
（別紙様式第3号）

=f 
＝一pfffl 文 要 旨

日

論文題目

Induction of epithelial-mesenchymal transition by flagellin 

in cultured lung epithelial cells 

（フラジェリン刺激による培養肺胞上皮細胞での上皮間葉移行の誘導）

氏名 直詐土 喜）



ー

【 目的】 レジオネラ肺 感染症において、 肺 線維症が

起こ りやすいこ とが知られている。 肺線維症には、

II 型肺胞上皮 細 胞 の ・上皮 間葉移行 (endothelial・

mesenchymal transitiQn: EMT)が関与する可能性が

報告されている。 しかし、 レジオネラが E M T を誘 導

する 分子機構については不明である。 レジオネラは

鞭毛を有し、 その構成タンパク質であるフラジェ リ

ン は肺胞上皮細胞の Toll-like receptor5(1'LR5)を

刺激す るこ とが知られ ている。 本研究では Il 型肺胞

上皮細胞の培養株細胞である A 5 4 9 細胞に、 精製し

た フ ラ ジェ リ ンを添加し、 細胞応答について検討し

た 。

【方法 結果】 Bacillus subtilis から精製したフラ

ン／‘‘‘ エ リ ンを実験に用い た。 NF・氏 B のプロモ 夕

活 性は濃度依存性に増加 し 、 2.0μ, g/ml フラジェ リ

ン の 8 時間刺激で最大となった。 次にマイ ク ロア レ

イ法によ り フラジェ リ ン刺激によ り発現が 1.4 倍以

上に変化する遺伝子を検討した 。 調べた 22,148 遺

伝 子 の中で 209遺伝 子 の発現がフラジェ リ ンによ り

変化した 。 フラジェ リ ンで増加した 1 2 1 遺伝 子 の う
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ち、 43 遺伝子が T G F ・ f3 1 でも増加した。 またフ ラ

ジェリ ン で減少した 88 遺伝子のう ち 44 遺伝子が

TGF・ /3 l でも減少した。 フラジェ リ ンで変化しなか

った 18,232遺伝子のう ち 15,398遺伝 子は T G F ・[3 1 

でも変化が認められなかった； これらの結果から、

フラジェ リ ン によ る遺伝 子 発 現 の 変 化 は T G F -f3 1 

による変 化と 類似 していることが明らかになった。

TGF-f3 1 は肺 ＇胞上皮細胞に EMT を起こすことから、

フラジェ リ ンによ り、 EMT が起こる可能性を検討し

た。 ウエスタンブロ ツ ト法で フラジェ リ ンによ り、ヽ

フィ ブロネクチンタンパク質が増加し、 E-カ ドヘリ

ンタンパク質が減少した 。TG}1-[3 1刺激による ・A5 4 9 

細胞の形態変化は、フラジェ リ ンによ り増強された 。

またフラ ジ ェ リ ン刺激によ り MAP  キナ ゼファ ミ~

‘ 

リ である ERK, JNK, p38MAP キナ ゼが活性化さ

れた。 その中で p38MAP キナーゼの活性化が最も強

く認められた。 プィブロネクチンタンパク質の増加

は、 p38MAP キナーゼの阻害剤 (SB203580)に よ り抑

制されたが、 E •カ ドヘリ ンタンパク質の減少は抑制

されなかった。
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【 ま と め】 フラ 、／‘‘‘ エ リ ン刺激によ り A 5 4 9 細胞で

EMTが誘導された。 本反応の 一 部 に は 、 p38 MAP キ

ナ ゼが関与していた。 TLR5 の刺 激に 必要 なアミ

ノ酸はレジオネラのフ ラジェ リンにも保存されてい

る。 これらの結果は、 レジオネラのフラジェ リ ンが

I I 型肺胞上皮細胞に EMT  を 誘 導 し て 肺 の 線 維 化を

起こす可能性を示唆している。
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（論文審査結果の要旨）

1.研究の背景と目的： Toll・like receptor 5 (TLR5)は細菌の鞭毛構成蛋白質であるフラジェ

リンを認識し、主に NF・KB経路を介して宿主の炎症反応を誘導するとされる。 一方、レ

ジオネラなど鞭毛を有する細菌は肺線維症を引き起こしやすいが、肺線維症の発症におけ

るTLR5刺激の意義は明らかでない。そこで著者らは、培養肺胞上皮細胞に精製したフラ

ジェリンを加え、その細胞応答を詳細に検討した。

2.研究方法と結果： II型肺胞上皮細胞の培養細胞である A549細胞を、 Bacillussubtilisから

精製したフラジェリンで処理し、細胞応答を検討した。まずフラジェリン刺激による NF・

KBのプロモーター活性変化を調べたところ、 2.0μ g/mlまで濃度依存「生に増加 し、刺激

後 8時間でピークを示 した。一方マイクロアレイ法では、調べた 22,148遺伝子の中で 209

遺伝子の発現がフラジェリン刺激により変化したが、この変化は上皮間葉移行 (EMT)

の主要因子である TGF・8 lによるものと類似していた。すなわち、フラジェリンで増加

した 121遺伝子のうち 43遺伝子 (35.5%）が TGF・8 lでも増加し、フラジェリンで減少

した 88遺伝子のうち 44遺伝子 (50.0%）が TGF・81でも減少した。 TGF・8 1は肺胞上

皮細胞の EMTを誘海して肺線維症の発症に関与する。そこでフラジェリン刺激も肺胞上

皮細胞の EMT を誘導するか検討したところ、フィブロネクチン蛋白質の増加、 E•カドへ

リン蛋白質の減少、さらに TGF・8 lによる A549細胞の形態変化の増強作用が認め られ

た。また、フラジェリン刺激は ERK、JNK、p38MAPKなどの MAPキナーゼ群、特に

p38MAPKを強く活性化し、 p38MAPK阻害剤がフィブロネクチン蛋白質の増加を抑制し

た。

3．研究の意義と学術的水準：本研究は、フラジェリン刺激の肺胞上皮細胞 EMTへの関与と

p38MAPKの重要性、さらにフラジェリンが鞭毛を持つ細菌による肺線維症の発症に関与

する可能性を示唆するものであり、救急医学領域における重症感染症後の肺線維症の発症

機構の理解に大きく寄与する高い水準の研究と言える。

以上の結果から、本論文は学位授与に十分値するものであると判断した。
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