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炎症は，免疫系による生体に不可欠な防御機能である。炎症反応は細菌やウイ

ルスなどの病原体感染，組織障害，毒物成分など様々な要因に対して引き起こさ

れ、正常組織の恒常機能を維持している (Medzhitov, 2010；Ahmed, 2011)。炎症

には，全身を循環している白血球、血小板、血漿などの血液由来の細胞や液性成

分，血管内皮細胞，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，それぞれに単独に、

あるいは共働して機能を担っている。生体局所に障害が生じると，血管から血液

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

反応の制御には、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が関

わっている (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

トカインの 1つである。IL-1β は，白血球，リンパ球、血管内皮細胞，上皮細胞、

線維芽細胞など様々な細胞から産生・分泌される (Naoe et al., 2019)。病原体関連

分子パターン (pathogen-associated molecular patterns、PAMPs) と総称される細菌

やウイルスの構成成分、ダメージ関連分子パターン (damage-associated molecular 

patterns、DAMPs) と呼ばれる体内成分が炎症刺激としてパターン認識受容体 

(pattern-recognition receptors、PRRs) で認識されると、IL-1βの遺伝子発現は誘導

される。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、前駆

型 IL-1β は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， IL-1βは成熟型となって分泌される (Bent 

et al., 2018; Shao et al., 2015)。分泌された IL-1βは，標的となる細胞の細胞膜受容

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 (Gabay et al., 2010)。 
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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 (Kyriakis et al., 2012)。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，Extracellular signal-regulated 

kinases 1/2 (ERK1/2)、c-Jun N-terminal kinases (JNK)、p38 の 3つが主要な経路と

して知られている (Kyriakis et al., 2012)。 

線維芽細胞は全ての組織において、特に結合組織に多く存在する細胞である。

機能として、収縮性や可動性を維持し、コラーゲンやエラスチン繊維合成、細胞

外マトリックスの分解調節は知られていた。しかし、近年、Tool様受容体、抗菌

性ペプチド、炎症性サイトカイン、ケモカイン、成長因子、微生物に対する自然

免疫にかかわる様々な因子を合成し、免疫系の Sentinel (歩哨) 細胞としての機

能が明らかになりつつある (Bautista-Hernández et al., 2017)。 

本研究は，イヌにおける炎症制御の機序の一端を明らかにすることで獣医療

への貢献を目的とし、初代培養したイヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β刺激

により惹起される細胞応答と細胞内シグナル伝達経路を検討した。 

第 2章では、イヌ皮膚由来線維芽細胞におけるインターロイキン-8 (IL-8)の発

現と分泌に対する IL-1βの効果について検討した。IL-8 は、CXCL8としても知

られている CXCケモカインファミリーの一員であり、炎症や創傷治癒に関与す

ることが知られている (Lindley et al., 1988; Peveri et al., 1988; Baggiolini et al., 

1992; Harada et al., 1994; Kany et al., 2019)。 

第 3 章では、イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性の IL-8 発現に関

わる細胞内シグナル伝達として、MAPキナーゼ経路について注目し、特にその

１つである ERK1/2の関与を検討した。 
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第 4 章では、Cot としても知られているセリン/スレオニンリン酸化酵素であ

り、サイトカインを含む様々な刺激に応答して、炎症を含む細胞機能に関わると

考えられている Tumor Progression Locus 2 (Tpl2) (Vougioukalaki et al., 2011; Xu et 

al., 2018) のイヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8発現への関与と

ERK1/2活性化への関与を検討した。 
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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-8の発現と分泌 
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2.1 緒言 

インターロイキン-8 (IL-8) は、CXC ケモカインファミリーの一員であり、

CXCL8としても知られている。その役割の１つは、好中球などの自然免疫細胞

を活性化し、炎症部位に動員することである (Baggiolini et al., 1992; Harada et al., 

1994)[1,2]。また、IL-8 は、好中球の呼吸バースト、エキソサイトーシス、貯蔵

タンパク質の脱顆粒も促進し、創傷治癒や炎症に関与することが知られている 

(Lindley et al., 1988; Peveri et al., 1988; Baggiolini et al., 1992; Kany et al., 2019) [1,3-

5]。さらに、IL-8は血管内皮細胞の増殖、成長、生存を促進し、血管新生にも関

与している (Li et al., 2003; Rosenkilde et al., 2004) [6,7]。IL-8は、最初はリポポ

リサッカライド (LPS) で刺激したヒト単球から精製された (Yoshimura et al., 

1987; Walz et al., 1987)[8,9]。しかし、現在では、このケモカインは、線維芽細胞

や内皮細胞のような非免疫細胞を含む様々な細胞で産生・分泌されることが知

られている (Larsen et al., 1989; Strieter et al., 1989; Hoffmann et al., 2002) [10-12]。 

IL-8発現は、非刺激細胞ではほとんど認められないが、炎症性サイトカインを

含む様々な刺激によって促進される (Hoffmann et al., 2002) [12]。炎症性サイトカ

インの 1つである IL-1βは、炎症組織において他のサイトカインやケモカインの

発現・分泌を促進し、急性および慢性炎症に関与する (Dinarello, 2011; Mantovani 

et al., 2019) [13,14]。様々な細胞において、IL-1βが IL-8の発現と分泌を促進する

ことが報告されている(Abruzzo et al., 1992; Rathanaswami et al., 1993; Sodin-Semrl 

et al., 2000; Nourbakhsh et al., 2001)[15-18]。 

 本章では、イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-8の発現と分泌に対する IL-

1βの効果を検討した。 

 

2.2 材料と方法 
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2.2.1 材料 

Dulbecco’s Modified Eagle medium with 1 g/L glucose (DMEM) およびウシ胎児血

清 (FBS)  は富士フィルム和光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan) から購入した。

リコンビナントイヌ IL-1βは、Kingfisher Biotech, Inc. (Saint Paul, MN) から購入

した。TRIzolは、Life Technologies Co. (Carlsbad, CA) から入手した。Thermal Cycler 

Dice Real Time System I、TP900 Dice Real Time v4.02B、SYBR Premix Ex Taq II、

PrimeScript RT Master Mix および CELLBANKER 1 plus medium は TaKaRa Bio 

Inc. (Shiga, Japan) から入手した。イヌ IL-8測定用 ELISAキットは R&D Systems, 

Inc. (Minneapolis, MN) から購入した。凍結容器 (BICELL) は日本フリーザー 

(Tokyo、Japan) から、また、StatMate IVは ATMS (Tokyo、Japan) からそれぞれ

購入した。 

 

2.2.2 細胞培養 

本研究は、日本大学動物実験倫理委員会 (AP13B051) の承認を得て行われた。

健康なビーグル 3頭（オス、3歳）を株式会社日本 SLC (Shizuoka、Japan) より

購入し、ケージ（高さ：137 cm、幅：80 cm、長さ：86 cm）内で飼育・維持した。

実験食 TC- 2 (250g/頭; オリエンタル酵母工業株式会社) を 1日 1回、全ての試

験動物に提供した。飼育施設内（1日 1回）および屋外（月 1回）で、いくつか

のおもちゃを使用して犬を運動させた。飼育施設の物理的条件は 1 日 1 回モニ

ターした。感染症予防のため、犬同士を隔離して飼育した。動物福祉を向上させ、

不快感を最小限にするためにあらゆる努力を払った。この研究で使用された犬

は、今後の研究に使用するために飼育を継続した。 

皮膚由来線維芽細胞を作成するため、1%リドカインと 10 g/mLアドレナリン

による局所麻酔後、イヌ背部皮膚サンプルを採取した。処置後の痛みを和らげる
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ため、酒石酸ブトルファノール (0.2 mg/kg) を静脈内投与した。イヌ皮膚線維芽

細胞は、以前に記載された方法 (Tsuchiya et al., 2015; Nakano et al., 2018; Kitanaka 

et al., 2019a; 2019b) に若干の修正を加えた方法を用いて作成した。背部皮膚から

採取したイヌの真皮を 3 mm2の切片にし、90 mmシャーレに入れた。付着した

摘出物は、10% FBS添加 DMEMを用いて、5% CO2濃度、37°Cのインキュベー

ター内で静置培養し、週に 1度培地交換を行った。その後、イヌ皮膚由来線維芽

細胞を伸長細胞として得た。得られた細胞において、Netrin-1、Netrin-3、Ephrin-

A3、Ephrin-A4、Semaphorin-4D の mRNA を発現し、走化性因子の mRNA 発現

は低いことなどから皮膚由来線維芽細胞としての特徴を備えることを確認した 

(Tsuchiya et al., 2015)。細胞が 90〜95%コンフルエンスに達した時点で、0.25% ト

リプシン-EDTA を用いて採取し、CELLBANKER 1 plus 培地を用いて 2×106 個

/500 μLの密度で懸濁し、滅菌した血清チューブに分注した。その後、チューブ

を凍結容器BICELLに入れ、-80°Cで凍結保存した。実験に使用する時は、BICELL

容器から血清チューブを取り出し、37℃ のウォーターバスに浸した。解凍した

細胞懸濁液を、10% FBSを含む DMEMが入った遠心チューブに移し、300×gで

3分間遠心分離し、上清を除去した後、ペレットを 10%FBS含有 DMEMに懸濁

し、75 cm2培養フラスコに移した。その後、凍結保存前と同じ条件下で静置培養

を行った。線維芽細胞は、約 90％コンフルエントに達した時点で 0.25% トリプ

シン-EDTAを用いて回収し、75 cm2培養フラスコあたり 1×106個の密度で播種

した。実験には 4継代後の線維芽細胞を使用し、1頭の犬由来の細胞を用いた実

験結果を 1例とした。フラスコ当たり 1 × 106個となるよう播種し，凍結保存前

と同じ条件で静置培養した。細胞は約 90％まで細胞を増殖させ，0.25% trypsin-

EDTAを使用し回収した。 
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2.2.3 Real-time RT-PCR 

Real-time RT-PCR は以前に報告された方法に従って行った  (Tsuchiya et al., 

2015; Nakano et al., 2018; Kitanaka et al., 2019a; 2019b)。培養イヌ皮膚線維芽細胞

からの total RNA 抽出は、TRIzol を用い、メーカーの説明書に従って行った。

RNA 濃度は 260 nm/280 nm の吸光度で分光光度計により測定された。 一本鎖

cDNAの合成は、PrimeScript RT Master Mixを使用し、500 ngの total RNAを用

いて行った。2 μLの一本鎖 cDNA、SYBR Premix Ex Taq IIおよびイヌ IL-8また

はハウスキーピング遺伝子として TATA box binding protein (TBP) を標的とする

プライマーを用いて、総反応量 25 μLで行った。用いたプライマーの配列は表 2-

1に示す。ノーテンプレートコントロールまたはノー逆転写コントロールとして、

それぞれ 2 μLの RNaseおよび DNAフリー水または 2 μLの各 RNAサンプルを

用いた。PCRは、Thermal Cycler Dice Real Time System IIを使用し、95℃ 30秒

の変性を 1サイクル、95℃ 5秒の変性を 40サイクル、60℃ 30秒のアニーリン

グ/エクステンションを 1サイクルで行った。結果は、Real-time RT-PCR 解析ソ

フトを用い、二次微分最大法、比較サイクル閾値 (ΔΔCt) 法で解析した。内因性

コントロールとして、同量の cDNAからの TBPの増幅を適用し、校正標準とし

て、時間 0のイヌ皮膚由来線維芽細胞からの cDNA増幅を使用した。 

 

2.2.4  IL-8 測定 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を 6 ウェル培養プレートに 3.0×105 cells/well の密度

で播種した。24 時間飢餓状態にした後、線維芽細胞を IL-1β で 0〜24 時間処理

し、培養液を回収した。培養液中の IL-8濃度は、市販の ELISAキットを用いて

アッセイした。 
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2.2.5 統計学的解析 

統計解析は StatMate IV を用いて行い、すべての実験のデータは平均値±標準

誤差として示した。時間経過研究およびその他の実験のデータは、それぞれ二元

配置分散分析（ANOVA）および一元配置分散分析（one-way ANOVA）を用いて

分析した。ポストホック解析として Tukey's test を用いた。0.05 以下の P 値は

統計的に有意であるとみなした。 

 

2.3 結果 

2.3.1 イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8分泌 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を 100 pMの IL-1βにて 0-24時間刺激し、培養液中に

分泌された IL-8 濃度を測定した。図 2-1 に示すように、非刺激細胞からの IL-8

分泌は認められなかったが、IL-1β刺激細胞からは、時間依存的な IL-8の分泌の

増加が認められた。 

 

2.3.2 イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8 mRNA発現 

次に、イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-8 mRNAの発現に対する IL-1βの

効果を検討した。細胞を 100 pMの IL-1βで 0~24時間刺激をすると、図 2-2a に

示すように、IL-8 mRNAの発現は時間依存的に増加し、6時間で到達し、その後

減少した。一方、非刺激細胞においては、IL-8 mRNA 発現はほとんど認められ

なかった。 

IL-1βの濃度を 0~200 pMと変化をさせてイヌ皮膚由来線維芽細胞をで 6時間

刺激すると、図 2-2bに示すように、IL-8 mRNA発現は IL-βの用量に依存して増

加し、50 pM以上ではプラトーレベルに達した。これらのことから、IL-1βはイ

ヌ皮膚由来線維芽細胞において、IL-8 の発現を介して分泌を誘発することが示
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唆された。 

 

2.4. 考察 

本章では、イヌ皮膚由来線維芽細胞において、炎症性サイトカインの 1 つで

ある IL-1βがケモカインの IL-8の mRNA発現とタンパク質分泌を促進すること

を示した。ヒトにおいては、慢性閉塞性肺疾患、高血圧、発がん、特発性肺線維

症、慢性歯周炎などの多くの疾患に起因した IL-8 発現の上昇が認められている 

(Mavropoulou et al., 2016)[68]。イヌにおいても、自然発症の炎症性疾患やがんに

罹患した場合に、IL-8 の血清濃度やタンパク質発現の増加が報告されている 

(Karlsson et al., 2012; Haas et al., 2016; Mei et al., 2018; Avazi et al., 2019; Gelaleti et 

al., 2012; Mavropoulou et al., 2016; El-Hadi et al., 2012) [63-69]。また、実験的には

LPS を投与して作成した炎症モデルのイヌでも観察されている (Floras et al., 

2014; Karlsson et al., 2015)[70,71]。  細胞実験においても、イヌの滑膜線維芽細

胞や子宮内膜間質細胞をLPSと炎症性サイトカインである腫瘍壊死因子α (TNF-

α) で刺激すると、IL-8 の mRNA の発現が増加することが報告されている 

( Benakanakere et al., 2016; Namba et al., 2017)[54, 72]。これらの報告は、IL-1βに

よって誘導された IL-8 が組織的および局所的な炎症に関与していることを強く

示唆している。そのため、本章の結果からは、IL-1β誘導性 IL-8がイヌ皮膚炎症

に深く関わる可能性が考えられる。 
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図 2-1. イヌ皮膚線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8タンパク質の放出 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を IL-1β (100 pM) の存在下（●）および非存在下（○）

で 0~24時間で処理後、培養液中に分泌された IL-8濃度を測定した。IL-1βによ

り IL-8 分泌は時間依存的に促進された。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。 
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図 2-2. イヌ皮膚線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8 mRNA発現 

(a)イヌ皮膚由来線維芽細胞を IL-1β (100 pM) の存在下（●）および非存在下（○）

で 0~24時間で処理後、IL-8 mRNA発現を real-time PCRにて測定した。IL-1βに

より IL-8 mRNA発現は時間依存的に促進された。(b)イヌ皮膚由来線維芽細胞を

0-200 pM IL-1β (100 pM)で 6時間で刺激した。IL-8 mRNA発現は IL-1βの濃度に

依存して促進された。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。 
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表 2-1. Primer sequences for RT-qPCR 

Gene Name Gene bank ID Primer sequences 

IL-8 NM_001003200.1 F: 5ʹ-CACCTCAAGAACATCCAGAGCT-3ʹ 

R: 5ʹ- CAAGCAGAACTGAACTACCATCG-3ʹ 

TBP XM_863452 F: 5'-ACTGTTGGTGGGTCAGCACAAG-3' 

R: 5'-ATGGTGTGTACGGGAGCCAAG-3' 
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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 IL-8発現への 

MAPキナーゼの関与 
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3.1 緒言 

Mitogen-activated protein kinases (MAPキナーゼ) は様々な細胞機能に関わる重

要なリン酸化酵素である。IL-1βや腫瘍壊死因子 α (TNF-α) などの炎症性サイト

カインを含む様々な刺激によって活性化される (Kyriakis et al., 2012)。哺乳類に

は、Extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2)、c-Jun N-terminal kinases (JNK)、

p38 の 3 つの主要な MAP キナーゼが存在する (Johnson et al., 2002; Kyriakis) 

[19,20]。ヒトにおいては、様々な細胞においてMAPキナーゼの活性化が IL-1β-

誘導性の IL-8 の発現に関与することが報告されている  (Carroll et al., 2005; 

Sooranna et al., 2005; Rasmussen et al., 2008; Yang et al., 2008; Liu et al., 2014; Ou et 

al., 2016)。しかし、どのMAPキナーゼの活性化が関わるかは細胞の種類により

異なっている。ヒト気管支上皮細胞  (Carroll et al., 2005) と子宮筋腫細胞 

(Sooranna et al., 2005) では p38 と ERK が、Hela 細胞 (Yang et al., 2008) とヒト 

Muller 細胞  (Liu et al., 2014) では ERK と  p38 の両方が、HepG2 細胞 

(Rasmussen et al., 2008) とヒト卵巣顆粒膜細胞 (Ou et al., 2016) では JNK と p38 

の両方が IL-1β刺激により活性化され、IL-8 の発現が引き起こされる。 

前章ではイヌ皮膚由来線維芽細胞において IL-1β 刺激が IL-8 発現を促進する

ことを示した。そこで、本章では、イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導

性の IL-8発現に関わる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 

Dulbecco’s Modified Eagle medium with 1 g/L glucose (DMEM) およびウシ胎児

血清 (FBS)  は富士フィルム和光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan) から購入し

た。リコンビナントイヌ IL-1βは、Kingfisher Biotech, Inc. (Saint Paul, MN) から
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購入した。TRIzolは、Life Technologies Co. (Carlsbad, CA) から入手した。Thermal 

Cycler Dice Real Time System I、TP900 Dice Real Time v4.02B、SYBR Premix Ex Taq 

II、PrimeScript RT Master Mix および CELLBANKER 1 plus medium は TaKaRa 

Bio Inc. (Shiga, Japan) から入手した。FR180204、SP600125、SB239063、SKF86002、

抗 β-actinマウスモノクローナル抗体 (AC74、Cat# A5441、RRID：AB_476744)、

ERK1 および ERK2 の siRNA、および scramble siRNA は Sigma-Aldrich Inc. (St 

Louis, MO) から購入した。ラット total-ERK1/2 (t-ERK1/2, 137F5) およびヒト

phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2, D13.14.4E) に対するウサギモノクローナル抗体は、

Cell Signaling Technology Japan (Tokyo, Japan) より購入した。 Horseradish 

peroxidase (HRP) 標識抗マウスおよび抗ウサギ IgG 抗体、ECL Western Blotting 

Analysis System、ImageQuant LAS 4000 miniは GE Healthcare (Piscataway, NJ) よ

り購入した。Polyvinylidene difluoride (PVDF) membranesとMini-PROTEAN TGX 

gel は Bio-Rad (Hercules, CA) から入手した。Complete mini EDTA-free protease 

inhibitor mixtureと Block Aceは Roche (Mannheim, Germany) から購入した。凍結

容器 (BICELL) は日本フリーザー (Tokyo、Japan) から、また、StatMate IVは

ATMS (Tokyo、Japan) からそれぞれ購入した。 

 

3.2.2 細胞培養 

第 2章に記載した方法で調整したイヌ皮膚由来線維芽細胞を、BICELL容器か

ら血清チューブを取り出し、37℃ のウォーターバスに浸した。解凍した細胞懸

濁液を、10% FBSを含む DMEMが入った遠心チューブに移し、300×gで 3分間

遠心分離し、上清を除去した後、ペレットを 10%FBS含有 DMEMに懸濁し、75 

cm2培養フラスコに移した。その後、5% CO2濃度、37°Cのインキュベーター内

で静置培養し、週に 1 度培地交換を行った。線維芽細胞は、約 90%コンフルエ
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ントに達した時点で 0.25% トリプシン-EDTAを用いて回収し、75 cm2培養フラ

スコあたり 1×106個の密度で播種した。実験には 4 継代後の線維芽細胞を使用

し、1頭の犬由来の細胞を用いた実験結果を 1例とした。 

 

3.2.3 Real-time RT-PCR 

Real-time RT-PCR は第 2 章に示した方法で行った。線維芽細胞からの total 

RNA 抽出は、TRIzol を用い、メーカーの説明書に従って行った。RNA 濃度は

260 nm/280 nmの吸光度で分光光度計により測定された。 一本鎖 cDNAの合成

は、PrimeScript RT Master Mixを使用し、500 ngの total RNAを用いて行った。 

2 μLの一本鎖 cDNA、SYBR Premix Ex Taq IIおよびイヌ IL-8またはハウスキ

ーピング遺伝子として TATA box binding protein (TBP) を標的とするプライマー

を用いて、総反応量 25 μLで行った。使用したプライマーの配列は第 2章の表 2-

1に示したものである。ノーテンプレートコントロールまたはノー逆転写コント

ロールとして、それぞれ 2 μL の RNase および DNA フリー水または 2 μL の各

RNAサンプルを用いた。PCRは、Thermal Cycler Dice Real Time System IIを使用

し、95℃ 30秒の変性を 1サイクル、95℃ 5秒の変性を 40サイクル、60℃ 30秒

のアニーリング/エクステンションを 1サイクルで行った。結果は、Real-time RT-

PCR 解析ソフトを用い、二次微分最大法、比較サイクル閾値 (ΔΔCt) 法で解析

した。内因性コントロールとして、同量の cDNA からの TBP の増幅を適用し、

校正標準として、時間 0 のイヌ皮膚由来線維芽細胞からの cDNA 増幅を使用し

た。 

 

3.2.4 Western blotting 
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Western blotting は、以前に報告された方法に従って行った  (Tsuchiya et al., 

2015; Namba et al., 2017; Nakano et al., 2018; Kitanaka et al., 2019a; 2019b; Nakano et 

al., 2020a; 2020b) [47-59]。線維芽細胞を、1 mM PMSF、10 mM フッ化ナトリウ

ムおよび Complete mini EDTA-free protease inhibitor mixtureを含む 20 mM HEPES 

バッファー (pH 7.4) で溶解した。タンパク質濃度を Bradford法 (Bradford, 1976)

で測定し、使用濃度に調整した。Laemmli サンプルバッファーを加えて 98˚C で 

5 分間煮沸後、抽出したタンパク質サンプルを 12% Mini-PROTEAN TGX ゲル

にロードし、電気泳動で分離した。次に、分離したタンパク質を PVDF 膜に転

写した。その後、その PVDF 膜を Block Ace で 50 分間室温処理した後、一次

抗体 [p-ERK1/2 (1:1,000), t-ERK1/2 (1:1,000), β-actin (1:10,000)] と 120分間室温

でインキュベートした。洗浄後、膜を HRP 標識抗ウサギまたは抗マウス IgG

（1:10,000）と共に室温で 90 分間インキュベートした。ECL Western Blotting 

Analysis System を用いて免疫反応を検出し、ImageQuant LAS 4000 mini を用い

て膜の化学発光シグナルを測定した。 

 

3.2.5 siRNAの細胞導入 

 siRNAの細胞への導入は、以前に報告した方法を用いて実施した  (Tsuchiya 

et al., 2015; Namba et al., 2017; Nakano et al., 2018; Kitanaka et al., 2019a; 2019b; 

Nakano et al., 2020a; 2020b)。イヌ皮膚由来線維芽細胞を 1×105 cells/35 mmディッ

シュまたは 5×105 cells/90 mmディッシュの密度で播種し、10 μL/mL Lipofectamine 

2000および ERK1または ERK2の 100 nM siRNA、または scramble siRNAを含む

Opti-MEM を用いて 6 時間培養して細胞への導入を行った。用いた siRNA の配

列は表 3-1に示す。細胞への導入後、培地を 10% FBSを含む DMEMに変更し、
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5日間培養を継続した。培養は 5% CO2濃度、37˚Cのインキュベーター内で行っ

た。 

 

3.2.6 統計解析 

前章と同様に、統計解析は StatMate IVを用いて行い、すべての実験のデータ

は平均値±標準誤差として示した。時間経過研究およびその他の実験のデータは、

それぞれ二元配置分散分析（ANOVA）および一元配置分散分析（one-way ANOVA）

を用いて分析した。ポストホック解析として Tukey's testを用いた。0.05 以下の 

P 値は統計的に有意であるとみなした。 

 

3.3 結果 

3.3.1 IL-1β誘導性 IL-8 mRNA発現に対するMAPキナーゼ阻害剤の効果 

 イヌ皮膚由来線維芽細胞の IL-1β 誘導性 IL-8 mRNA 発現における MAP キナ

ーゼシグナル伝達経路の関与を調べるため、最初にMAPキナーゼ阻害剤を用い

て検討した。線維芽細胞を ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 μM)、JNK 阻害剤

SP600125 (10 μM)、p38阻害剤 SB239063 (20 μM) または SKF86002 (20 μM) で 1

時間前処理し、100 pM IL-1βで 6時間刺激後、Real-time PCRで IL-8 mRNA発現

を検討した。図 3-1に示すように、ERK1/2阻害剤は有意に IL-8 mRNA発現に対

する IL-1β の効果を抑制したが、JNK 阻害剤および p38 阻害剤には有意な効果

は認められなかった。 

 

3.3.2 イヌ皮膚線維芽細胞における IL-1β誘導性 ERK1/2のリン酸化 

次に、イヌ皮膚線維芽細胞における IL-1βによる ERK1/2の活性化をリン酸化

の変化により確認をした。線維芽細胞を 100 pM の IL-1β で 0-60 分間刺激する
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と、図 3-2aおよび 3-2bに示すように、刺激後 5-15分に ERK1/2のリン酸化が観

察され、IL-1βによる ERK1/2の一過性の活性化が認められた。 

 

3.3.3 イヌ皮膚線維芽細胞における ERK1/2 阻害剤による IL-1β 誘導性 ERK1/2

リン酸化の抑制 

ERK阻害剤 FR180204 (25 μM) で 1時間前処理した細胞では、図 3-3aおよび

3-3bに示すように、IL-1βによる ERK1/2のリン酸化は有意に減少した。これら

の結果から、イヌ皮膚由来線維芽細胞においては、IL-1βは ERK1/2の活性化を

介して IL-8 mRNAの発現を誘導することが示唆された。 

 

3.3.4 ERK1 および ERK2 ノックダウン線維芽細胞における IL-1β 誘導性 IL-8 

mRNA発現 

 次に、IL-1β 誘導性 IL-8 mRNA発現に対する ERK1および ERK2のそれぞれ

の関与について、siRNAを用いてノックダウン細胞を作成して検討した。図 3-4

に示すように、ERK1 および ERK2 の siRNA を導入した細胞においては、対照

とした Scramble RNA導入細胞で認められる ERK1または ERK2タンパク質の発

現は有意に抑えられ、それぞれがノックダウンされたことが確認された。 

 そこで、ERK1および ERK2 siRNAを導入した細胞における IL-8 mRNA発現

に対する IL-1β の効果を検討した。図 3-5 に示すように、対照とした Scramble 

RNAを導入したイヌ皮膚由来線維芽細胞では IL-1β誘導性の IL-8 mRNA発現が

認められたのに対して、ERK1 または ERK2  siRNA を導入した細胞では IL-1β

誘導性 IL-8 mRNA発現は有意に減少した。ERK1と ERK2の両方の siRNAを導

入した細胞における IL-1β 誘導 IL-8 mRNA 発現は、ERK1 または ERK2 siRNA

導入細胞での結果と比べて有意な差は認められなかった。 
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以上の結果から、イヌ皮膚由来線維芽細胞において、IL-1β は ERK1 および

ERK2の活性化を介して IL-8 mRNAの発現を誘導していることが示された。 

 

3.4 考察 

イヌ皮膚由来線維芽細胞では、IL-1β刺激が ERK1/2のリン酸化を惹起するこ

とから、IL-1βによる ERK1/2シグナル経路の活性化が示された。ERK1/2に対す

る特異的薬理学的阻害剤がこの IL-1βによる ERK1/2の活性化を抑制し、同時に

IL-1β 刺激による IL-8 mRNA 発現を抑制したことは、イヌ皮膚由来線維芽細胞

における IL-1β 誘導性 IL-8 発現には ERK1/2 シグナル経路が関与していること

を強く示唆している。さらに、ERK1または ERK2をノックダウンしたイヌ皮膚

由来線維芽細胞において IL-1β誘導性の IL-8 mRNA発現を検討し、IL-1βによる

IL-8 mRNAの発現に ERK1/2が関わることを明確にした。 

 ERK1と ERK2は ERKのアイソフォームであり、様々な細胞で共発現し、刺

激を受けると一般には共に活性化すると考えられている (El-Hadi et al.,; 2012 

Roskoski, 2012) [69,73]。一方で、イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導性

のMatrix metalloproteinase-3発現 (Kitanaka et al., 2019b)[50]、イヌ滑膜由来線維

芽細胞にける TNF-α誘導性 IL-8発現 (Namba et al., 2017)[54] やネコ滑膜由来線

維芽細胞における IL-1β誘導性 COX-2発現 Kitanaka et al., 2017)[53]において、

ERKアイソフォーム特異的 siRNAを導入して作成したノックダウン細胞を用い

た研究により、ERK1と ERK2の機能差が明らかにされている。本章では、ERK1

および ERK2を共にノックダウンした細胞を用いて検討したところ、IL-1βによ

る IL-8 mRNA発現の減少は、ERK1または ERK2単独ノックダウン細胞と有意

差はなかった。本章の結果からは、様々な組織で示されているように、イヌ皮膚
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由来線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8発現には、ERK1経路と ERK2経路が

機能的に重複していると考えられる。 
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図 3-1. イヌ皮膚線維芽細胞における IL-1β 誘導性 IL-8 mRNA 発現に対する

MAPキナーゼ阻害剤の効果 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 μM)、JNK 阻害剤

SP600125 (10 μM)、p38阻害剤 SB239063 (20 μM) または SKF86002 (20 μM) で 1

時間前処理した後、100 pM IL-1β の存在下または非存在下で 6 時間インキュベ

ート後、Real-time PCRで IL-8 mRNA発現を検討した。ERK1/2阻害剤 FR180204 

のみ有意に IL-1β 誘導性 IL-8 mRNA 発現を抑制した。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 3-2. イヌ皮膚線維芽細胞における IL-1β誘導性 ERK1/2のリン酸化 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を IL-1β (100 pM)で 0~60 分刺激後、リン酸化 ERK1/2 

(p-ERK1/2) および total-ERK1/2 (t-ERK1/2) をWestern blotting により検出した。

IL-1βにより時間依存的に一過性のリン酸化が促進された。(a) 代表的なWestern 

blotting の結果。(b) 結果を[(p-ERK1/2)/(t-ERK1/2)]で数値化し、0 time を 1 とし

たときの値。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 3-3. イヌ皮膚線維芽細胞におけるERK1/2阻害剤による IL-1β誘導性ERK1/2

リン酸化の抑制 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を ERK1/2 阻害剤 FR180204 (25 μM)で 1 時間前処理し

た後、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後、リン

酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) および total-ERK1/2 (t-ERK1/2) をWestern blotting によ

り検出した。。ERK1/2 阻害剤 FR180204 により有意に IL-1β 誘導性 ERK1/2 リ

ン酸化は抑制された。(a) 代表的な Western blotting の結果。(b) 結果を[(p-

ERK1/2)/(t-ERK1/2)]で数値化し、IL-1βおよび阻害剤の非存在下を 1としたとき

の値。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 3-4. イヌ皮膚線維芽細胞における ERK1および ERK2ノックダウン 

イヌ皮膚由来線維芽細胞に ERK1または ERK2の siRNAを、また、対照として

Scramble RNA導入し、導入細胞における ERK1または ERK2タンパク質発現を

Western blottingにて検出した。内部標準タンパク質として β-actinを検出した。

ERK1 または ERK2 の siRNA 導入によりそれぞれがノックダウンされたことが

確認された。 (a) 代表的な Western blotting の結果。(b, c) 結果を[t-ERK1/β-

actin](b)または[t-ERK2/β-actin](c)で数値化し、Scramble RNA導入細胞を 1とした

ときの値。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 3-5. ERK1および ERK2ノックダウン線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8 

mRNA発現 

siRNA導入により作成された ERK1、ERK2、ERK1/ERK2ノックダウンイヌ皮膚

由来線維芽細胞を IL-1β (100 pM)の存在下または非存在下で 6時間インキュベー

ト後に Real-time RT-PCRにて IL-8 mRNA発現を検討した。対照として Scramble 

RNA導入細胞を用いた。ERK1、ERK2、ERK1/ERK2ノックダウン細胞において

IL-1β誘導性 IL-8 mRNA発現は有意に減少した。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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表 3-1. 細胞導入した siRNA 配列 

Gene Name GenBank ID siRNA sequences 

ERK1 NM_001252035.1 CCAATGTGCTCCACCGGGA 

ERK2 NM_001110800.1 CCCAAATGCTGACTCGAAA 
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第４章  

イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8 

発現への Tpl2の関与 
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4.1 緒言 

Tumor Progression Locus 2 (Tpl2) は、Cotとしても知られているセリン/スレオ

ニンリン酸化酵素であり、自然免疫や適応免疫、炎症に関与する MAP3 キナー

ゼファミリーのメンバーである (Gantke et al., 2012; Vougioukalaki et al., 2012; Xu 

et al., 2018)[27-29]。Tpl2は、サイトカインを含む様々な刺激に応答して、細胞機

能に関わると考えられている (Das et al., 2005; Gantke et al., 2012; Vougioukalaki 

et al., 2012; Xu et al., 2018) [27-30]。マクロファージや好中球などの免疫系細胞に

おける Tpl2の役割は報告されているが、線維芽細胞などにおける Tpl2の役割は

不明な点が残されている (Acuff  et al., 2017; Senger et al., 2017; Xu et al., 2018; 

Zarrin et al., 2021)[31-34]。 

ヒトの単球やマウスマクロファージにおいて Tpl2 が炎症性サイトカイン IL-

1β刺激による細胞応答に関わることが報告されている (Hall et al., 2007; Schultz 

et al., 2011)[39,75]。また、Tpl2はMAPキナーゼシグナル伝達系の上流に位置し、

ERKや p38を調節して炎症反応に関わることが報告されている (Das et al., 2005; 

Hall et al., 2007; Gantke et al., 2012; Vougioukalaki et al., 2012; Xu et al., 2018) [27-30, 

75]。前章では、イヌ皮膚由来線維芽細胞において、IL-1β刺激が ERK1/2を活性

化して IL-8 発現に関わることを明らかにした。そこで、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-8 発現への関与と ERK1/2 活性化の関与

について検討した。 

 

4.2 材料と方法 

4.2.1 材料 

Dulbecco’s Modified Eagle medium with 1 g/L glucose (DMEM) およびウシ胎児血

清 (FBS)  は富士フィルム和光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan) から購入した。
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リコンビナントイヌ IL-1βは、Kingfisher Biotech, Inc. (Saint Paul, MN) から購入

した。Lipofectamine 2000、Opti-MEM および TRIzol は、Life Technologies Co. 

(Carlsbad, CA) から入手した。Thermal Cycler Dice Real Time System I、TP900 Dice 

Real Time v4.02B、SYBR Premix Ex Taq II、PrimeScript RT Master Mix および

CELLBANKER 1 plus medium は TaKaRa Bio Inc. (Shiga, Japan) から入手した。

Tpl2 kinase inhibitor II は Calbiochem (San Diego, CA) より入手した。抗 β-actinマ

ウスモノクローナル抗体（AC74、Cat# A5441、RRID：AB_476744）、Tpl2 siRNA、

および scramble siRNAは Sigma-Aldrich Inc. (St Louis, MO) から購入した。ラッ

ト  total-ERK1/2 (t-ERK1/2, 137F5) およびヒト phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2, 

D13.14.4E) に対するウサギモノクローナル抗体は、Cell Signaling Technology 

Japan (Tokyo, Japan) より購入した。Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗マウスお

よび抗ウサギ IgG抗体、ECL Western Blotting Analysis System、ImageQuant LAS 

4000 miniは GE Healthcare (Piscataway, NJ) より購入した。Polyvinylidene difluoride 

(PVDF) membranesとMini-PROTEAN TGX gelは Bio-Rad (Hercules, CA) から入

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

(Mannheim, Germany) から購入した。凍結容器  (BICELL) は日本フリーザー 

(Tokyo、Japan) から、また、StatMate IVは ATMS (Tokyo、Japan) からそれぞれ

購入した。 

 

4.2.2 細胞培養 

第 2 章および第 3 章に記載した方法で調整したイヌ皮膚由来線維芽細胞を、

BICELL 容器から血清チューブを取り出し、37℃ のウォーターバスに浸した。

解凍した細胞懸濁液を、10% FBSを含む DMEMが入った遠心チューブに移し、

300×gで 3分間遠心分離し、上清を除去した後、ペレットを 10%FBS含有 DMEM
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に懸濁し、75 cm2培養フラスコに移した。その後、5% CO2濃度、37°Cのインキ

ュベーター内で静置培養し、週に 1度培地交換を行った。線維芽細胞は、約 90%

コンフルエントに達した時点で 0.25% トリプシン-EDTA を用いて回収し、75 

cm2培養フラスコあたり 1×106個の密度で播種した。実験には 4継代後の線維芽

細胞を使用し、1頭の犬由来の細胞を用いた実験結果を 1例とした。 

 

4.2.3 Real-time RT-PCR 

Real-time RT-PCR は第 2 章および第 3 章に示した方法で行った。線維芽細胞

からの total RNA 抽出は、TRIzol を用い、メーカーの説明書に従って行った。

RNA 濃度は 260 nm/280 nm の吸光度で分光光度計により測定された。一本鎖

cDNAの合成は、PrimeScript RT Master Mixを使用し、500 ngの total RNAを用

いて行った。2 μLの一本鎖 cDNA、SYBR Premix Ex Taq IIおよびイヌ IL-8また

はハウスキーピング遺伝子として TATA box binding protein (TBP) を標的とする

プライマーを用いて、総反応量 25 μLで行った。使用したプライマーの配列は第

2章の表 2-1に示したものである。ノーテンプレートコントロールまたはノー逆

転写コントロールとして、それぞれ 2 μLの RNaseおよび DNAフリー水または

2 μLの各 RNAサンプルを用いた。PCRは、Thermal Cycler Dice Real Time System 

IIを使用し、95℃ 30秒の変性を 1サイクル、95℃ 5秒の変性を 40サイクル、

60℃ 30 秒のアニーリング/エクステンションを 1 サイクルで行った。結果は、

Real-time RT-PCR 解析ソフトを用い、二次微分最大法、比較サイクル閾値 (ΔΔCt) 

法で解析した。内因性コントロールとして、同量の cDNAからの TBPの増幅を

適用し、校正標準として、時間 0 のイヌ皮膚由来線維芽細胞からの cDNA 増幅

を使用した。 
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4.2.4 Western blotting 

Western blottingは、第 3章に記載した方法に従って行った。線維芽細胞を、1 

mM PMSF、10 mM フッ化ナトリウムおよび Complete mini EDTA-free protease 

inhibitor mixtureを含む 20 mM HEPES バッファー (pH 7.4) で溶解した。タンパ

ク質濃度を Bradford 法 (Bradford, 1976)[61] で測定し、使用濃度に調整した。

Laemmli サンプルバッファーを加えて 98℃ で 5 分間煮沸後、抽出したタンパ

ク質サンプルを 12% Mini-PROTEAN TGX ゲルにロードし、電気泳動で分離し

た。次に、分離したタンパク質を PVDF 膜に転写した。その後、その PVDF 膜

を Block Ace で 50 分間室温処理した後、一次抗体 [Tpl2 (1:1,000), β-actin 

(1:10,000)] と 120分間室温でインキュベートした。洗浄後、膜を HRP標識抗ウ

サギまたは抗マウス IgG (1:10,000) と共に室温で 90分間インキュベートした。

ECL Western Blotting Analysis System を用いて免疫反応を検出し、ImageQuant 

LAS 4000 mini を用いて膜の化学発光シグナルを測定した。 

 

4.2.5 siRNAの細胞導入 

 siRNA の細胞への導入は、第 3 章に記載した方法を用いて実施した。イヌ皮

膚由来線維芽細胞を 1×105 cells/35 mmディッシュまたは 5×105 cells/90 mmディ

ッシュの密度で播種し、10 μL/mL Lipofectamine 2000および ERK1、ERK2、また

は Tpl2の 100 nM siRNA、または scramble siRNAを含む Opti-MEMを用いて 6時

間培養して細胞への導入を行った。ERK1 と ERK1 の siRNA の配列は第 3 章の

表 3-1に示したものを、また、Tpl2 の siRNAの配列は表 4-1に示すものを用い

た。細胞への導入後、培地を 10% FBSを含む DMEMに変更し、5日間培養を継

続した。培養は 5% CO2濃度、37℃ のインキュベーター内で行った。 
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4.2.6 統計解析 

前章までと同様に、統計解析は StatMate IVを用いて行い、すべての実験のデ

ータは平均値 ± 標準誤差として示した。時間経過研究およびその他の実験のデ

ータは、それぞれ二元配置分散分析 (ANOVA) および一元配置分散分析 (One-

way ANOVA) を用いて分析した。ポストホック解析として Tukey's testを用いた。

0.05 以下の P 値は統計的に有意であるとみなした。 

 

4.3結果 

4.3.1 IL-1β誘導性 IL-8 mRNA発現に対する Tpl2阻害剤の効果 

イヌ皮膚由来線維芽細胞の IL-1β誘導性 IL-8 mRNAにおける Tpl2の関与を調

べるため、Tpl2阻害剤を用いて検討した。線維芽細胞を Tpl2阻害剤である Tpl2 

kinase inhibitor II  (10 μM) で 1時間前処理し、100 pM IL-1βで 6時間刺激後、

Real-time PCRで IL-8 mRNA発現を検討した。図 4-1に示すように、Tpl2阻害剤

は有意に IL-1βによる IL-8 mRNA発現を抑制した。この結果は、イヌ皮膚由来

線維芽細胞における IL-1β誘導性 IL-8 発現に Tpl2が関わっていることを示唆し

ている。 

 

4.3.2 IL-1β誘導性 ERK1/2リン酸化に対する Tpl2阻害剤の効果 

 第 3章で明らかにしたように、IL-1β誘導性の IL-8 mRNA発現には ERK1/2の

活性化が関わっている。そこで、IL-1βによる ERK1/2活性化に対する Tpl2の関

与を、Tpl2阻害剤を用いて検討した。イヌ皮膚線維芽細胞を Tpl2阻害剤である

Tpl2 kinase inhibitor II  (10 μM) で 1時間前処理し、100 pM IL-1βで 15分間刺激

後、Western blottingで ERK1/2のリン酸化を検討した。図 4-2に示すように、Tpl2

阻害剤は有意に IL-1βによる ERK1/2のリン酸化を抑制した。この結果は、イヌ
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皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性 IL-8 発現に関わる ERK1/2 の活性化

の上流で Tpl2が関わっていることを示唆している。 

 

4.3.3 IL-1β誘導性 ERK1/2リン酸化に対する Tpl2ノックダウンの効果 

IL-1β 誘導性の ERK1/2 活性化を介した IL-8 発現における Tpl2 の役割を確認

するために、次に Tpl2 siRNAを用いて Tpl2ノックダウンイヌ皮膚由来線維芽細

胞を作成し、検討した。 

図 4-3に示すように、イヌ皮膚由来線維芽細胞に 2種類の Tpl2 siRNAを導入

したところ、対照として用いた Scramble RNA 導入細胞で認められた Tpl2 タン

パク質発現が優位に減少しており、Tpl2 ノックダウン細胞であることが示され

た。 

この 2種類の Tpl2ノックダウンしたイヌ皮膚由来線維芽細胞を 100 pMの IL-

1βで 15分間刺激すると、図 4-4に示すように、対照である Scramble RNA導入

細胞において認められた IL-1β 誘導性の ERK1/2 のリン酸化は有意に低下した。

これらのことにより、Tpl2が IL-1β誘導性の ERK1/2の活性化の制御に関わるこ

とが明らかとなった。 

 

4.3.4 Tpl2ノックダウン細胞における IL-1β誘導性 IL-8 mRNA発現の低下 

Tpl2 siRNA 導入細胞において IL-1β による ERK1/2 の活性化が認められたこ

とから、それに共役した IL-8 mRNA発現についても検討を行った。図 4-5に示

すように、対照とした Scramble RNAの導入細胞において認められた IL-1β誘導

性の IL-8 mRNA発現は、Tpl2 siRNAを導入にした細胞においては有意に減少し

た。以上のことは、IL-1β刺激されたイヌ皮膚由来線維芽細胞においては、Tpl2

は ERK1/2の活性化を介した IL-8発現の調節に関わることを示唆している。 
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4.4 考察 

本章では、Tpl2 阻害剤で前処理した細胞において IL-1β 誘導性の IL-8 mRNA

発現が抑えられることから、IL-1β 誘導性の IL-8発現調節に Tpl2 が関わること

を示唆された。そこで、2種類の Tpl2 siRNA を用いてノックダウン細胞を作成

し、イヌ皮膚由来線維芽細胞において IL-1β誘導性の IL-8発現調節に Tpl2が関

わることを明らかにした。 

病態モデルマウスにおいては、Tpl2 を欠損させると、LPS 誘導性の敗血症性

ショック (Dumitru et al., 2000)、炎症性腸疾患 (Lawrenz et al., 2012)、実験的自己

免疫性脳脊髄炎における多発的硬化症 (Sriskantharajah et al., 2014)、急性膵炎 

(Van Acker et al., 2007) などが抑えられることが報告されている。これらの病態

モデルにおいては、炎症細胞数の減少や炎症性サイトカインの産生減少がそれ

らの炎症性疾患の軽減に結び付いていると考えられている。免疫系においては

マクロファージ、白血球、単球などでの Tpl2 の役割が報告されている (Hall et 

al., 2007; Schultz et al., 2011; Acuff  et al., 2017; Senger et al., 2017; Xu et al., 2018; 

Zarrin et al., 2021) [29, 31-34, 39 , 75]。マクロファージは種々の炎症性サイトカイ

ンを産生するが、Tpl2を欠損すると、IL-1βを含む種々のサイトカインの産生が

抑えられる (Dumitru et al.,2000; 28)。これらのことから、Tpl2はサイトカインや

ケモカインの産生などを介して、炎症制御に関わると考えられている。一方、

Tpl2 が免疫系以外の組織や間葉系細胞である線維芽細胞での発現も認められて

いる (Patriotis et al., 1993; Das et al., 2005; Gantke et al., 2011)30, 62]。近年、線維芽

細胞が免疫系と関連することが考えられている。線維芽細胞は全ての組織にお

いて、特に結合組織に多く存在する細胞である。機能として、収取性や可動性を

維持し、コラーゲンやエラスチン繊維合成、細胞外マトリックスの分解調節は知
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られていたが、Tool様受容体、抗菌性ペプチド、炎症性サイトカイン、ケモカイ

ン、成長因子、微生物に対する自然免疫にかかわる様々な因子を合成し、免疫系

の Sentinel (歩哨 ) 細胞としての機能が明らかになりつつある  (Bautista-

Hernández et al., 2017)。本章で明らかにしたように、IL-1β誘導性 IL-8発現に Tpl2

が調節因子として関わることからも、イヌ皮膚由来線維芽細胞も Sentinel 細胞

として免疫系において重要な役割を担っていると考えられる。 

前章では、IL-1β誘導性の IL-8発現調節へのMAPキナーゼシグナル伝達系と

して ERK1/2の関与をあきらかにしたことから、Tpl2と ERK1/2の関連について

も Tpl2阻害剤とノックダウン細胞を使用して検討し、Tpl2は ERK1/2の活性化

を制御し、IL-1β誘導性の IL-8発現調節に関わることを明らかにした。IL-1β応

答に Tpl2が関わることはマウスマクロファージや (Hall et al., 2007; Schultz et al., 

2011) [39, 75]やヒト単球 (Hall et al., 2007) [75]などで知られている。一方で、Tpl2

が ERK1/2 の活性化を介して炎症に関わるタンパク質の発現に関与することも

知られている [Dumitru et al., 2000; Gantke et al., 2011; Gantke et al., 2012; 28, 62]。

マウス胎児線維芽細胞やヒトの関節リウマチに関わる滑膜由来線維芽細胞にお

いては、IL-1β刺激が Tpl2を介した ERK1/2の活性化を誘発する (Das et al., 2005; 

Hall et al., 2007)[30, 75]。しかし、HeLa細胞やラット INS-1Eβ-細胞においては、

IL-1βは ERK1/2ばかりでなく他のMAPキナーゼである p38や JNKシグナル系

を活性化して細胞機能に関わることが報告されている (Yang et al., 2008; Varin et 

al., 2016)[23,76]。マウス胎児線維芽細胞では、TNF-α刺激では IL-1β刺激と同様

に Tpl2の活性化が引き起こされるが、下流のMAPキナーゼとしては ERK1/2の

みならず JNKシグナル系の活性化も報告されている (Das et al., 2005)[30]。これ

らの報告から、Tpl2とMAPキナーゼシグナルの関連は細胞種やリガンドに依存

するものと考えられ、さらに Tpl2 から MAP キナーゼシグナル系への伝達には
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他の因子の介在の必要性が考えられる。イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β

誘導性の Tpl2を介した ERK1/2活性化の詳細な機序の解明が必要と思われる。 
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図 4-1. イヌ皮膚線維芽細胞における Tpl2 阻害剤による IL-1β 誘導性 IL-8 

mRNA発現の抑制 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を Tpl2阻害剤である Tpl2 kinase inhibitor II (10 μM)で

1 時間前処理後、100 pM IL-1β 存在下および非存在下で 6 時間インキュベー

トし、Real-time PCRで IL-8 mRNA発現を検討した。Tpl2阻害剤により IL-1β

誘導性 IL-8 mRNA発現は有意に低下した。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 4-2. イヌ皮膚線維芽細胞における Tpl2阻害剤による IL-1β誘導性 ERK1/2

リン酸化の抑制 

イヌ皮膚由来線維芽細胞を Tpl2阻害剤である Tpl2 kinase inhibitor II (10 μM)で

1時間前処理後、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、Western blotting にて ERK1/2 リン酸化を検討した。Tpl2 阻害剤により

IL-1β誘導性 ERK1/2リン酸化は有意に低下した。(a) 代表的なWestern blotting

の結果。(b) 結果を[(p-ERK1/2)/(t-ERK1/2)]で数値化し、0 timeを 1としたとき

の値。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 4-3. イヌ皮膚線維芽細胞における Tpl2ノックダウン細胞 

イヌ皮膚由来線維芽細胞に Tpl2の 2種類の異なる siRNAを、また、対照とし

て Scramble RNA導入し、導入細胞における Tpl2タンパク質 (t-Tpl2) 発現を

Western blottingにて検出した。内部標準タンパク質としてβ-actinを検出した。

2 種類の Tpl2 siRNA 導入により Tpl2 がノックダウンされたことが確認され

た。 (a) 代表的なWestern blottingの結果。(b) 結果を[t-Tpl2/β-actin]で数値化

し、Scramble RNA導入細胞を 1としたときの値。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 4-4. Tpl2ノックダウンイヌ皮膚線維芽細胞における IL-1β誘導性 ERK1/2リ

ン酸化の抑制 

イヌ皮膚由来線維芽細胞に Tpl2の 2種類の異なる siRNAを、また、対照として

Scramble RNA導入し、100 pM IL-1βの存在下および非存在下で 15分インキュベ

ートし、Tpl2 (t-Tpl2)、リン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2)、総 ERK1/2 (t-ERK1/2) 発現

をWestern blotting にて検出した。内部標準タンパク質として β-actinを検出した。

Tpl2 siRNA 導入細胞において Tpl2 発現が低下し、ERK1/2 のリン酸化は低下し

た。(a) 代表的なWestern blottingの結果。(b) 結果を[(p-ERK1/2)/(t-ERK1/2)]で数

値化し、Scramble導入細胞の結果を 1としたときの値。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4-5. Tpl2ノックダウンイヌ皮膚線維芽細胞におけるIL-1β誘導性IL-8 mRNA

発現の抑制 

イヌ皮膚由来線維芽細胞にTpl2の2種類の異なるsiRNAを、また、対照として

Scramble RNA導入し、100 pM IL-1βの存在下および非存在下で 6 時間インキュ

ベートし、IL-8 mRNA 発現をReal-time RT-PCR にて検出した。Tpl2 siRNA導

入細胞においてIL-1β誘導性 IL-8 mRNA発現は有意に低下した。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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表 4-1. 細胞導入した siRNA 配列 

Gene Name GenBank ID siRNA sequences 
Tpl2 #1 XM_005617057.3 GAAAGTGATTCATCATGAT 
Tpl2 #2 XM_005617057.3 GAGAACATCGCTGAGTTAT 
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本研究では，イヌ皮膚由来線維芽細胞におけるケモカインファミリ

ーの一員であり，炎症や創傷治癒に関与することが知られている IL-

8の発現と分泌に対する炎症性サイトカイン IL-1βの効果について検

討し，IL-1β が IL-8 発現と分泌を誘導することを明らかにした。ま

た，イヌ皮膚由来線維芽細胞における IL-1β 誘導性の IL-8 発現に関

わる細胞内シグナル伝達として，MAPキナーゼ経路について注目し，

その 1 つである ERK1/2の関与を阻害剤と siRNA導入によるノック

ダウン細胞を作製して検討し，IL-1βが ERK1/2を活性化し，ERK1と

ERK2 の両者が IL-8 発現に関わることを明らかにした。さらに，

ERK1/2の活性化には，炎症を含む細胞機能に関わると考えられてい

る Tpl2 の関与を阻害剤と siRNA 導入によるノックダウン細胞を作

製して検討し，IL-1β 誘導性の IL-8 発現には Tpl2 による ERK1/2 の

活性化制御が関わることを明らかにした (Naruke et al., 2021)。線維芽

細胞は全ての組織において，特に結合組織に多く存在する細胞であ

るが，近年，線維芽細胞が Tool様受容体，抗菌性ペプチド，炎症性

サイトカイン，ケモカイン，成長因子，微生物に対する自然免疫に関

わる様々な因子を合成し，免疫系の Sentinel (歩哨) 細胞としての機

能が明らかになりつつある (Bautista-Hernández et al., 2017)。本章で明
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らかにしたように，IL-1β誘導性に炎症反応に重要な役割を担う IL-8

発現が認められたことから，cDFBs も Sentinel 細胞として免疫系に

おいて重要な役割を担っていると考えられる。以上の結果は，イヌの

皮膚炎症制御メカニズムの一端を明らかにしたものであり，獣医療

への貢献が期待される。 
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