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緒　言

　コレラ毒素（Cholera toxin: CT）は、強力な粘膜系免疫アジュバントとして Th1、Th2、Th17 型免疫応答、免疫グ
ロブリン産生、抗腫瘍免疫応答を誘導することが知られている１）。CT はマウスの実験で汎用されているだけでなく、
ヒトでも使用されている２）。しかし、CT の免疫アジュバント活性の分子機構については不明な部分が多い。
　我々は、マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7（以下、RAW 細胞）を用いた検討から、CT が炎症性サイトカイ
ン IL-1β の産生誘導能を持つことを見出した。本研究では、この CT による IL-1β 産生誘導に関与する分子機序の解
明を試みた。その結果、アルギナーゼ－１経路とポリアミン代謝経路がこの IL-1β 産生誘導に関与することを示唆す
る知見が得られたのでここに報告する。

方法および結果

　まず、RAW 細胞において、ELISA により、培養上清中の IL-1β 産生量を測定した。CT 単独刺激では IL-1β の産
生誘導は認められなかった。LPS 単独刺激では少量の IL-1β 産生が誘導された。LPS 刺激後に CT で刺激すると、顕
著に IL-1β の産生誘導が認められた（図 1）。この CT による IL-1β 産生増強は 1 ng/ml より濃度依存的に認められ
た。このように、CT は IL-1β 産生誘導能を持つことが明らかとなった。

図 1． RAW 細胞における CT と LPS による IL-1β 産生誘導の検討
RAW 細胞を LPS 存在下、あるいは非存在下で刺激後、CT 存在下あるいは非存在下で 24
時間培養し、培養上清中の IL-1β の産生量を ELISA 法により測定した。★★: P ＜ 0.01,
Student's t test.
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　マクロファージにおいて、シグナル伝達機構と代謝環境のクロストークが、炎症性サイトカイン産生誘導などの免疫
応答に密接に関与する３）。そこで、CT によって活性化される代謝経路を明らかにするため、網羅的遺伝子解析（トラ
ンスクリプトーム）と網羅的代謝産物解析（メタボローム）の統合解析（オミックス解析）を行った。その結果、CT
の刺激により活性化される代謝経路がいくつか示されたが、本研究ではアルギナーゼ－1 経路とその下流のポリアミン
代謝経路に焦点を当てて解析を行った。アルギニンはアルギナーゼ－1（Arginase 1: Arg1）を介してオルニチンに変
換される（アルギナーゼ－1 経路）。オルニチンはオルニチン脱炭酸酵素（Ornithine decarboxylase 1: Odc1）を介して
ポリアミンの一種であるプトレシンに変換され、ポリアミン代謝経路に導入される。プトレシンは更にスペルミジン合
成酵素（Spermidine synthase: Srm）により、スペルミジンに変換される。これらのポリアミンはスペルミジン／スペ
ルミン N1 アセチル転移酵素（Spermidine-Spermine Acetyl transferase 1: SAT1）により、アセチルポリアミンに変
換される。これらのアセチルポリアミンのうち、N1－アセチルスペルミジンはポリアミン酸化酵素（Polyamine
oxidase: Paox）によりプトレシンに変換され、リサイクルされる。これらのポリアミン群の産生量は定常状態では一
定のバランスで保たれている（図 2 A）。オミックス解析の結果、Arg1 や Odc1 の遺伝子発現が、CT の刺激により著
しく増強されていた（図 2 B）。また、CT と LPS で共刺激した細胞において、プトレシンや N－アセチルプトレシン、
N1－アセチルスペルミジンが、無刺激あるいは LPS 単独刺激した細胞と比べ有意に増加していた（図 2 C）。これらの
結果から、CT の刺激によりアルギナーゼ－１経路とその下流のポリアミン代謝経路、特にアセチルポリアミン合成経
路が活性化していることが示唆された。

図 2． RAW 細胞を用いたオミックス解析
A）CT 刺激により活性化される細胞内代謝経路の模式図。B）トランスクリプトーム解析
データの中から Arg1 と Odc1 の遺伝子発現量を示した。C）メタボローム解析データの中
からプトレシン、N－アセチルプトレシン、N1－アセチルスペルミジンのデータを示した。
★: P ＜ 0.05, ★★★: P ＜ 0.001, Student's t test. N.D.: not detected.

　CT により活性化されるこれらの細胞内代謝経路が、CT による IL-1β 産生誘導に関与するかどうかを明らかにする
ため、代謝酵素の阻害剤を用いて検討した。アルギナーゼ－1 経路を阻害するため Arg1 の阻害剤である S-2 ボロノエ
チル L システイン（S-(2-boronoethyl)-L-cysteine: BEC）を用い、ポリアミン代謝経路を阻害するため Odc1 の阻害剤で

2



ある DL-α-ジフルオロメチルオルニチン（DL-α-Difluoromethylornithin: DFMO）を用いた（図 3 A）。BEC あるいは
DFMO 存在下において、阻害剤を添加しない場合と比べ、CT と LPS による IL-1β 産生誘導が有意に障害された（図
3 B）。この障害作用は、BEC については 1μM から、DFMO については 0.66 mM から濃度依存的に認められた。この
ことから、アルギナーゼ－1 経路およびポリアミン代謝経路が CT と LPS による IL-1β 産生誘導に関与することが明
らかとなった。
　IL-1β の産生誘導は、プロ IL-1β（不活性型 IL-1β）の遺伝子発現のレベルと、カスパーゼを含むインフラマソー
ムと呼ばれるタンパク複合体による不活性型 IL-1β の切断による活性化型 IL-β の生成、つまり遺伝子発現後のレベ
ルで制御されている。アルギナーゼ－1 経路が、IL-1β 産生誘導のどのレベルに関与するのかを明らかにするため、
Arg1 の siRNA を用いて検討を行った。Arg1 は LPS 刺激では遺伝子発現は誘導されないが、CT の添加により著しく
発現が誘導される。この CT による Arg1 遺伝子発現誘導が、Arg1 siRNA 処理細胞では顕著に障害された（図 3 C）。
このとき、Arg1 siRNA 処理細胞において、CT と LPS の共刺激により培養上清中に分泌された IL-1β はネガティブ
コントロールの細胞（siNega）と比べて有意に減少していたが（図 3 D）、IL-1β の遺伝子発現は正常であった（図 3
E）。これらの結果から、アルギナーゼ－1 経路は、IL-1β の遺伝子発現レベルではなく、遺伝子発現後のレベルに関与
することが示唆された。

図 3． アルギナーゼ－1 経路阻害による IL-1β 産生誘導障害
A）BEC および DFMO によるアルギナーゼ－1 経路およびポリアミン代謝経路阻害の模式
図。B）RAW 細胞を LPS 存在下、あるいは非存在下で刺激後、CT 存在下あるいは非存在
下で 24 時間培養し、培養上清中の IL-1β の産生量を ELISA 法により測定した。各阻害剤
は CT 添加の 3 時間前に加えた。C〜E）RAW 細胞に Negative control siRNA（siNega）
あるいは Arg1 siRNA（siArg1）をトランスフェクションし、LPS 存在下あるいは非存在
下で培養後、CT 存在下あるいは非存在下で 24 時間刺激し、培養上清および細胞を回収し
た。C, E）回収した細胞から全 RNA を抽出し、リアルタイム PCR により Arg1 と IL-1β
の発現を定量した。D）回収した培養上清中の IL-1β の産生量を ELISA 法により測定し
た。★: P ＜ 0.05, ★★: P ＜ 0.01, ★★★: P ＜ 0.001, Student's t test.
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　最後に、ポリアミン代謝経路、特にアセチルポリアミン合成経路が IL-1β 産生誘導に関与するかどうか明らかにす
るため、アセチルポリアミン合成酵素である Sat1 の阻害剤を用いて検討した。Sat1 阻害剤であるペンタミジン

（Pentamidine）は、プトレシンから N－アセチルプトレシンへの変換と、スペルミジンから N1－アセチルスペルミジ
ンの変換を阻害する（図 4 A）。ペンタミジン存在下において、阻害剤を添加しない場合と比べ、CT と LPS による
IL-1β 産生誘導が有意に障害された（図 4 B）。このペンタミジンによる障害作用は、5μM から濃度依存的に認められ
た。この結果から、アセチルポリアミン合成経路が、CT と LPS による IL-1β 産生誘導に関与していることが示唆さ
れた。
　本研究により、CT は RAW 細胞に直接作用し、細胞内のアルギナーゼ－1 経路とその下流のポリアミン代謝経路、
特にアセチルポリアミン合成経路を活性化することが明らかとなり、この一連の代謝経路は炎症性サイトカイン IL-1β
の産生誘導を遺伝子発現後のレベルで制御していることが示唆された（図 4 C）。

図 4． アセチルポリアミン合成阻害による IL-1β 産生誘導障害
A）Pentamidine によるアセチルポリアミン合成経路阻害の模式図。B）RAW 細胞を LPS
存在下、あるいは非存在下で刺激後、CT 存在下あるいは非存在下で 24 時間培養し、培養
上清中の IL-1β の産生量を ELISA 法により測定した。阻害剤は CT 添加の 3 時間前に加
えた。C）CT による細胞内代謝経路依存的な IL-1β 産生誘導の模式図。★: P ＜ 0.05, ★★: P
＜ 0.01, Student's t test.

考　察

　我々は、RAW 細胞を用いた検討から、CT が IL-1β 産生誘導能を持つことを見出した。また、CT により活性化さ
れるアルギナーゼ－1 経路やその下流のポリアミン代謝経路が、IL-1β 産生誘導において、遺伝子発現後のレベルで関
与することも明らかにした。CT が IL-1β 産生誘導能を持つことはこれまで報告されていない。また、IL-1β が転写後
どのように制御されているのかは不明な部分が多く、細胞内代謝経路との関連性も全くわかっていない。従って、本研
究により我々が明らかにした、CT による細胞内代謝経路依存的な IL-1β 産生誘導は、これまでにないユニークな分子
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機構である。現在、Arg1 や、種々のポリアミン代謝酵素の遺伝子欠損マウスを用いて、in vivo においても CT による
細胞内代謝経路依存的な IL-1β 産生誘導が認められるかどうか検討している。
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