IL-1βで 24時間刺激した．刺激後，培養上清中に放出された IL-6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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図 2-2. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 IL-6 mRNA 発現の時間

および用量依存性．(a) 時間依存的な IL-1β 誘導性の IL-6 mRNA 発現の変化を

検討するため，細胞を 200 pM IL-1β の存在下（●）または非存在下（○）で 0~24

時間インキュベートした。(b) 用量依存的な IL-1β 誘導性の IL-6 mRNA 発現の

変化を検討するため，細胞を 0~200 pM IL-1β で 24時間刺激した．インキュベー

ト後，Trizol を用いて total RNAを抽出し， IL-6 mRNA発現を Real-time RT-PCR

にて測定した．TBP を内部標準として使用した．値は 3例の平均値 ± 標準誤差

を示す． *P < 0.05  
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図 2-3. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 mRNA 発現および IL-6

放出に対する MAP キナーゼ阻害剤の効果．(a) ERK 阻害剤 FR180204 (25 μM), 

p38阻害剤 SKF86002 (20 μM), JNK 阻害剤 SP600125 (10 μM) およびMEK 阻害

剤 U0126 (10 μM) の存在下および非存在下で 1 時間処理後，100 pM IL-1β で 6 

時間刺激した細胞における IL-6 mRNA 発現を Real-time RT-PCR にて測定した．

TBP を内部標準として使用した．(b) 細胞を ERK 阻害剤 FR180204 (25 μM)の存

在下および非存在下で 1時間処理後，100 pM IL-1β で 24 時間刺激した後，培

養上清中に放出された IL-6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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図 2-4. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 ERK1/2 のリン酸化の継

時的変化と ERK阻害剤による抑制効果．(a) 細胞を 100 pM IL-1β で 0~60 分刺

激した時のリン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) の継時的変化および総 ERK1/2 (t-

ERK1/2) 発現． (b) 細胞を ERK阻害剤 FR180204 (25 μM) 存在下および非存在

下で 1時間処理後，100 pM IL-1β で 15分間刺激した時の ERK1/2 のリン酸化阻

害および総 ERK1/2 発現． p-ERK1/2 および t-ERK1/2 は Western blotting にて測

定した．それぞれ独立して行われた 3例の実験の代表的な結果を示す． 
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図 2-5. ERK1 および ERK2 siRNA導入イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β

誘導性 IL-6 mRNA 発現の抑制．(a) 細胞に ERK1，ERK2 あるいは scrambled 

siRNA を導入した時の t-ERK1，t-ERK2 および β-actin の発現を Western blotting

にて測定した．対照（scrambled siRNA導入）では変化が認められなかったが，

ERK1または ERK2 siRNA導入細胞では，それぞれの発現低下が認められた．(b) 

ERK1，ERK2 あるいは scrambled siRNAを導入した細胞を 100 pM IL-1β で 6時

間刺激し，IL-6 mRNA 発現を Real-time RT-PCR により測定した．TBP を内部標

準として使用した．対照(scrambled siRNA 導入)では IL-1β 誘導性の IL-6 mRNA

発現増加が認めらたが，ERK1，ERK2 siRNA導入細胞または ERK1および ERK2 

siRNA同時導入細胞では，IL-1β の効果が抑制された．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 

 

イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 MMP-3発現 
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3.1 緒言 

マトリックスメタロプロテアーゼ (MMP) は，細胞外マトリックス (ECM) 成

分を分解し，組織のリモデリング過程において重要な役割を担っている 

(Brinckerhoff & Matrisian, 2002; Parks et al., 2004)。また，MMP は創傷治癒を含む

正常細胞および病理細胞の様々なプロセスにも関与している (Ravanti & Kähäri, 

2000; Xue et al., 2006)。 MMP は，ドメイン構造の類似性や基質特異性から，コ

ラゲナーゼ群，ゼラチナーゼ群，ストロメリシン群，エラスターゼ群，膜結合

型，その他の  MMP に広く分類されている  (Brinckerhoff & Matrisian, 2002; 

Chaudhary et al., 2013; Pittayapruek et al., 2016)。MMP の 1 つである MMP-3 

(stromelysin-1) は，プロテオグリカン，ラミニン，フィブロネクチンおよび非

線維型コラーゲンなど様々な細胞外基質の分解に関わっている (Parsons et al., 

1997)。また，MMP-3 は皮膚の創傷治癒に関与することが報告されている 

(Ågren et al., 2015; Babaei & Bayat, 2015; Li et al., 2014; Madlener et al., 1998; 

Tabandeh et al., 2013; 2014)。MMP の発現と活性は正常な状態で低いとされてい

る。これは，炎症性サイトカインや増殖因子といった様々な刺激に応答して

MMP の発現が誘導されるためであり，その発現は主に組織や細胞による特異的

細胞内シグナリングを介した転写レベルでの制御が考えられている (Fanjul-

Fernández et al., 2010; Vincenti & Brinckerhoff, 2007; Yan & Boyd, 2007)。 

活性化転写因子 -2 (ATF-2) は，ATF/cyclic AMP 応答性結合タンパク質 

(CREB) ファミリーであり，ロイシンジッパー領域からなる b-Zip (basic leucine 

zipper) 構造を有し，遺伝子発現を調節することによって炎症に関与している                 

(Watson et al., 2017; Yu et al., 2014)。ATF-2 は MMP-1 (Westermarck et al., 2000; 

Wilczynska et al., 2006)，MMP-2 (Song et al., 2006)，MMP-3 (Hosseini et al., 2006)，

MMP-9 (Hsieh et al., 2012)，MMP-13 (Han et al., 2001) などの MMP の発現調節に
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関与することが報告されている。これまでの研究では，IL-1β がヒト皮膚由来

線維芽細胞における MMP-3 発現を誘導することが報告されている(Brenneisen 

et al., 2000; Kuroda & Shinkai 1997; Prontera et al., 1996)。しかし，MMP-3 発現に

おける ATF-2 の関与と調節は十分には理解されていない。 

本章では，第 2 章で用いたイヌ皮膚由来線維芽細胞を用い，炎症性サイトカ

イン IL-1β により誘導される MMP-3 発現と，転写因子 ATF-2 およびその調

節シグナルとしての MAP キナーゼについて検討した。 

 

3.2 材料と方法 

3.2.1 材料 

抗ヒトリン酸化 ATF-2 (p-ATF-2) および抗ヒト total-ATF-2 (t-ATF-2，20F1) 

抗体は Cell Signaling Technology Japan から購入した  (Tokyo, Japan)。 4-

aminophenylmercuric acetate はWako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) か

ら購入した。SB239063，SBI-0087702 は，Sigma-Aldrich (St Lous, MO) から購

入した。SensoLyte520 MMP-3 Assay Kit は AnaSpec EGT Co. (Fremont, CA) より

購入した。Culture-Insert 2 Well は ibidi GmbH (Am Klopferspitz, Germany)より購

入した。その他の試薬は，第 2章に記載したものと同様のものを使用した。 

 

3.2.2 細胞培養 

第 2 章で記載した方法で作成したイヌ皮膚由来線維芽細胞を使用した。本研

究も，日本大学動物医療利用委員会 (AP13B051) が承認したものであり，すべ

ての実験は，関連するガイドラインと規則に従って行った。 

 

3.2.3 Real-time RT-PCR 
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Real-time RT-PCR も前章に準じて行った。TRIzol 試薬を用いてイヌ皮膚由来

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 MMP-3 特異的プライマーおよびハウス

キーピングタンパク質の TBPを含む 25 μL の溶液を用いて行った。表 3-1 に，

Real-time RT-PCR に用いたプライマーの配列を示す。no-template controls 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，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。データの解析は，リアルタイム RT-PCR 解

析ソフトウェアを用いて，second derivative method と comparative cycle threshold  

(ΔΔCt) 法を適用した。cDNA と同量の TBP の増幅を内在性コントロールとし，

また，イヌ皮膚由来線維芽細胞 (time : 0) からの cDNA の増幅を較正標準とし

て用いた。 

 

3.2.4 Western blotting 

細胞から第 2章と同様のサンプルバッファー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， DDT 添加 SDS バ

ッファーで 95°C，5 分間煮沸した。サンプルは 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 [p-

ERK1/2 (1:1000)，t-ERK1/2 (1:1000)，p-ATF-2 (1:1000)，t-ATF-2 (1:1000)] を用い

て室温で 120 分間インキュベートした。洗浄後，PVDF 膜は HRP-conjugated 
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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 MMP-3 activity assay 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を 1 well あたり 3.0 ×105 cells の密度で 6 well 培養プ

レートに播種し， 24 時間飢餓状態にした後に IL-１β で刺激し，培養上清を採

取した。pro-MMP を活性化するために，サンプルを  4-aminophenylmercuric 

acetate で 37°Cで 24 時間インキュベートした。上清中の MMP 活性は MMP-

3 Activity Kit の説明書に従って測定した。また，MMP-3 の活性は励起/発光波長

360 nm/460 nm の蛍光マイクロプレートリーダーによって検出した (Fluoroskan 

Ascent FL, Thermo Fisher Scientific K.K., Kanagawa, Japan)。 

 

3.2.6 siRNA トランスフェクション 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を 35 mm のディッシュに 1.0×105 cells/well，または 

90 mm のディッシュに  5.0×105 cells/well の密度で播種し， 5 μL/mL の 

Lipofectamine 2000 と 50 nM の ATF-2 または scramble siRNA を含む Opti-

MEM を使用して 6 時間トランスフェクトした。表 3-2 は使用した siRNA の

配列を示す。siRNA の効果は，Western blottingにより確認した。 

 

3.2.7 細胞移動測定 

Culture-Insert 2 Well を 35 mm のディッシュに置き，1×106/mLに調整した細胞

懸濁液を Culture-Insert 2 Well のそれぞれの well に 70 µL播種した。24 時間培養
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後，Culture-Inserts を取り除き，IL-1β にて細胞を刺激した。位相差画像は ImageJ 

のMRI Wound Healing Tool を用いて解析した (Baecker, 2012)。 

 

3.2.8 統計学的解析 

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。タイムコースの実験データは双方向分散分析を用いて解析し，

その他の実験データは一方向分散分析を用いて解析した。Turkey テストは，事

後解析として使用した。 P 値が 0.05 よりも少ない場合に統計的に有意と考え

た。 

 

3.3 結果 

3.3.1 IL-1 β 誘導性 MMP-3放出と MM-3 mRNA 発現 

最初にイヌ皮膚由来線維芽細胞における MMP-3 タンパク質放出に対する

IL-1β の効果を検討した。細胞を IL-1 β (100 pM) で 0~24 時間刺激をした後，

継時的に細胞培養液中の MMP-3 活性を測定すると，時間依存性の増加が認め

られた (図 3-1a)。また，IL-1β の濃度を 0~100 pM と変えて細胞を 24 時間刺激

すると，細胞培養液中の MMP-3 活性の用量依存的な増加が認められた (図 3-

1b)。 

次に，Real-time RT-PCR により MMP-3 mRNA 発現について検討した。IL-

1β (100 pM)で細胞を刺激すると MMP-3 mRNA発現は時間依存的に促進され， 

刺激後 6 時間でピークに達し，12時間以降では減少した (図 3-2a)。IL-1β の濃

度を 0~100 pMと変化させて細胞を 6 時間刺激したところ，用量依存的なMMP-

3 mRNA 発現が認められ (図 3-2b)，MMP-3 放出に対する IL-1β の用量依存効

果に類似していた。これらの結果から，イヌ皮膚由来線維芽細胞において， IL-
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1β 刺激はMMP-3発現を誘導し，放出を促進することが示唆された。 

 

3.3.2 IL-1 β 誘導性細胞遊走能への MMP-3 の関与 

 次に，イヌ皮膚由来線維芽細胞におけるMMP-3の機能を明らかにするために，

IL-1β による細胞遊走能に対する MMP-3 阻害剤の効果を検討した。図 3-3 に示

すように，100 pM IL-1β は細胞遊走を促進したが，MMP-3 阻害剤 UK356618 (2 

μM)で 2 時間処理した細胞においては，IL-1β-の効果は有意に抑制された。この

結果より，IL-1β はMMP-3を介した細胞遊走に関わることが考えられる。 

 

3.3.3 IL-1 β 誘導性 MMP-3 発現における ATF-2の関与 

MMP ファミリーのほとんどがそのプロモーター配列に共通 Cis- 構造を持っ

ており，MMP の発現は主に転写レベルで調節されると考えられている 

(Fanjul-Fernándezet al., 2010; Vincenti & Brinckerhoff, 2007; Yan & Boyd, 2007)。転

写因子 ATF-2 は多数のタンパク質の調節に関与することが知られており，そ

の発現が IL-1β の効果において重要な役割を担っている (Sylvester et al., 2012; 

Wilczynska et al., 2006)。そこで，イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性

MMP-3 発現における ATF-2 の関与を検討した。ATF-2 阻害剤 SBI-0087702 (10 

M) で 24 時間前処理した細胞を IL-1β で 6時間刺激を行い，MMP-3 mRNA 発

現を検討したところ，IL-1β の効果は部分的に抑制された (図 3-4a)。この結果

は，ATF-2 が IL-1 β 誘導性 MMP-3 発現に関与することを示唆している。 

次に，IL-1β 刺激した細胞における ATF-2 のリン酸化を検討した。ATF-2 の

リン酸化は IL-1β刺激により促進され，刺激後 15 分でピークレベルに達した後，

30 分以内に無刺激レベルに戻った (図 3-4b)。total-ATF-2 (t-ATF-2) 発現の変化

は認められなかったことから，ATF-2 が IL-1β 刺激によって活性化されること
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が示された。 

続いて， siRNA導入を用いて ATF-2 をノックダウンした細胞における IL-1 β

誘導性 MMP-3 発現について検討した。ATF-2 siRNA を導入した細胞において，

ATF-2 のタンパク質発現は著しく低下したが，対照とした scramble siRNA 導入

細胞ではタンパク質発現の低下は認められなかった (図 3-5a)。ATF-2 siRNA 

導入細胞では，IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現は部分的にではあるが低下し

た (図 3-5b)。これらの結果から，ATF-2 が IL-1β 誘導性 MMP-3 発現に関与

することが示唆された。 

 

3.3.4 IL-1β 誘導性 MMP-3 発現への ERK経路の関与 

IL-1β はMAPキナーゼシグナル伝達経路を介して MMP-3 発現を誘導するこ

とが報告されている (Chambers et al., 2013; Sinfield et al., 2013; Wang et al., 2013)。

また，ATF-2 は炎症性サイトカインに応答した MAP キナーゼシグナル経路を介

し調節されるという報告もある (Gupta et al., 1995; Ricote et al., 2006; Sylvester et 

al., 2012; Wilczynska et al., 2006).。そこで，ATF-2 と MAP キナーゼシグナル経路

の関係を検討した。 

IL-1β 誘導性 MMP-3 発現における MAP キナーゼの関与について，ERK，

JNK および p38 MAP キナーゼの阻害剤を用いて検討した。図 3-6a に示すよう

に，ERK 阻害剤 FR180204 (25 µM) を 1 時間処理した細胞において，IL-1β 誘

導性 MMP-3 mRNA 発現は低下した。一方，p38 阻害剤 SB203963 (20 µM) と 

JNK 阻害剤 SP600125 (10 μM) 処理細胞では，IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発

現への影響はほとんど認められなかった。また，ERK 阻害剤 FR180204 で処理

した細胞においては，IL-1β 誘導性MMP-3 放出も低下した。 

第 2 章でも示したように，イヌ皮膚由来線維芽細胞において IL-1β は ERK1/2
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を活性化することから，IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現には ERK1/2 の活性化

が関与することが考えられる。そこで，IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現におけ

る ERK1/2 の関与を確認するために，siRNA 導入による ERK1/2 ノックダウ

ン細胞を用いてMMP-3 mRNA 発現に対する IL-1βの効果を検討した。ERK1 お

よび ERK2 siRNA の導入細胞において，IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現は，

scramble siRNA 導入細胞と比較して有意に低下した (図 3-7)。ERK1 および 

ERK2 のダブルノックダウン細胞においても IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現

は低下したが，それぞれの単独のノックダウン細胞と比べて，低下が大きくなる

ことはなかった (図 3-7)。これらの結果は，ERK1 および ERK2 の活性化は，

イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現に深く関与

することを示唆している。 

 

3.3.5 ERKによる ATF-2活性化の制御 

次に，IL-1β 刺激したイヌ皮膚由来線維芽細胞における，ERK シグナルによ

る ATF-2 の活性化制御について検討した。ERK 阻害剤 FR180204 (25 µM)で 1

時間処理した細胞では，IL-1β 誘導性 ATF-2 のリン酸化は抑制された (図 3-8)。

さらに，ERK1 および ERK2 ノックダウン細胞を作成し，ATF-2 のリン酸化に

関与する ERK のサブタイプの検討を行った。IL-1β 誘導性 ATF-2 のリン酸化

は，対照とした scramble siRNA 導入細胞と比べ ERK1 siRNA導入細胞では有意

に阻害されたが，ERK2 siRNA では阻害は認められなかった (図 3-9)。さらに，

ERK1 と ERK2 ダブルノックダウン細胞おいても IL-1β 誘導性 ATF-2 のリン

酸化は対照に比べて減少したが，ERK1ノックダウン細胞に対する効果と変わら

なかった (図 3-9)。これらの結果は，イヌ皮膚由来線維芽細胞においては，

ERK1 の活性化が ATF-2 の活性化調節に関与し，IL-1β 誘導性 MMP-3 発現に
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関わっていると考えられる。 

 

3.4 考察 

創傷治癒障害を有する患者における MMP-3 発現は，通常の創傷治癒患者よ

りも低いことが報告されている (Utz et al., 2010) 。また，MMP-3 遺伝子欠損マ

ウスでは，創傷治癒の遅延が認められている。MMP-3 欠損線維芽細胞では，

細胞の コラーゲンゲルに接触する能力の低下が認められることから，MMP-3

は創傷修復時の組織リモデリングに重要な役割を有すると考えられている 

(Bullard et al., 1999a; 1999b)。MMP-3 はタイプ Iコラーゲン分解に関与すること

も知られている (Ågren et al., 2015)。これらの研究から，MMP-3 は創傷治癒に

重要な役割を担うと考えられている (Martins et al., 2013)。 

本研究では，ATF-2 阻害剤とATF-2 ノックダウン処理が，イヌ皮膚由来線維

芽細胞における IL-1β 誘導性の MMP-3 mRNA 発現を阻害することを示した。

これらの結果は，ATF-2 はイヌ皮膚由来線維芽細胞における  IL-1β 誘導性 

MMP-3 発現に関与することを強く示唆している。非刺激時の細胞では，ATF-2 

の転写活性は不活性化された状態，すなわち DNA 結合ドメインが折り畳まれ

てアミノ基末端トランス活性化ドメインに結合した分子内阻害状態で維持され

ている (Li & Green, 1996)。刺激に応答して，アミノ基末端のリン酸化が分子内

阻害を緩和し，ATF-2 の転写活性化につながることが示されている (Abdel-

Hafiz et al., 1992; Tsai et al., 1996; van Dam et al., 1995)。活性化された ATF-2 は，

CREB，Fos，Maf，Jun family など転写因子である他の AP-1 familyとホモまた

はヘテロ二量化を介して遺伝子発現を調節するとされている (Hai & Curran, 

1991; Shaulian & Karin, 2002)。また，リン酸化は転写活性化のための ATF-2 の

分解を制御することも報告されている (Fuchs et al., 2000)。イヌ皮膚由来線維芽
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細胞において，IL-1β は ATF-2 のリン酸化を引き起こしたことから，同様な機

序が IL-1β 誘導性MMP-3 発現に関わると考えられる。 

ATF-2 のリン酸化には MAP キナーゼ経路の関与が報告されている。炎症性

サイトカイン刺激に対して，JNK および p38 MAPK により ATF-2 のアミノ

酸 Thr69 および Thr71 がリン酸化をうける (Chambers et al., 2013; Raingeaud et 

al., 1995; van Dam et al., 1995)。また ERK1/2 は，紫外線応答により ATF-2 の 

Thr71 でリン酸化 を引き起こす (Zhu et al., 2004)。インスリンや上皮成長因子

などの成長因子刺激を受けた細胞では，Ras-Raf-MEK-ERK 経路が ATF-2 の

Thr71リン酸化を引き起こし，Ras-Ral-Src-p38 経路は，ATF-2 の Thr69 リン酸

化を引き起こす ERK と p38 経路との相互作用が 2 段階に起こることが示唆

されている (Ouwens et al., 2002)。本研究では，ERK 阻害剤は IL-1β 誘導性 

MMP-3 mRNA 発現を有意に抑制したが，p38 および JNK 阻害剤による抑制

効果は認められなかった。また，ERK 阻害剤は IL-1β 誘導性 ATF-2 リン酸化

を抑制した。したがって，イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 

MMP-3 発現には，ATF-2 の Thr71 リン酸化が関与している可能性が高い。 

ERK アイソフォームはである ERK1 と ERK2 は，83% のアミノ酸の同一性

があり，多くの細胞では共発現している (Boulton et al., 1991; Shin et al., 2010)。

また，この 2 つのアイソフォームは，様々な細胞外刺激に対応して同時に活性

化されることが多く報告されている (Cobb & Goldsmith, 2000; Lewis et al., 1998; 

Meloche  et al., 1995)。しかしながら，最近，2 つのアイソフォームの機能的な

違いがアンチセンス技術や siRNA 導入によって検討がなされている (Frémin et 

al., 2007; Kitanaka et al., 2017; Li et al., 2009; Namba et al., 2017; Radtke et al., 2013; 

Shin et al., 2010; 2013)。本研究では，ERK アイソフォーム特異的 siRNA 導入に

より作成した ERK1 および ERK2 ノックダウン細胞において，IL-1β 誘導性 
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MMP-3 mRNA 発現の抑制が認められた。しかしながら，IL-1β 誘導性 ATF-2 

のリン酸化の抑制は，ERK１ ノックダウン細胞で認められたが，ERK2 ノック

ダウン細胞では認められなかった。これらの結果は，イヌ皮膚由来線維芽細胞

においては， ERK1 は ERK2 とは独立して ATF-2 の転写活性化を引き起こし，

MMP-3 発現に関与することを示唆している。ERK2 経路を介した MMP-3 の

転写制御因子に関しては，未だ不明のままである。 

ATF-2 阻害剤や ATF-2 siRNA導入では，IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA の発現

は部分的に阻害された。一方，ERK1 siRNA を導入した ERK 阻害剤で処理し

た細胞においては，MMP-3 mRNA 発現に対する IL-1β の効果が完全に阻害さ

れた。これらの結果から，ATF-2 だけでなく他の転写因子が，おそらく，IL-1β 

誘導性 MMP-3 mRNA 発現に関与することを示唆している。MMP-3 を含む 

MMP family の遺伝子は，そのプロモーター配列にいくつかの cis-elements が

含まれていて，polymavirus enhancer-A binding protein-3 (PEA3) と NF-κB だけで

なく，ATF-2 などの様々な転写活性因子による細胞特異的な MMP 遺伝子発現

のタイトな制御を可能にする (Overall & López-Otín, 2002; Yan & Boyd, 2007)。し

たがって，ERK2 経路は他の転写因子を介して IL-1β によって誘発される 

MMP-3 の発現を制御すると考えられる。本研究室では，ERK2 によって制御

されている転写因子に関するさらなる研究が進められている。 

結論として，本章では，イヌ皮膚由来線維芽細胞において  IL-1β 誘導性 

MMP-3 発現には ERK1 MAP キナーゼ と転写因子 ATF-2 がシグナリング制御

に強く関与していることが明らかとなった。MMP-3 発現のこのようなシグナ

ル制御は，皮膚創傷治癒のための重要なプロセスであると考えられる。 
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表 3-1. Real-time RT-PCR に用いたプライマー 

Gene name Gene bank ID Primer sequences 

MMP-3 NM_001002967.1 F: 5ʹ- TGACGATGATGAACAATGGACAAG-3ʹ 
  

R: 5ʹ- GCTAGGGTCAGCCGAGTGAAAG-3ʹ 

TBP XM_863452 F: 5'-ACTGTTGGTGGGTCAGCACAAG-3' 

    R: 5'-ATGGTGTGTACGGGAGCCAAG-3' 
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表 3-2. siRNA transfection の配列 

Gene name Gene bank ID siRNA sequences   

ATF-2 XM_005640334.2 F: 5'-GUCCAUUUGAGAAUGAAUU-3'  

  R: 5'-AAUUCAUUCUCAAAUGGAC-3'  

ERK1 NM_001252035.1 F: 5'-CCAAUGUGCUCCACCGGGA-3'  

  R: 5'-UCCCGGUGGAGCACAUUGG-3'  

ERK2 NM_001110800.1 F: 5'-CCCAAAUGCUGACUCGAAA-3'  

    R: 5'-UUUCGAGUCAGCAUUUGGG-3'   
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図 3-1. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 MMP-3 放出の時間お

よび用量依存性．(a) 時間依存的な IL-1β誘導性のMMP-3放出を検討するため，

細胞を 100 pM IL-1β 存在下 (●) または非存在下 (○) で 0~24 時間でインキ

ュベートした． (b) 用量依存的な IL-1β 誘導性の MMP-3 放出を検討するため，

細胞を 0-100 pM の IL-1β で 24 時間インキュベートした．インキュベート後，

培養上清中に放出された MMP-3 活性をMMP Activity Kit により測定した．値は

3 例の平均値 ± 標準誤差を示す．   *P < 0.05 
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図 3-2. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導性MMP-3 mRNA 発現の時

間および用量依存性．(a) 時間依存的な IL-1β 誘導性の MMP-3 mRNA発現の変

化を検討するため，細胞を 100 pM IL-1β の存在下（●）または非存在下（○）

で0~24時間インキュベートした．(b) 用量依存的な IL-1β誘導性のMMP-3 mRNA

発現の変化を検討するため，細胞を 0~100 pM の IL-1β で 6時間インキュベート

した．インキュベート後，Trizol を用いて total RNAを抽出し，MMP-3 mRNA発

現を Real-time RT-PCR にて測定した．TBP を内部標準として使用した．値は 3

例の平均値 ± 標準誤差を示す． *P < 0.05  
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図 3-3. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性細胞遊走の MMP-3 阻害

薬による抑制．培養細胞単層にギャップを作成した後，MMP-3阻害剤 UK356618 

(2 μM) の存在下および非存在下で 2 時間処理後，細胞を 100 pM IL-1β と共に

0~3 日間培養した．(a) 3 日間の IL-1β 非存在下の対照に比べ，IL-1β 処理により

ギャップが埋め尽くされるが，UK356618 により IL-1β の効果は阻害された．3

回の代表結果を示す．(b) 0~3 日のギャップ面積の継時的変化．MMP-3 阻害剤 

UK356618 (2 μM) の存在下（□，■）および非存在下（○，●）で 2 時間処理

後，細胞を 100 pM IL-1β 存在下（●，■）および非存在下（○，□）で 0~3日

間培養した．MMP 値は 3例の平均値 ± 標準誤差を示す． *P < 0.05  
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図 3-4. イヌ皮膚由来線維芽細胞における ATF-2 阻害剤による IL-1β 誘導性 

MMP-3 mRNA 発現の抑制(a)と IL-1β 誘導性 ATF-2 のリン酸化(b)．(a) ATF-2 

阻害剤 SBI-0087702 (10 μM) の存在下または非存在下で 24 時間処理後，細胞

を 100 pM IL-1β で 6 時間刺激した．刺激後，Trizol を用いて total RNA を抽出

し，MMP-3 mRNA発現を Real-time RT-PCRにて測定した．TBP を内部標準とし

て使用した．値は 3例の平均値 ± 標準誤差を示す． *P < 0.05  (b) 細胞を 100 

pM IL-1β で 0~120 分間刺激した．刺激後，リン酸化 ATF-2 (p-ATF-2)および総

ATF-2(t-ATF-2)発現を Western blottingにより検出した．結果は，独立して行われ

た 3例の実験の代表的な結果を示す． 
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図 3-5. ATF-2 siRNA を導入したイヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導

性 MMP-3 mRNA 発現の低下． (a) ATF-2 siRNA および scramble siRNAs を導

入した細胞の t-ATF-2 と内部標準としての β-アクチン発現をWestern blottingに

より検出した． (b) ATF-2 siRNA および scramble siRNAs 導入後，細胞を 100 

pM IL-1β の存在下または非存在下で 6 時間インキュベートした．インキュベー

ト後に，MMP-3 mRNA 発現を Real-time RT-PCR にて測定した．TBP を内部標

準として使用した．結果は， 3 回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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図 3-6. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現と

MMP-3 放出の ERK 阻害剤による抑制．(a) 細胞を ERK 阻害剤 FR180204 (25 

μM)，p38 阻害剤 SB203963 (20 μM) および JNK 阻害剤 SP600125 (10 μΜ) の

存在下または非存在下で 1 時間処理後，100 pM IL-1β で ６ 時間刺激または無

刺激処置を行った．インキュベート後，MMP-3 mRNA 発現を Real-time RT-PCR

にて測定した．TBP を内部標準として使用した．(b) 細胞を ERK 阻害剤 

FR180204 (25 μM) の存在下または非存在下で 1 時間処理後，100 pM IL-1β で 

24 時間刺激または無刺激処置を行った．インキュベート後，培養上清中に放出

されたMMP-3 活性を MMP Activity Kit により測定した．値は， 3 例の平均値 

± 標準誤差を示す．*P < 0.05 
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図 3-7. ERK1 および ERK2 siRNA を導入したイヌ皮膚由来線維芽細胞におけ

る  IL-1β 誘導性  MMP-3 mRNA 発現の低下．  (a) ERK1 ，ERK2 または 

scramble siRNA （対照）を導入した細胞における t-ERK1および t-ERK2 発現の

低下をWestern blottingにより確認した．β-アクチンは内部標準として使用した． 

(b) ERK1，ERK2または scramble siRNA （対照）導入後，細胞を 100 pM IL-1β 

存在下，または非存在下で 6 時間インキュベートした後，MMP-3 mRNA 発現

を Real-time RT-PCR により測定した．TBP は内部標準として使用した．ERK1 

siRNA または ERK2 siRNA の単独導入あるいは共導入細胞では，対照と比較し

て， IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現の有意な低下が認められた．結果は 3回

の独立した実験結果の平均 ± 標準誤差を示す．* P< 0.05 

 

 

(kDa) 

t-ERK1 

t-ERK2 

β-actin 

ERK2 siRNA − − 

44 

42 

45 

Scramble 
ERK1 siRNA 

− 
− 
− 

+ − 
+ 

+ 

a 



 

45 

 

 

 

 

図 3-8. イヌ皮膚由来線維芽細胞における ERK 阻害剤による IL-1β 誘導性 

ATF-2 リン酸化の低下．細胞を，ERK 阻害剤 FR180204 (25 μM) 存在下または

非存在下で 1 時間処理後，100 pM IL-1β 存在下および非存在下で 15 分間イン

キュベートした．インキュベート後，リン酸化 ATF-2 (p-ATF-2) および total 

ATF-2 (t-ATF-2) (a)，またはリン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) および total ERK1/2 (t-

ERK1/2) (b) をWestern blottingにて検出した．結果は， 3 回の独立した実験結

果の代表例を示す． 
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図 3-9. ERK1 siRNA 導入イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 ATF-

2 リン酸化の低下． ERK1，ERK2 または scramble siRNA 導入細胞を 100 pM 

IL-1β の存在下または非存在下で 15 分間インキュベートした．インキュベー

ト後，リン酸化 ATF-2 (p-ATF-2) ，total ATF-2 (t-ATF-2) または total ERK1/2 (t-

ERK1/2)を Western blotting にて検出した．ERK1 siRNA の単独導入あるいは

ERK1 および ERK2 siRNA 共導入細胞では，対照と比較して， IL-1β 誘導性

ATF-2 のリン酸化の有意な低下が認められた．結果は， 3 回の独立した実験結

果の代表例を示す． 
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第 4章 

イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性 COX-2 発現 
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4.1 緒言 

微小環境が腫瘍細胞の増殖や浸潤，転移などの悪性化において重要な要因と

なることが知られており，炎症もその 1つと考えられている。腫瘍細胞自体や，

間質または腫瘍に浸潤する白血球による炎症が，直接的または間接的に腫瘍細

胞の増殖を促進することが報告されている (Coussens et al., 2013; Grivennikov et 

al., 2010; Mantovani et al., 2008; Schneider et al., 2015)。炎症に関与するプロスタグ

ランジンは，腫瘍細胞の生存，増殖，浸潤および血管新生を高めることにより，

発がんにも関与している (Wang & Dubois, 2010; Zelenay et al., 2015)。 

プロスタグランジンはアラキドン酸から生産されるが，シクロオキシゲナー

ゼ (COXs) はそれを触媒する酵素であり，COX-1 と COX-2 の 2 つのアイソ

ザイムが存在する (Simmons et al., 2004)。COX-1 はほとんどの組織で恒常的に

発現しているが，COX-2 はサイトカイン，成長因子，および腫瘍プロモータ

ーのようないくつかの刺激に応答して誘導される (Clària, 2003; Pang et al., 2016; 

Turini & DuBois 2002)。ヒトの腫瘍細胞では COX-2 の過剰発現が認められるケ

ースも報告されている (Chwirot & Kuźbicki 2007; Pang et al., 2016)。また，非ステ

ロイド性抗炎症薬 (NSAIDs) を含む COX 阻害剤による シクロオキシゲナー

ゼの阻害は，様々な腫瘍の発生率と，転移，死亡率を減少させることも報告さ

れている (Crusz & Balkwill, 2015; Harris et al., 2012; Sanz-Motilva et al., 2012)。こ

れらのことから，COX-2 の活性化とそれによるプロスタグランジン類の生成は，

腫瘍細胞の生存，増殖，遊走，血管新生および免疫抑制の増強と関連している

と考えられている (Wang & Dubois, 2010)。 

悪性黒色腫（メラノーマ）細胞において，プロスタグランジンの 1 つである

プロスタグランジン E2の受容体作動薬は細胞遊走を促進し，一方で，プロスタ

グランジン E2受容体拮抗薬は遊走を抑制することが報告されている (Vaid et al., 
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2015)。また，メラノーマ細胞では COX-2 の過剰発現がプロスタグランジン 

E2 レベルとプロスタグランジン E2 受容体発現を増加させ，細胞遊走の促進を

もたらすことも報告されている (Kim et al., 2016)。これらの報告から，プロス

タグランジン E2 がメラノーマ細胞において COX-2 発現を介して産生され，

オートクリンまたはパラクリン因子として機能すると考えらえている。腫瘍微

小環境内では，腫瘍細胞によって作られるプロスタグランジン E2 は，樹状細

胞の分化，浸潤および活性化，M2 マクロファージ表現型への単球の誘導，お

よび骨髄由来サプレッサー細胞の分化への誘導を介して免疫抑制を誘発するこ

とも知られている (Zelenay, 2015)。 

転写調節因子の１つであるNF-κB は，特異的な細胞遺伝子の発現を増強する

ことによって炎症反応を調節し，発がんに関与すると考えられている (Luqman 

& Pezzuto, 2010; Xia et al., 2018)。COX-2 は NF-κB の主要な分子標的であり，

様々な炎症性刺激およびメディエーターはNF-κB の活性化を介して COX-2 発

現を増加させ，炎症が誘発し，結果的に腫瘍形成がなされると考えられている 

(Kontos et al., 2010; Konturek et al., 2004; O'Riordan et al., 2005; Rakhesh et al., 2012; 

Yamamoto & Gaynor, 2001)。哺乳類では，NF-κB ファミリーは，RelA (p65)，

RelB， Rel (cRel) ，NF-κB1 (p50 とその前駆体 p105 ) および NF-κB2 (p52 とそ

の前駆体 p100) の 5 つのメンバーで構成されている (Hayden & Ghosh, 2004; 

2012)。5 つの NF-κB は，異なる機能を持つホモダイマーまたはヘテロダイマ

ーを形成する (Smale, 2012)。 NF-κB シグナリングは，古典的経路と非古典的経

路の 2 つの異なる経路で構成され，古典的経路は炎症反応を媒介し，非古典的

経路は二次リンパ器官の形成だけでなく，免疫細胞の分化および成熟に関与す

る (Shih et al., 2011)。 

イヌの口腔内のメラノーマは，自然発生する腫瘍であり(Bergman, 2007)，非常
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に転移しやすく，通常は予後不良で，ヒトのメラノーマ同様，積極的な治療を

必要とすることから，ヒトメラノーマの適したモデルとも考えられている 

(Atherton et al., 2016; Simpson et al., 2014)。ヒトおよびイヌのメラノーマは複数の

分子生物学的類似性をもち，COX-2 発現の調節を含むシグナル経路も報告され

ている (Becker et al., 2009; Martínez et al., 2011)。本章では，イヌメラノーマ細胞

における IL-1β 誘導性 COX-2 発現と，NF-κB p65 と p105 の関与を検討した。 

 

4.2 材料と方法 

4.2.1 材料 

イヌのメラノーマ細胞 (MCM-N1 細胞株，13 歳の雄イヌ由来) は DS Pharma 

Biomedical Co., Ltd (Osaka, Japan) から購入した。抗 COX-1 および抗 COX-2ウ

サギポリクローナル 抗体は Abcam (Cambridge, UK) から購入した。抗ヒト lamin 

A/C (4C11) マウスモノクローナル抗体，抗ヒトリン酸化 p65 (p-p65，93H1)，抗

ヒト total p65，抗ヒトリン酸化 p105 (p-p105) および抗ヒト total p105 ウサギモ

ノクローナル抗体は Cell Signaling Technology Japan, K.K. (Tokyo, Japan) から購入

した。抗マウス β アクチンマウスモノクローナル抗体 (AC74) は Sigma-Aldrich 

Inc. (St Louis, MO) から購入した。Horseradish peroxidase-conjugated (HRP-

conjugated) 抗ウサギ IgG および抗マウス IgG 抗体，プロスタグランジン E2

測定用 ELISA kit は Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI) から購入した。Triton 

X-100と，p65，p105 および scramble siRNAは Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, MO) 

から購入した。4% パラホルムアルデヒドは Nacalai Tesque Inc. (Kyoto，Japan) 

から購入した。ProLong Gold Antifade Reagent は Thermo Fisher Scientific K.K. 

(Tokyo, Japan)から購入した。StatMate IV は ATMS (東京) から購入した。その他

は，第 2章で記載したものを使用した。 
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4.2.2 細胞培養 

イヌメラノーマ細胞は，10% のウシ胎児血清 (FBS) を添加した DMEM-LG 

を用い，5% CO2 ，37°C のインキュベーター内で静置培養した。培地交換は週

に 1 度行った。細胞がディッシュの 90～95%にまで増殖した時点で，0.25% ト

リプシン -EDTA を用いて細胞を剥がして採取し，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，

凍結保存した。細胞懸濁液 (500 μL) を滅菌したセーラムチューブに入れ，こ

れを凍結容器 (BICELL) に入れ，−80℃ で凍結保存した。実験前，BICELL 容

器からセーラムチューブを取り出し，37℃ のウォーターバスに浸して解凍し

た。細胞懸濁液を，10% FBS を添加した DMEM-LG 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。上澄みを除去したあと，細胞塊を 

10% FBS で DMEM-LG に再懸濁し，75-cm2 の培養フラスコに移した。その

後，凍結保存前と同様の条件で培養器の中で静置培養した。細胞が培養フラス

コの底面積の約 90% に増殖した時に，0.25% トリプシン-EDTA を用いて細胞

を回収し，細胞数が 1×106 /75 cm2 の密度で培養フラスコに播種した。 

 

4.2.3 Real-time RT-PCR 

TRIzol 試薬を用いてイヌメラノーマ細胞から  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 COX-

1 ，COX-2または TATA box 結合タンパク質 (TBP) の特異的プライマーを含む 

25 μL の溶液を用いて行った。表 1 に，Real-time RT-PCR に用いたプライマー

の配列を示す。no-reverse transcription の Real-time RT-PCR は 2 µL の各 RNA サ
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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，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。データの解析は，Real-time RT-PCR 

解析ソフトウェアを用いて， second derivative method と  comparative cycle 

threshold (ΔΔCt) 法を適用した。 cDNA と同量の TBP の増幅を内在性コントロ

ールとし，また，イヌメラノーマ細胞 (time : 0) からの cDNA の増幅を較正標

準として用いた。 

 

4.2.4 Western blotting 

メラノーマ細胞をサンプルバッファー (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM 

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

破砕し，lysateを作成した。タンパク質濃度は Bradford 法 (Bradford, 1976) で定

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。サンプルは 7.5% または 12% の Mini-PROTEAN TGX gel に

添加し，電気泳動を行った。分画したタンパク質は PVDF 膜に転写し， Block 

Aceにて室温で 50分間処理し，一次抗体 [COX-2 (1:1000)，COX-1 (1:1000)，p-

p65 (1:1000)， t-p65 (1:1000)，p-p105 (1:1000)，  t-p105 (1:1000)または β-actin 

(1:10,000)] と共に室温で 120 分間インキュベートした。洗浄後， PVDF 膜は 

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。 

 

4.2.5 免疫細胞化学 
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t-p65 と lamin A/C の細胞内局在の検討は，以前に報告した免疫組織化学法に

準じて行った (Nakano et al., 2018)。細胞を 35 mm のガラス底ディッシュ (Iwaki, 

Tokyo, Japan) に 3×105 /mLの密度で播種し，IL-1β で刺激後，4% パラホルムア

ルデヒドで 15 分間固定した。固定した細胞を室温で 15分間 0.2% Triton X-100 

でインキュベートして透過処理を行った後，Block Ace で 30 分間処理をして非

特異抗体反応をブロックした。その後，細胞を抗 t-p65 ウサギ抗体 (1:500) と

抗 lamin A/C マウス抗体 (1:1000) 存在下で，室温で 90分間インキュベートし，

0.2% polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurateを含む PBS で洗浄した後，Alexa 

Fluor 488-conjugated F(ab′)2 断片ヤギ抗ウサギ IgG (H+L) (1:1,000) と Alexa 

Fluor 594-conjugated F(ab′)2 断片ヤギ抗マウス IgG (H+L) (1:1,000) の 2 つと 60 

分，25 ℃ の暗所でインキュベートした。細胞はまた，抗体の非特異的結合と対

照として二次抗体のみと共にインキュベートした。これらの試料を 0.2% 

polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate を含む PBS で 3 回洗浄し，乾燥， 

ProLong Gold Antifade Reagent をのせ，共焦点レーザー走査顕微鏡 (LSM-510，

Carl Zeiss AG， Oberkochen，Germany) を用いて可視化した。 

 

4.2.6 プロスタグランジン E2 測定 

細胞を 6 well 培養プレートに 3.0 × 105 cells /well の密度で播種し， IL-1β で

処理後，培養上清を回収した。培養上清中のプロスタグランジン E2濃度は，市

販の ELISA kit を用いて測定した。 

 

4.2.7 siRNA トランスフェクション 

siRNA トランスフェクションは既に報告した方法に若干の改変を加えて実施

した (Nakano et al., 2018; Namba et al., 2017)。イヌメラノーマ細胞を 35 mm ま
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たは 90 mm ディッシュにそれぞれ 1 × 105 cells または 5×105 cells の密度になる

ように播種し，5 μL /mL の Lipofectamine 2000 と 100 nM  p-65，p-105 または 

scramble siRNA を含む Opti-MEM を使用して 6 時間トランスフェクトした。

トランスフェクション後，培地を 10% FBS を含む DMEM-LG に変更し，5% 

CO2，37℃ で 5日間維持した。siRNA 配列を表 2に示す。siRNA の効果は，

Western blottingによって確認した。 

 

4.2.8 統計学的解析 

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

用いて行った。タイムコースのデータは，双方向分散分析を用いて解析し，そ

の他の実験データは，一方向分散分析を用いて解析した。 

 

4.3 結果 

4.3.1 IL-1β 誘導性プロスタグランジン E2放出と COX-2発現 

イヌメラノーマ細胞における炎症性サイトカイン IL-1β のプロスタグランジ

ン E2 放出に対する効果について検討した。図 4-1aに示すように，細胞を IL-

1β  (100 pM) で 0~48 時間刺激すると，培養上清中に時間依存的なプロスタグ

ランジン E2放出が認められた。さらに図 4-1b で示すように，細胞を 0~200 pM 

の IL-1β で 48 時間刺激を行うと，IL-1β は用量依存的にプロスタグランジン 

E2放出を促進した。 

プロスタグランジン類の産生は，律速酵素である COX-1 および COX-2 に

よって調節されているので，IL-1β による COX-1 および COX-2 の mRNA 

の発現を検討した。IL-1β (100 pM)で 0~24時間刺激を行うと 6 時間をピークに，

時間依存的に COX-2 mRNA 発現が促進された (図 4-2a)。一方，COX-1 mRNA 
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発現に対する IL-1β の効果は認められなかった (図 4-2b)。細胞を様々な濃度の 

IL-1β で 6 時間刺激したとき，0-200 pM の IL-1β による用量依存的 COX-2 

mRNA発現の促進が認められた (図 4-2c) 。IL-1βの用量はプロスタグランジン 

E 2 放出とほぼ同様の濃度であった。 

次に，COX-2 タンパク質発現に対する IL-1β の効果を検討した。細胞を IL-

1β (100 pM) で 0~24時間刺激を行うと， 6時間をピークに，時間依存的な COX-

2 タンパク質発現促進が認められた(図 4-3) 。一方，IL-1β 刺激による COX-1 

タンパク質発現への効果は認められなかった。これらのことから，イヌメラノ

ーマ細胞において，IL-1β により COX-2 発現を介してプロスタグランジン E2

放出が引き起こされていることが強く示唆された。 

 

4.3.2 NF-κB 阻害剤による IL-1β 誘導性プロスタグランジン E2放出と COX-

2 mRNA 発現抑制 

次に，イヌメラノーマ細胞の IL-1β 誘導性プロスタグランジン E2 放出と 

COX-2 mRNA 発現における NF-κB シグナル経路の関与について阻害剤を用い

て検討した。NF-κB 阻害剤 BAY11-7082 (10 µM) または TPCA-1 (10 µM) で 1 時

間前処理を行った後，IL-1β (100 pM) で 細胞を 48 時間刺激すると，IL-1β 誘

導性プロスタグランジン E2 放出は有意に減少した (図 4-4a)。NF-κB 阻害剤

BAY11-7082 または TPCA-1 で前処理された細胞においては，IL-1β 誘導性 

COX-2 mRNA 発現も有意に抑制された (図 4-4b)。これらの結果は，NF-κB シ

グナル経路が IL-1β 誘導性 COX-2 発現を介したプロスタグランジン E2 放出に

関与することを強く示唆している。 

 

4.3.3 IL-1β 誘導性 p65 および p105 のリン酸化 
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IL-1β のような炎症性サイトカインに応答して，p65 サブユニットのリン酸

化が起こることが，NF-κB の転写活性に重要であることが知られている

(Cartwright et al., 2016; Christian et al., 2016; Huang et al., 2010; Perkins, 2006; 

Vermeulen et al., 2002; Viatour et al., 2005)。サイトカインで刺激された細胞におけ

る p105 タンパク質のリン酸化も炎症およびがんに関与することが知られてい

る (Cartwright et al., 2016; Christian et al., 2016; Perkins, 2006; Viatour et al., 2005)。

そこで，IL-1β 刺激した細胞における p65 サブユニットおよび p105 前駆体の

リン酸化について検討した。 

細胞を IL-1β (100 pM)で 0~180 分間刺激すると，p65 および p105 タンパク

質の両方が 15 分をピークにリン酸化された (図 4-5)。一方，データには示さ

ないが，NF-κB ファミリーの他のメンバーである RelB，c-Rel および p100 のリ

ン酸化に対する IL-1β の効果は認められなかった。これらの結果から，p65 と 

p105 が IL-1β 誘導性 COX-2 発現において主たる役割を担うと考えられる。  

さらに，免疫細胞化学により、p65 の核移行についても検討した。イヌメラノー

マ細胞を IL-1β (100 pM)で 15 分間刺激すると、細胞質の p65 の核への移行が認

められた (図 4-6)。NF-κB シグナル伝達の活性化を引き起こすと考えられるし

たがって，イヌメラノーマ細胞において IL-1β は NF-κB シグナル伝達の活性

化を引き起こすことが示された。 

NF-κB 阻害剤 BAY11-7082 または TPCA-1 で 1 時間前処理した細胞を，

IL-1β で 15 分刺激を行うと，図 4-6 に示すように，p65および p105 の両タン

パク質の IL-1β によるリン酸化は有意に抑制された。これらの結果から，p65 

と p50 のヘテロダイマー複合体である NF-κB が，イヌメラノーマ細胞におけ

る IL-1β 誘導性の機能に関与することが示唆される。 
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4.3.4 p65 または  p105 ノックダウン細胞における  IL-1β 誘導性  COX-2 

mRNA 発現抑制 

IL-1β 誘導性 COX-2 発現における p65 と p105 の関与を確認するために，

p65 および p105 siRNA 導入によるノックダウン細胞における COX-2 mRNA 

発現に対する IL-1β の効果を検討した。p65 または p105 siRNAs を導入し，対

照とした scramble siRNA を導入した細胞に比較して total p65 (t-p65) または 

total p105 (t-p105) タンパク質の発現は低下した (図 4-8a)。その p65 または p105 

siRNAs 導入細胞においては，IL-1β 誘導性 COX-2 mRNA 発現の有意な低下が

認められた (図 4-8b)。IL-1β 誘導性 COX-2 mRNA 発現の低下は p65 と p105 

の両 siRNAs を同時に導入した細胞においても認められたが，p65 または p105 

どちらか片方の siRNA を導入した細胞の場合と比べて有意な差は認められなか

った (図 4-8b)。これらの結果は，p65 と p105 がイヌメラノーマ細胞におけ

る IL-1β 誘導性 COX-2 mRNA 発現にパラレルに寄与することを示唆している。 

 

4.4 考察 

本章では，イヌメラノーマ細胞において IL-1β が COX-2 発現とそれに続く

プロスタグランジン E 2 を産生することを明らかにした。メラノーマにおいて

IL-1β を含む炎症性サイトカインが有意に上昇することが報告されている (Qin 

et al., 2011)。IL-1β は，単球，マクロファージおよび樹状細胞などの免疫細胞か

ら分泌される (Dinarello, 2009) が，メラノーマ細胞自身も IL-1β を産生および

放出することも報告されており，インフラマソームの恒常的な活性化によるも

のと考えられている (Okamoto et al., 2010)。したがって，免疫細胞やメラノーマ

細胞など腫瘍微小環境から分泌される IL-1βが，COX-2 発現を介してプロスタ

グランジン E2 の産生と放出を経て，血管新生，浸潤および転移を含むがんの
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進行に寄与すると考えられる (Arend, 2002; Elaraj et al., 2006; Lavi et al., 2007)。

実際に，COX-2 発現の上昇は，様々ながんにおける腫瘍の進行および転移促

進の特徴とされており (Dannenberg et al., 2001)，メラノーマに関しても，浸潤と

転移における  COX-2 の機能的役割が報告されている  (Denkert et al., 2001; 

Goulet et al., 2003)。COX-2 発現はメラノーマの進行のステージおよび病理組織

学的型の両方に関与し (Chwirot & Kuźbicki, 2007; Kuźbicki et al., 2006)，COX-2 

発現は腫瘍の再発および転移と関連することが示唆されている (Martínez et al., 

2011)。COX-2 特異的阻害剤であるセレコキシブはメラノーマ細胞の増殖を減弱

させることからも，COX-2 がメラノーマの進行に関与することが示されている 

(Bundscherer et al., 2008)。 

本研究では，NF-κB p65 および p105 がメラノーマ細胞における IL-1β 誘導

性 COX-2 発現に関与していることも明らかにした。NF-κB は，生理学的およ

び病理学的機能に関与する広範囲の遺伝子調節に関与する転写因子である。が

ん細胞では，NF-κB は，免疫反応から細胞を保護するための良好な微小環境の

構築において重要な役割を担うと考えられている (Chaturvedi et al., 2011; Karin 

& Greten, 2005; Perkins, 2012)。NF-κBファミリーは，p65 (RelA)，RelB，c-Rel，

p50 および p52 の 5 つのメンバーで構成されており，互いにホモダイマーまた

はヘテロダイマーを形成し機能する (Smale, 2012)。これらの中で，p50/p65 ヘ

テロダイマーは，NF-κB活性化のカギとなっている (Chen et al., 1999; Phelps et 

al., 2000)。平常時の細胞では，p50/p65 ヘテロダイマーは，阻害タンパク質 

IκBα との不活性複合体形態として細胞質中に存在する。さらに，NF-κB シグナ

ル伝達経路は古典的経路と非古典的経路の 2 つの異なる経路に分類されている

が (Bonizzi & Karin, 2004)，古典的経路において，IκB キナーゼは， IL-1β など

の外因性シグナルによって活性化され，IκBα のリン酸化を介し，ユビキチン化
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とプロテアソーム分解を誘発する。IκBα から分離した p50/p65 ヘテロダイマ

ーは核へ移行し NF-κB 標的遺伝子を調節する (Bonizzi & Karin, 2004)。本研究

で示されたように，IκBα および IκB キナーゼの選択的阻害剤である BAY11-

7082 および TPCA-1 で前処理を行った細胞や，p65 と p50 の前駆体 p105 を

ノックダウンした細胞において IL-1β 誘導性 COX-2 mRNA は明らかに低下し

た。これらの結果は，イヌメラノーマ細胞における IL-1β 誘導性 COX-2 発現

においては，NF-κB シグナル伝達の古典的経路の活性化が重要であることを示

唆している。 

本研究では，IL-1β がイヌメラノーマ細胞における p65 のリン酸化を一過性

に促進することを明らかにした。p65 タンパク質は，N-terminal Rel homology 

domain (RHD) と， C-terminal transactivation domain (TAD) をもつタンパク質で，

両方のドメインと，TADから RHD のリンカー領域に，11個以上のリン酸化部

位があることが報告されている (Christian et al., 2016; Perkins, 2006)。細胞質と核

の両方で認められる p65 のリン酸化は標的遺伝子の転写を効率的に行うための 

NF-κB の重要な翻訳後修飾と考えられている (Huang et al., 2010; Perkins, 2006)。

個々のアミノ酸のリン酸化が，DNA 結合，二量体化，転写調節物質との結合，

細胞内局在，安定化および転写活性に関連しており，最終的には，修復された

アミノ酸に応じて転写の増減が制御される (Chen & Greene, 2004; Christian et al., 

2016; Huang et al., 2010; Perkins, 2006)。p65 のリン酸化を介した NF-κB の転写

活性は，刺激に依存している。IL-1β は，p65 リン酸化を介して標的遺伝子の

転写を調節することが報告されている (Geng et al., 2009; Reber et al., 2009; Wang 

et al., 2015)。IL-1β によって誘導される p65 リン酸化は，立体構造の変化を引

き起こすと考えられており，それが転写補助因子との会合やユビキチン化に関

与する (Milanovic et al., 2014)。したがって，イヌメラノーマ細胞における IL-1β 
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誘導性 COX-2 発現に関わる特定のリン酸化部位のさらなる検討は必要と考え

られる。 

p105 ノックダウン細胞では IL-1β 誘導性 COX-2 mRNA 発現が有意に低下

したため，メラノーマ細胞において p105 が転写活性因子として重要であるこ

とが考えられる。さらに，p105 は大きな前駆体タンパク質であり，部分的にプ

ロテアソームによって分解され，p50 サブユニットを生成する  (Hayden & 

Ghosh, 2004)。p50 は，炎症性シグナルによって誘発される古典的経路における

転写調節能を有する  p50/p65 ヘテロダイマーを形成する  (Chen et al., 1999; 

Phelps et al., 2000)。したがって，p105 は，IL-1β で刺激したメラノーマ細胞に

おいて p50 の前駆体として機能する可能性が高い。p50/p65 は中心的な二量体

であるが，p50 はホモダイマー自体を形成することもできる (Guan et al., 2005; 

Saccani et al., 2003; Tong et al., 2004)。 p50/p50 ホモダイマーは核内に存在，サブ

ユニットが転写活性化ドメインを有しないので，転写アクチベーターとして作

用することはできない。このことから，p50/p50 ホモダイマーは，NF-κB 伝達

経路においてはリプレッサーとして携わっていると考えられている (Guan et 

al.,2005; Saccani et al., 2003; Tong et al., 2004)。したがって，p50 の機能の検討も

必要と思われる。 

また，本研究では，IL-1β が一過性に p105 リン酸化を促進することも明らか

にした。したがって，IL-1β 誘導性の p105 のリン酸化は COX-2 mRNA 発現に

おける NF-κB の転写活性に関与しているように思われる。p105 のリン酸化は，

プロテアソーム分解にとって重要であることが以前に報告されている 

(Fujimoto et al., 1995)。しかしながら，p105 から p50へのプロセッシングの大部

分は恒常的に起こり (Lin et al., 1998)，p105 のリン酸化はユビキチン化を誘導

し，p50 の生成なしに p105 の完全な分解をもたらす (Cohen et al., 2004; Hayden 
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& Ghosh, 2004)。現在，E3 ユビキチンリガーゼである  Kip1 ubiquitination-

promoting complex 1 (KPC1) によって媒介されるユビキチン化は，IκB キナーゼ

β による p105 リン酸化に続いて起こる p105 から p50 へのプロテアソーム

分解をひきおこすことが知られている (Kravtsova-Ivantsiv et al., 2015)。しかし，

KPC1 による p105 から p50 へのプロセッシングは，NF-κB 経路のダウンレ

ギュレーションに関与し，メラノーマを含む腫瘍の進行を抑制する (Iida et al., 

2017; Kravtsova-Ivantsiv et al., 2015)。一方，p105 は，p50 の前駆体としてでは

なく，MAP キナーゼシグナル伝達における負のレギュレーターとして機能する

独自の役割を持つことが報告されている (Beinke et al., 2003; Waterfield et al., 

2003)。p105 タンパク質は MAP キナーゼの上方にあるキナーゼである tumor 

progression focus 2 (Tpl-2) を不活性型で安定化させるために，Tpl-2 に結合して

，MAP キナーゼシグナル伝達の活性化を妨げる (Beinke et al., 2003; Waterfield et 

al., 2003)。p105 のリン酸化とその後の p105 プロテアソーム分解の結果，活性

型 Tpl-2 が遊離すると，遊離した Tpl-2 がMEK1/2 を活性化し， ERK1/2 の活

性化を誘導する (Beinke et al., 2003; Waterfield et al., 2003)。イヌの皮膚由来線維

芽細胞において NF-κB 経路が ERK1/2 活性化に寄与すること (Tsuchiya et al., 

2015) から，このような p105 の調節は，メラノーマ細胞における IL-1β 誘導

性 COX-2 発現に関与していると思われる。 

イヌメラノーマ細胞において IL-1β は COX-2 発現を促進してプロスタグラ

ンジン E2放出を促すこと，また，シグナル伝達経路として NF-κB の p65 およ

び p105 が転写因子として機能することを明らかにした。このことから，NF-

κB 経路ならびに IL-1β 誘導性 COX-2 の発現は，メラノーマにおける治療標

的になると考えられる (Xis et al., 2018)。 
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図 4-1. イヌメラノーマ細胞における IL-1β 誘導性のプロスタグランジン E2放

出の時間および用量依存性．(a) 時間依存的な IL-1β 誘導性のプロスタグランジ

ン E2放出を検討するため，細胞を 200 pM IL-1β の存在下  （●）または非存在

下（○）で 0~48 時間インキュベートした．(b) 用量依存的な IL-1β 誘導性のプ

ロスタグランジン E2放出を検討するため，細胞を 0~200 pM の IL-1β で 48 時

間刺激した。刺激後，培養上清中に放出されたプロスタグランジン E2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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図 4-2. イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性 COX-2 mRNA 発現の時間お

よび用量依存性．(a, b) 時間依存的な IL-1β誘導性の COX-1およびCOX-2 mRNA

発現の変化を検討するため，細胞を 100 pM IL-1β の存在下（●）または非存在

下（○）で 0~24時間インキュベートした。(c) 用量依存的な IL-1β 誘導性の COX-

2 mRNA発現の変化を検討するため，細胞を 0~200 pM IL-1β で 6時間刺激した．

インキュベート後，Trizol を用いて total RNAを抽出し，COX-2 mRNA (a, c)およ

び COX-1 mRNA(b)発現を Real-time RT-PCR にて測定した．TBP を内部標準と

して使用した．COX-1 mRNA 発現促進は認められなかった．値は 3例の平均値 

± 標準誤差を示す． *P < 0.05  
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図 4-3. イヌメラノーマ細胞における IL-1β 誘導性 COX-2 タンパク質発現の時

間依存性．細胞を 100 pM IL-1β で 0~24 時間刺激した。刺激後，COX-1 および

COX-2タンパク質発現を Western blotting にて測定した．内部標準として β-actin

の発現を使用した．COX-1タンパク質発現促進は認められなかったが，6 時間を

ピークに，時間依存的な COX-2 タンパク質発現促進が認められた．それぞれ独

立して行われた 3例の実験の代表的な結果を示す． 
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図 4-4. NF-κB 阻害剤による IL-1β 誘導性プロスタグランジン E2放出と COX-

2 mRNA 発現抑制. イヌメラノーマ細胞を NF-κB 阻害剤 BAY11-7082 (10 µM) 

または TPCA-1 (10 µM) の存在下および非存在下で 1 時間前処理した。その後，

IL-1β (100 pM) の存在下および非存在下で 48 時間 (a) または刺激 6 時間 (b) 

インキュベートし，培養上清中に放出されたプロスタグランジン E2を ELISA に

て (a)，また，細胞における COX-2 mRNA発現変化を Real-time RT-PCR にて (b) 

測定した。COX-2 mRNA 発現変化においては TBP を内部標準として使用した．

値は 3例の平均値 ± 標準誤差を示す． *P < 0.05  
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図 4-5. イヌメラノーマ細胞における IL-1β 誘導性 p65 および p105 のリン酸化

の時間依存性．細胞を 100 pM IL-1β で 0~180 分間刺激した。刺激後，リン酸化

p65 (p-p65) および total p65 (t-p65)，リン酸化 p105 (p-p105) および total p105 (t-

p105) ，また，内部標準として β-actin の発現を Western blotting にて測定した．

刺激後 5~15 分をピークに，時間依存的な p65 および p105 のリン酸化の促進が

認められた．それぞれ独立して行われた 3例の実験の代表的な結果を示す． 
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図 4-6. イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性 p65の核移行．細胞を 100 pM 

IL-1β の存在下および非存在下で 15 分間刺激した。刺激後， 抗 total p65 (t-p65

抗体（緑)および核マーカーとして抗 lamin A/C 抗体（赤）を用いて免疫染色を行

った。IL-1β 刺激細胞において両抗体のマージ（黄）が認められ、IL-1β 誘導性の

p65 の核移行が認められた。独立して行われた 3 例の実験の代表的な結果を示

す． 
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図 4-7．イヌメラノーマ細胞における NF-κB 阻害剤による IL-1β 誘導性 p65お

よび p105 リン酸の抑制. イヌメラノーマ細胞を NF-κB 阻害剤 BAY11-7082 (10 

µM) または TPCA-1 (10 µM) の存在下および非存在下で 1 時間前処理後，IL-1β  

(100 pM) の存在下および非存在下で 15分間インキュベートした。その後，リン

酸化 p65 (p-p65) および total p65 (t-p65)，リン酸化 p105 (p-p105) および total p105 

(t-p105) の発現を Western blotting にて測定した．BAY11-7082 および TPCA-1 

は IL-1β 誘導性 p65および p105のリン酸化を抑制した．それぞれ独立して行わ

れた 3例の実験の代表的な結果を示す． 
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図 4-8. p65 および p105 siRNA 導入イヌメラノーマ細胞における IL-1β 誘導性 

COX-2 mRNA発現の低下． (a) p65，p105 または scramble siRNA 導入細胞に

おける total p65 (t-p65) または total p105 (t-105) タンパク質発現の低下を Western 

blottingにて確認した．内部標準として β-actin の発現を使用した．それぞれ独立

して行われた 3例の実験の代表的な結果を示す．(b) p65，p105 または scramble 

siRNA 導入細胞を 100 pM IL-1β の存在下または非存在下で 6 時間インキュベ

ートした後，COX-2 mRNA発現を Real-time RT-PCR にて測定した。TBP を内部

標準として使用した．値は 3例の平均値 ± 標準誤差を示す． *P < 0.05  
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本研究では，イヌにおける炎症制御の機序の一部を明らかにするために，イヌ

の皮膚由来線維芽細胞および悪性黒色腫細胞（メラノーマ細胞）を炎症性サイト

カインである IL-1β で刺激を行い，IL-1β 誘導性の細胞応答と細胞内シグナル伝

達経路を検討し，次の結果を得た。 

第 2章ではイヌの皮膚由来線維芽細胞における炎症に関わる IL-6発現への IL-

1β の効果を検討した。IL-1β は，時間および用量依存的に IL-6 mRNA 発現およ

び IL-6放出を誘導した。さらに，種々の細胞において IL-1β 刺激により MAP キ

ナーゼ経路が活性化されることから，イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 応

答への MAP キナーゼ経路の関与について検討を行った。MAP キナーゼ経路に

は，ERK経路，p38 MAP キナーゼ経路， JNK経路の 3種類が知られている。ま

た，ERKの上流にはMAP キナーゼ/ERKキナーゼ（MEK）が存在し，ERK の活

性調整を行うことが知られている。本研究では，MEK および ERK 阻害剤によ

り IL-1β の効果が抑制されることから ERKの関与を認め，さらに，ERK サブタ

イプの特異的ノックダウンにより，イヌ皮膚由来線維芽細胞においては，IL-1 β

誘導性 IL-6 発現に ERK1/2 シグナル伝達経路が関与することが明らかとなっ

た（図 5-1）（Kitanaka et al., 2019b）。 

第 3 章では，第 2 章で用いた同様のイヌ皮膚由来線維芽細胞を用い，炎症に

関わるマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）の 1 つである MMP-3 発現に

対する IL-1β の効果を標的とした。IL-1β 刺激を与えた細胞において，時間およ

び用量依存的にMMP-3 mRNA の発現とMMP-3放出が促進された。また，活性

化転写因子である ATF-2 の関与について，阻害剤と siRNAを用いると IL-1β の

効果が抑制されることから，IL-1β 誘導性MMP-3発現に ATF-2が関与すること

が明らかとなった。さらに，MAP キナーゼとの関連を検討し，ERK 阻害剤は 

IL-1β 誘導性の MMP-3 mRNA 発現を抑制し，siRNAs 導入細胞による ERK1 
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と ERK2 ノックダウン細胞では， IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現が減少し

たことから，IL-1β 誘導性の MMP-3 発現において ERK1 と ERK2 が関与し

ていることが示された。IL-1β 誘導性の ATF-2 リン酸化は，ERK 阻害剤で抑制

され，また，siRNAs 導入による ERK1 ノックダウン細胞でも抑制されたが， 

ERK2 ノックダウン細胞では 認められなかった。以上の結果から，イヌ皮膚由

来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 MMP-3 の発現には ERK1/ATF-2 経路が関

与していることが明らかとなった（図 5-2）（Kitanaka et al., 2019a）。 

第 4章では，炎症性サイトカイン IL-1β で刺激したイヌメラノーマ細胞を用い

て，IL-1β 誘導性 COX-2 発現における転写調節因子 NF-κB の関与について

検討した。IL-1β は，時間および用量依存的にプロスタグランジン E2 の放出

とCOX-2 mRNA 発現を誘導した。NF-κB 阻害剤で処理した細胞において IL-1β 

誘導性のプロスタグランジン E2 放出および COX-2 mRNA 発現が抑制された。

また，IL-1β は NF-κB ファミリーである p65/RelA および p105/NF-κB1のリン

酸化を誘発したが，NF-κB 阻害剤の存在下では抑制された。p65 または p105 

の siRNA を導入したメラノーマ細胞において，IL-1β 誘導性 COX-2 mRNA 発

現は阻害された。これらのことから，イヌメラノーマ細胞において，IL-1β 誘導

性 COX-2 発現に NF-κB シグナル伝達の活性化が必要であることが明らかとな

り，炎症に重要な役割を果たすことが示唆された（図 5-3）（Kitanaka et al., 2018）。 

これらの知見は，イヌの様々な炎症，腫瘍化に対するより優れた治療法，予防

法の確立に大きく貢献するものと期待される。 
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図 5-1. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 刺激による ERK1/2 シグナル

経路を介した IL-6発現と放出の模式図．イヌ皮膚由来線維芽細胞において IL-

1β 刺激は，ERKアイソフォームである ERK1および ERK2を活性化し，炎症

に関わるサイトカインの１つ IL-6発現を促進し，放出する． 
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図 5-2. イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 刺激による ERK1/2 と ATF-2

シグナル経路を介した MMP-3発現と放出の模式図．イヌ皮膚由来線維芽細胞

において IL-1β 刺激は，ERKアイソフォームである ERK1および ERK2 を活性

化し，さらに，ERK1 は転写因子 ATF-2を活性化し，炎症に関わるメタルプロ

テアーゼの１つMMP-3発現を促進し，放出する． 
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図 5-3. イヌメラノーマ細胞における IL-1β刺激による NF-κB 経路を介した

COX-2発現とプロスタグランジン E2産生の模式図．イヌメラノーマ細胞にお

いて IL-1β 刺激は，NF-κBの p65/RelA および p105/NF-κB1 を活性化し，プロス

タグランジン産生における律速酵素 COX-2 発現を促進し，プロスタグランジ

ン E2 (PGE2) を産生し，放出する． 
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