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恥呻h 文 要 旨

【背景 と 目 的】

legionella pneumophila は通性細胞内 寄生菌

であ り 、肺胞マ ク ロ フ ァ ジに貪食 さ れ る が

w 型分泌機構に ょ り 、そ の殺菌機構 を逃れて

フ ア ゴ ソ ム 内 で 増 殖 す る
゜

ま た L. 

pneumophila は肺上 皮細胞 に も 感染す る が

そ の役割 は不明 であ る
゜

方、 I L -8 は好 中球

を遊走 し ヽ 活性化す る C X C ケモ 力 イ ン であ り

炎症性肺疾患におい て 局所の好 中 球性炎症 に

重要な役割 を果たす -と が知 ら れ て vヽ る。 そヽ

ヽ で レ ジオネ ラ 症 に お け る 肺上皮細胞の役ヽ

割 に ついて検討す る 目 的 で L. pneumophila 

感染に よ る I L -8 発現誘導機構 を解析 した。

【方法】

肺 上 皮細胞 と し て ヽ ヒ 卜 由 来 Il 型肺胞上皮細

胞 株 A 5 4 9 と 気道上皮細胞株 N C I -H 2 9 2 を用 し＼

た。 L. pneumophila は A A 1 0 0 j m 株 と IV 型分泌

機 構 を欠失 し た do t 0 変異株、及び C o r b y 株 と

フ ラ ジ 工 リ ン を欠失 し た f 1 a A 変異株 を用 し‘
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た
゜

菌 の 細 胞 内 で の 増 殖 は ヽ 感染 細 胞 を 回 収

後 細胞抽 出 液 を 希釈 し BCY-E-a 寒天培 地 に

撒 き 4 日 後 に コ ロ 数 を 測 定 し た。 I L -8 

m RN A の 発 現 は RT-PCR 法 に て 培 養 液 中 ヘ の

分 泌 は E L I S A 法 に て 調 ベ た。 I L -8 転 写機構 の

解 析 に は レ ポ 夕 ア ツ セ イ と E M S A を 用 し‘

た
゜

種 々 の N F - IC B シ グ ナ Iレ 関 連 分子や H s p 9 0 

の 発 現 は ウ 工 ス 夕 ン プ ロ ツ 卜 法 で検討 し た
゜

【 結 果 】

L. pneumophila は肺 上皮 細 胞 内 で 増 殖 し た が

do t 0 変 異株 は マ ク ロ フ ア ジ 同 様 ヽ 上皮 細 胞

で も 増殖 で き な か つ た
゜

I L -8 m R N A の 発 現 は

感染 後 1 時 間 で 見 ら れ 2 4 時 間 後 ま で 持続 し

た
゜

方 do t 0 変 異 株 に よ る IL-8 mRNA の 発

現 は 過性 で あ り f 1 a A 変 異 株 で は感染 1 6 

時 間 後 よ り 発 現 が 見 ら れ 誘 導 が 遅 延 し て し＼

た。 I L -8 分泌 量 も 野 生 型株 に 比 ベ do t 0 変 異

株 や f 1 a A 変 異 株 で は 減 少 し て し‘ た
゜

L. 

pneumophila は I L -8 遺伝 子 の 転 写 を N F - K B 

配列 依 存性 に 増 強 し た
゜

N F - K B シ グ ナ ル 伝 達
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に 関 わ る I " B、 I K K、 N I K の優性抑 制 変 異 体 の

導入 は L. pneumophila 誘 導 性 I L -8 遺伝子転

写活性 を 抑 制 し た
゜

N F -" B 阻害剤 や I K K o 

I K K/3 と 結 ムロ し 蛋 白 質 の 安 定 化 に 関 与 す る

H s p 9 0 の 阻害剤 で 細 胞 を 処 理 す る と I L -8 の

発 現誘 導 が 阻害 さ れ た
゜

L. pneumophila 感染

細 胞 の 核 蛋 白 質 か ら p 5 0、 p 6 5、 c -R e 1 か ら 成

る N F - K B 複 合体 が 検 出 さ れ た が ヽ N F - K B 阻

害 剤 や H s p 9 0 阻害剤 は -の N F -" B 複合体 の
‘‘ 

D N A 結合 を 抑 制 し た
゜

H s p 9 0 阻害剤 は I K K a と

I K K/3 蛋 白 質 の 発 現 を 抑 制 し た が 、プ ロ テ ア ソ

ム 阻害剤 は そ の 抑 制 を 解 除 し た
゜

結論 】

L. pneumophila は肺 上 皮 細胞 に 感 染 後 ヽ N I K 

や I K K の 活 性 化 を 介 し て N F - K B 依 存 性 に

I L -8 の 発 現 を 誘 導 し そ の シ グ ナ ル伝 達 に は

I K K a と I K K (3 蛋 白 質 の 安 定 化 に 関 与 す る

H s p 9 0 も 重要 で あ つ た
゜

さ ら に 菌 側 の 病原

因 子 と し て w 型分泌機構 と フ ラ ジ 工 リ ン が

関 与 し て し‘ る ヽ
とヽ が 明 ら か に な つ た

゜

も
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Mechanisms of Le叙onellapneumophila・induced interleukin-8 expression in 
human lung epithelial cells 

（論文審査結果の要旨）

上記論文に関して、研究にいたる背景と目的、研究内容、および研究結果の意義と学術的

水準についでI真重に検討し、以下のような審査結果を得た。

1. 研究の背景と目的

通性細胞内寄生菌である Le印．onellapneumophilaは、肺胞マクロファージ内で増殖する。

マクロファージにおける増殖機構や感染後の細胞遺伝子制御機構はよく解析されている。一

方、肺における細菌の感染防御において肺上皮細胞は最初の前線基地となるはずであるが、

肺上皮細胞に L.pneumophilaが感染することはわかっているものの、菌の増殖機構やその

役割は不明である。 IL・8は好中球を遊走し、活性化するケモカインであり、局所の好中球性

炎症に重要な役割を果たすことが知られている。そこで、レジオネラ肺炎における肺上皮細

胞の役割について検討する目的で、 L.pneumophila感染による IL・8発現誘導機構の解析が

行われた。

2.研究内容

肺上皮細胞として、ヒト由来 II型肺胞上皮細胞株と気道上皮細胞株を用いた。 L.

pneumophilaは野生株と、変異株としてW型分泌機構欠損株、フラジェリン欠損株を用いて

感染実験を行った。

野生株とフラジェリン欠損株は、いずれの肺上皮細胞株にも感染して増殖したが、 W型分

泌機構欠損株は増殖できなかった。 IL-8mRNAの発現はすべての株が誘導した。しかし、

野生株と比べ、 W型分泌機構欠損株ではその発現は一過性であり、フラジェリン欠損株では

その発現誘導に時間を要した。 IL-8の分泌は野生株に比べて、両変異株で減少していた。以

上の結果から、レジオネラ感染肺上皮細胞における IL・8の誘導には初期にはフラジェリンと

上皮細胞との接触が、そして後期にはW型分泌機構による菌の増殖が必要であると考えられ

た。

レポーターアッセイ、ゲルシフトアッセイ、ウェスタンブロットによる解析から、 L.

pneumophilaは IL-8遺伝子の転写を NF・KB結合配列依存性に増強することがわかった。

さらに、 NF・KBの活性化には NIKから IKKの活性化による IりBaのリン酸化が関与して



いた。阻害剤を用いた実験により、 IKKaや IKK/3のタンパク質の安定化に関与する Hsp90

も L.pneumophilaによる NF・KBシグナルの活性化に寄与していることが明らかとなっ

た。

3.研究成果の意義と学術的水準

本研究はレジオネラ肺炎における肺上皮細胞での菌の増殖機構や IL.8発現誘導機構を明

らかにし、肺上皮細胞の感染防御における役割を示したものである。これまでマクロファー

ジを用いた研究が盛んであったレジオネラ感染症研究において、新しい視点を導入した報告

であると位置づけられる。とくに、 W型分泌機構やフラジェリンはレジオネラに限らず、他

の細菌においても重要な病原因子であり、それらの認識機構を含め、今後の研究展開におけ

る貴重な報告である。なお、本研究は 11thCongress of the Asian Pacific Society of 

Respirologyにて BestPoster Awardを受賞しており、国際的にも高水準のものであると評

価される。

以上により、本論文は学位授与に十分値するものであると判断した。

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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