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要旨 

 上皮間葉転換は、間質性肺炎、慢性閉塞性肺疾患、気管支喘息におけるリモ

デリングといった多様な呼吸器疾患における病態に関与するが、上皮間葉転換

とこれらの急性増悪の一因である呼吸器感染症とのかかわりは明らかでない。

ヒト肺胞上皮癌由来細胞株 A549 細胞を TGF-β1 と共に培養して上皮間葉転換を

誘導した後に CpG ODN で刺激したところ、上皮間葉転換が誘導された A549 細

胞においてのみ CpG ODN の取り込みが亢進し、IL-6、IL-8、MCP-1 の産生が増

強した。上皮間葉転換による外来由来抗原への反応性亢進が呼吸器疾患の急性

増悪に関与している可能性が示唆された。 
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序文 

 上皮間葉転換（Epithelial-mesenchymal transition; EMT）は、上皮細胞がその特

性、すなわち細胞極性、細胞間接着といった上皮系細胞に特有の性質を失い、

間葉系細胞の特性を獲得する現象である[1-2]。EMTは 3タイプに分類され、type1

は発生の過程において、type2 は臓器の再生および線維化において、type3 は腫

瘍の浸潤および転移において認められる[1-3]。これらのうち、type2 の EMT は

呼吸器疾患における多様な病態に関与することが報告されている。 

 気管支喘息は気道炎症を背景として生ずる可逆性の気道狭窄と気道過敏性の

亢進を特徴とする気道疾患であり、罹患者は世界で 3 億 3 千 4 百万人にも上る

と推計される公衆衛生上重要な呼吸器疾患である[4]。吸入ステロイド薬の普及

に伴い大多数の症例では病状のコントロールが可能になってきたものの、重

症・難治症例においては依然として病状コントロールが困難かつ致死的となる

場合がある。重症・難治症例における気道の病理学的特徴の一つとして、気道

のリモデリング、すなわち、杯細胞過形成、上皮下線維化、基底膜肥厚、細胞

外基質の沈着、平滑筋細胞の増加と肥大、といった気道の構造変化が挙げられ[5]、 

気道リモデリングは不可逆的な気流制限と気道過敏性を引き起こすことで気管

支喘息の病態の悪化に寄与する[6-7]。この気道リモデリングに EMT が重要な役

割を果たしている可能性が示唆されている[2,8-11]。外因性ストレス、気道上皮
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障害、炎症性メディエーター、Transforming growth factor; TGF、Fibroblast growth 

factor; FGF、Epidermal growth factor; EGF をはじめとした成長因子の作用により、

上皮細胞間接着の減弱と間葉系遺伝子の発現亢進が引き起こされること[8]、喘

息モデルマウスにおける検討では気道リモデリングに関与する半数弱の肺線維

芽細胞は上皮由来であると考えられたこと[9]、強力な EMT–inducer として知ら

れている TGF-β[2, 10]およびその下流シグナルの活性化がリモデリングに関与

していること[11]、が報告されている。 

 慢性閉塞性肺疾患(chronic obstructive pulmonary disease; COPD)は不可逆的な気

流制限、小気道の炎症、気腫化を伴う肺胞構造の破壊を特徴とし、タバコ煙を

主とした有害物質の長期吸入曝露で発症する呼吸器疾患である。また近年、気

管支喘息と COPD のオーバーラップする病態、asthma COPD overlap; ACO の存

在も注目されている[12]。COPD の病理学的変化として、小気道の線維化と閉塞

が気腫化に先行して認められる所見とされ、気流障害を引き起こす主因と考え

られているが、これらの病理学的変化に重要な役割を果たす肺線維芽細胞およ

び肺筋線維芽細胞の起源の一つに EMT の関与が示唆されている[13]。また、

COPD 患者の気道上皮において TGF-β が過剰発現していること、TGF-β の過剰

発現は線維化を伴う小気道のリモデリングと関連すること、COPD の発症リスク

とTGF-β遺伝子に見られる single-nucleotide polymorphisms; SNPsとの間に関連が
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みられること、COPD の主要な原因である喫煙が TGF-β を誘導することなどか

ら、気管支喘息と同様に COPD の病態にも強力な EMT 誘導因子である TGF-β

が深く関与していると考えられる[14]。 

 原因が特定できない間質性肺炎を特発性間質性肺炎 (idiopathic interstitial 

pneumonias; IIPs)と総称し、その半数以上は進行性の線維化を特徴とする予後不

良の特発性肺線維症(Idiopathic pulmonary fibrosis; IPF)が占めている[15]。IPF の

発生機序として、従来は慢性炎症が想定されてきたが、現在は肺胞上皮細胞の

傷害とそれに対する修復異常が主要なメカニズムと考えられている[16]。IPF に

おいて、線維化の中心的な役割を担う肺線維芽細胞の起源として､肺間質に in 

situ で存在する線維芽細胞、循環中の前駆細胞である fibrocyte、そして肺胞上皮

細胞からの EMT による線維芽細胞の発生が想定されており[17]、TGF-β がこれ

らの細胞に作用することで、病巣への線維芽細胞の動員、筋線維芽細胞への分

化誘導、細胞外器質の産生誘導と間質への過剰沈着、Ⅱ型肺胞上皮細胞から線

維芽細胞への EMT 誘導、を引き起こすことが示されている[16]。IPF を対象と

した臨床試験においても、ステロイドによる抗炎症治療の有効性は示されてい

ない一方[18]、抗線維化薬である Pirfenidone[19]および Nintedanib[20]においては

呼吸機能低下の進行抑制が証明されており、さらに Pirfenidone の作用機序の一

部は TGF-β に対する抑制作用であることが示唆されている[21]。このように、IPF
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の病態にもEMT[17]およびTGF-β[16]が重要な役割を果たしていると考えられる。 

 EMTおよび TGF-βが病態に関与する上記呼吸器疾患に共通して認められる現

象として、感染症を契機とした急性増悪が挙げられる。重症例では、急性増悪

により致死的な経過をたどることも多く、臨床上大きな問題となっている。急

性増悪の誘因となる病原体として、気管支喘息[22]、COPD[23]、IPF[24]いずれ

においても細菌感染が占める割合が非常に大きい現状がある。 

 生体内に侵入した病原微生物を迅速に認識し、病原体排除に必要な生体反応

を惹起する自然免疫反応は、下気道における生体防御において非常に重要な役

割を果たしている [25]。病原体由来の pathogen-associated molecular patterns; 

PAMPs を認識する pattern recognition receptors; PRRs は、迅速に自然免疫を誘導

することで第一線の生体防御機構として機能する[26]。中でも最初に同定された

PRRsであるToll-like receptors; TLRs はヒトにおいて 10種類が同定され、各TLRs

のリガンドやその特性が明らかにされている[25, 27]。シトシンとグアニンがホ

スホジエステル結合された DNA 配列は CpG モチーフと言われ、特に非メチル

化 CpG は細菌および一部のウイルスに認められる一方、哺乳類では見られない

DNA 配列として知られている[28]。この非メチル化 CpG は TLR9 に認識され、

PAMPs と し て の 活 性 を 有 す る [28-30] 。 今 回 我 々 が 用 い た CpG 

oligodeoxynucleotides; CpG ODN は非メチル化 CpG モチーフを含有する合成デ
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オキシヌクレオチドで、自然界に存在する非メチル化 CpG DNA と同様に TLR9

に対する賦活作用を有することが示されている[31]。 

 先述のとおり EMT は気管支喘息におけるリモデリング、COPD、IPF の病態

に深く関与していることが明らかにされてきたが、EMT がこれらの疾患におけ

る急性増悪の重要な要因である呼吸器感染症に対してどのような影響を与える

かについては明らかにされていない。そこで本研究は、上述の呼吸器疾患にお

いて EMT に密接に関与していると考えられる TGF-β で EMT 誘導したヒト肺胞

上皮細胞株 A549 細胞を用いて、CpG ODN に対する反応性の変化を解析し、EMT

による病原菌由来抗原に対する反応性変化を検討した。また、その反応性変化

がTGF-β以外のEMT誘導因子でも認められる現象であるか否かを明らかにする

ため、タバコ煙抽出液(Cigarette Smoke Extract; CSE)を用いて EMT 誘導した A549

細胞についても解析した。  
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方法 

1.試薬 

 Recombinant human TGF-β1 は PEPRO TECH 社(Rocky Hill, NJ, USA)および

Sigma-Aldrich 社 (St. Louis, MO, USA) か ら 、 ODN 2006 (B-class ODN, 

5’tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt3’)、control ODN (5’tgctgcttttgtgcttttgtgctt3’)、ODN H154 

(5’cctcaagcttgagggg3’)、FAM-conjugated CpG ODN は Sigma-Aldrich 社から、

Phosphate buffered saline (PBS)、Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS)、fetal bovine 

serum (FBS) )、 alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse IgG、 alkaline 

phosphatase-conjugated goat anti-rabbit IgG は Thermo Fisher Scientific 社(Waltham, 

MA, USA)から、D-MEM/Ham's F-12 medium、ethanol、acetone、RIPA buffer、

actinomycin D は Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan)から、Mayer’s 

Hematoxylin は Muto Pure Chemical Industries (Tokyo, Japan)から、プロテアーゼ阻

害剤カクテルは nacalai tesque (Kyoto, Japan)から購入した。 

 PE-conjugated mouse anti-human E-cadherin mAb (IgG1κ, clone 67A4) 、

PE-conjugated mouse anti-human vimentin mAb (IgG1, clone RV202) は BD 

Biosciences 社 (San Jose, CA, USA)から、APC-conjugated mouse anti-human 

N-cadherin mAb (IgG1κ, clone 8C11)、APC-conjugated rat anti-human TLR9 mAb 

(IgG2aκ, clone eB72-1665)、APC-conjugated mouse anti-human CD14 mAb (IgG1κ, 
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clone 61D3)、PE-conjugated mouse IgG1κ(clone P3.6.2.8.1)、APC-conjugated mouse 

IgG1κ(clone P3.6.2.8.1)、および APC-conjugated rat IgG2aκ (clone eBR2a)は

eBioscience 社(San Diego, CA, USA)から、PE-Cy7-conjugated mouse anti-human 

CD205 mAb (IgG1κ, clone HD30)はMiltenyi Biotec社( Bergisch Gladbach, Germany)

から、PE-Cy7-conjugated mouse IgG1κ (clone MOPC-21)は BioLegend 社(San 

Diego, CA, USA)から、mouse anti-human GAPDH mAb(IgG1, clone 686613)は R&D 

Systems 社(Minneapolis, MN, USA)から、rabbit anti-human IκBα mAb(IgG, clone 

44D4)は Cell Signaling Technology 社(Beverly, MA, USA)から購入した。 

 

 CSE の作成は以下の手順で作成した；市販の紙巻タバコ(セブンスター®, JT, 

Japan)からフィルターを除去し閉鎖回路に接続、着火後、1 本あたり 2 分間かけ

て持続吸引し、水溶性成分を 5ml の PBS に溶解した。同様の作業を 2 本分施行

した。作成した CSE は分注後使用時まで-80℃で保存し、一連の実験は同一の

CSE で施行した。 

 

2.細胞と細胞培養 

 ヒト肺胞上皮癌由来細胞である A549 細胞を、5% FBS、100 U/ml penicillin、お

よび 100µg/ml streptomycin 含有の DMEM/Ham's F-12 medium を使用し、37 oC の
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5% CO2 含大気圧のインキュベーター内で培養した。 

 

3.EMT の誘導 

 24ウェル細胞培養プレートに 1.25×104 cells/well の密度でA549細胞を播種し、

5% FBS、100 U/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin および 10 ng/ml TGF-β1 また

は 10%CSE 含有の DMEM/Ham's F-12 medium で 72 時間、先述と同条件のイ

ンキュベーター内で培養した。 

 

4.細胞の形態観察 

 チャンバースライドⅡ(IWAKI, Tokyo, Japan)に 1.25×104 cells/well の密度で

A549 細胞を播種し、5% FBS、100 U/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin および

10 ng/ml TGF-β1 または 10% CSE 含有の DMEM/Ham's F-12 medium で 72 時間、

先述と同条件下のインキュベーター内で培養した。その後上清を吸引、acetone

で 2 分間固定し、PBS に続き純水で洗浄後、Mayer’s Hematoxylin に１分間浸し

て核染色した。水道水で 5 分間洗浄し、封入した後に光学顕微鏡 BZ-X710 

(Keyence, Osaka, Japan)で観察、撮影した。 
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5.フローサイトメトリーによる解析 

5-1. E-cadherin、N-cadherin の細胞表面発現 

 先述の条件下で EMT 誘導した A549 細胞および EMT 誘導しなかった A549 細

胞 1×105-6 cells を FACS buffer (3% FBS 含有 PBS)で洗浄し、ヒトモノクローナ

ル IgG 1 µg/ml で 15 分間ブロッキングした後、PE-conjugated mouse anti-human 

E-cadherin mAb 25 µg/ml および APC-conjugated mouse anti-human N-cadherin mAb 

25 µg/ml、または同濃度の isotype control 抗体を含んだ FACS buffer に懸濁して

氷上で 30分間インキュベートした。FACS bufferで洗浄後、再懸濁して FACSVerse 

(BD Biosciences)で測定した。各サンプルは少なくとも 10,000 カウントのデータ

を測定した。ドットプロットおよびヒストグラムの解析には FlowJo (Tree Star 

Inc., Ashland, OR)を用いた。 

5-2. CD14、CD205 の細胞表面発現 

 先述の条件下で EMT 誘導した A549 細胞および EMT 誘導しなかった A549 細

胞 1×105-6 cells を FACS buffer (3% FBS 含有 PBS)で洗浄し、ヒトモノクローナ

ル IgG 1 µg/ml で 15 分間ブロッキングした後、APC-conjugated mouse anti-human 

CD14 mAb 2.5 µg/ml、PE-Cy7-conjugated mouse anti-human CD205 mAb 10 µg/ml、

または同濃度の isotype control 抗体を含んだ FACS buffer に懸濁して氷上で 30

分間インキュベートした。FACS buffer で洗浄後、再懸濁して FACSVerse (BD 
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Biosciences)で測定した。FACS buffer で洗浄後、再懸濁して先述と同様の方法

で測定、解析した。 

5-3. TLR9、vimentin の細胞内発現 

 先述の条件下で EMT 誘導した A549 細胞および EMT 誘導しなかった細胞

1×105-6 cells を FACS buffer で洗浄し、ヒトモノクローナル IgG 1 µg/ml で 15 分

間ブロッキングした後、Fixation/Permeabilization Solution (BD Biosciences)を用い

て氷上で 20 分間インキュベートして固定、透過処理した。細胞を FACS buffer

で洗浄後、APC-conjugated rat anti-human TLR9 mAb 20 µg/ml、PE-conjugated mouse 

anti-human vimentin mAb 25 µg/ml、または同濃度の isotype control 抗体を含んだ

Perm/Wash buffer (BD Biosciences) に懸濁し氷上で 30 分間インキュベートした。

Perm/Wash buffer 、FACS buffer で洗浄後、FACS buffer で再懸濁して先述と同様

の方法で測定、解析した。 

5-4.CpG の細胞内取り込み 

 先述の条件下で EMT 誘導した A549 細胞および EMT 誘導しなかった細胞を

FAM-conjugated CpG ODN 10 µg/ml または同濃度の unconjugated CpG ODN を含

む D-MEM/Ham's F-12 medium で、遮光した上で先述と同条件のインキュベータ

ー内で 24 時間培養した。細胞 1×105-6 cells を FACS buffer で洗浄後、再懸濁して

同様に測定、解析した。 
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6.上清中サイトカイン濃度の測定 

6-1.濃度依存性の解析 

 先述の条件下で EMT 誘導した A549 細胞および EMT 誘導しなかった A549 細

胞を、上清除去の上 HBSS で洗浄後、CpG ODN 1、3、10、30 µg/ml、control ODN 

30 µg/ml の各条件で 48 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃度を Cytometric 

Bead Assay; CBA(BD Biosciences, 測定感度 10-2500 pg/ml)で測定した。検体は測

定感度内に入るよう必要に応じて希釈後測定し、希釈倍率をかけ戻して希釈前

濃度を算出した。上清は測定まで-80 oC で保存した。 

6-2.時間依存性の解析 

 同様に EMT 誘導した A549 細胞および EMT 誘導しなかった A549 細胞を、上

清除去の上 HBSS で洗浄後、CpG ODN 10 µg/ml、control ODN 10 µg/ml の各条件

で 6、12、24、48 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃度を CBA で測定

した。上清は測定まで-80 oC で保存した。 

6-3.TLR9 の阻害実験 

 同様に EMT 誘導し上清除去の上 HBSS で洗浄した A549 細胞を、CpG ODN 10 

µg/ml 単独、または CpG ODN 10 µg/ml と TLR9 の特異的な suppressive ODN

である ODN H154 1、3、10、30、100 µg/ml 併用で 24 時間刺激し、上清中の IL-6、

IL-8、MCP-1 濃度を CBA で測定した。上清は測定まで-80 oC で保存した。 
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6-4.NFκB、MAP キナーゼ経路の阻害実験 

 96 ウェル細胞培養プレートに 5×103 cells/well の密度で A549 細胞を播種し、

5% FBS、100 U/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin および 10 ng/ml TGF-β1 含有

のDMEM/Ham's F-12 mediumで 72時間培養した。上清除去、HBSSで洗浄後、

control ODN 10 µg/ml、CpG ODN 10 µg/ml、または CpG ODN 10 µg/ml + 

BAY11-7082 5 µM、SP600125 10 µM、SB203580 10 µM、U0126 10 µM の各条件

で 24 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃度を CBA で測定した。上清

は測定まで-80 oC で保存した。 

 

7. Real-time quantitative PCR  

 先述の条件下で EMT 誘導した A549 細胞および EMT 誘導しなかった A549 細

胞を、CpG ODN 10 µg/ml または control ODN 10 µg/ml で 4 時間刺激した後、こ

れらの細胞から total RNAを抽出した。mRNA安定性の解析は、同様にして EMT

誘導した A549 細胞を CpG ODN 10 µg/ml または control ODN 10 µg/ml で 4 時間

刺激した後、actinomycin D 10 µg/ml を添加して転写を停止させ、actinomycin D

投与前、投与後 30 分、90 分に total RNA を抽出した。Total RNA 抽出は RNeasy 

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いてプロトコールに従い施行した。抽出

した total RNA 中に含まれる mRNA から cDNA への逆転写を iScript cDNA 
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Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いてプロトコール通り

に施行した。Real-time PCR には Thermo Fisher Scientific 社作成の primers およ

び Taqman probes を使用し、レファレンス遺伝子を β-actin として ΔΔCt 法で相

対定量した。Relative quantitation (RQ)値は次の計算式で算出した：RQ=2-ΔΔCt。 

 

8. Western blot analysis 

 6 ウェル細胞培養プレートに、培養時間が 24 時間の場合は 4×105 cells/well、

48 時間の場合は 2×105 cells/well、72 時間の場合は 1×105 cells/well の密度で A549

細胞を播種し、細胞を各条件で刺激後、lysis buffer (RIPA buffer にプロテアーゼ

阻害剤カクテルをプロトコール通りに添加)で溶解し、測定まで-80℃で保存した。

泳動前に TaKaRa BCA Protein Assay Kit (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)でタンパク

濃度を測定し、各サンプル中のタンパク濃度を統一した。各サンプルを SDS 化、

還元熱処理し､ポリアクリルアミドゲル電気泳動を施行した後、ウェット式で

polyvinylidene difluoride (PVDF)メンブレンに転写した(XCell SureLock™ミニセル

電気泳動システム, Thermo Fisher Scientific)｡ブロッキング、および抗体の希釈に

は Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer Solution (Toyobo Co., ltd., Osaka, 

Japan)を用い、各抗体の希釈濃度は推奨プロトコール通りに行った。Novex™ AP 

Chemiluminescent Substrate (CDP-Star™) (Thermo Fisher Scientific)で化学発光し、
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Amersham Imager 600 (GE Healthcare Japan Co., ltd., Tokyo, Japan)で撮影した｡ 

 

9.統計解析 

 連続変数の二群間比較は対応なしの両側 t 検定で、多群間比較は分散分析後に

Tukey検定で評価し、統計学的有意差は P < 0.05とした。mRNA安定性の解析は、

各群の Area Under Curve; AUC で評価した。統計解析ソフトは GraphPad 

Prism(Version 5; GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)を使用した。すべての

実験は少なくとも 3 回は施行し、データの表示は平均値±標準偏差で示した。 
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結果 

TGF-β1 による EMT の誘導 

 TGF-β1 を用いた in vitro での EMT 誘導は A549 細胞において既に確立され

ているため[10]、本研究も TGF-β1 と A549 細胞を用いて実験を行った。A549 細

胞を TGF-β1 10 ng/ml で 72 時間培養すると、A549 細胞は細胞極性の喪失、周囲

細胞との接着の減弱、紡錘状の形態を示し、間葉系の特性を示した(Fig. 1A)。ま

た、フローサイトメトリーで細胞表面の E-cadherin および N-cadherin の発現を解

析したところ、上皮系マーカーである E-cadherin[10,32,33]の発現が低下し、間葉

系マーカーである N-cadherin[10,33]の発現が増強した (Fig. 1B)。さらに、

E-cadherin低値かつN-cadherin高値の細胞の割合は有意に増加していた(Fig. 1C)。

これらの結果から、本実験系においても先行文献[10]と同様に EMT が誘導され

ていると考えられた。 
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Figure 1 
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Figure 1.  TGF-β1 による EMT の誘導 

 

A: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml の有無別に 72 時間培養し、Mayer’s Hematoxylin

で核染色した後、光学顕微鏡で形態学的変化を観察した(X40)。 

 

B: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml の有無別に 72 時間培養した後、PE-conjugated 

anti-E-cadherin 抗体および APC-conjugated anti-N-cadherin 抗体で染色し、フロー

サイトメトリーで測定した。代表的な二次元ドットプロットを示す(n=3)。

E-cadherin と N-cadherin の発現量の高低別に 4 分画に分けた。数字は各分画に属

する細胞数の全細胞数に対するパーセンテージを示す。 

 

C: E-cadherin 低値かつ N-cadherin 高値の細胞の割合を Figure 1B の分画を基に計

測した。 

エラーバーは標準偏差(n = 3)を示す。 

*** P<0.001   
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EMT 誘導による CpG ODN 刺激に対するサイトカイン産生応答の亢進 

 次に、EMT 誘導による CpG ODN 刺激への反応性の変化を検討した。 

 先述と同様に EMT 誘導した A549 細胞: EMT(+)群を CpG ODN で刺激したと

ころ、IL-6、IL-8、MCP-1 の産生が有意に増加した(Fig. 2A)。一方、EMT 誘導の

ない群: EMT(-)群では CpG ODN 刺激によるこれらのサイトカインの有意な産生

増加は認められなかった(Fig. 2A)。CpG ODN 刺激に対するサイトカイン産生は

時間依存的に増加し、control ODN との差は刺激 48 時間後まで継時的に拡大し

た(Fig. 2B)。同様に IL-6、IL-8、MCP-1 の mRNA レベルでの発現量も、EMT(+)

群で CpG ODN 刺激 4 時間後には有意に増強した(Fig. 2C)。一方、EMT(-)群で

は有意な増強は認められなかった(Fig. 2C)。 

 統計学的有意ではなかったものの、EMT 誘導のみでベースラインのサイトカ

イン産生が増加傾向であった(Fig. 2A,C)。TGF-β1 処理と CpG ODN 刺激の 

interaction はいずれのサイトカインについても統計学的有意であり (Fig. 2A, P < 

0.001) (Fig. 2C, P < 0.01) 、EMT 誘導によるベースラインのサイトカイン産生増

加を考慮に入れたとしても、EMT 誘導と CpG ODN 刺激の間には有意な相乗効

果が認められると考えられた。 

 以上の結果から、EMT 誘導により CpG ODN 刺激に対する IL-6、IL-8、MCP-1

の産生応答が亢進すると考えられた。 
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Figure 2 
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Figure 2.  EMT 誘導による CpG ODN 刺激に対する IL-6、IL-8、MCP-1 の産生

応答の変化 

 

A: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml の有(■)無(□)別に 72 時間培養した後、図中に示

す各濃度の CpG ODN で 48 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃度を測

定した。 

エラーバーは標準偏差(n = 3)を示す。 

cont, control ODN; n.s., not significant 

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 

 

B: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で 72 時間培養した後、CpG ODN (○) 10 µg/ml ま

たは control ODN (●) 10 µg/ml で 6、12、24、48 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、

MCP-1 濃度を測定した。 

エラーバーは標準偏差(n = 4)を示す。 

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs. control ODN 

 

C: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml の有無別に 72 時間培養した後、CpG ODN (■) 10 

µg/mlまたは control ODN (□)10 µg/mlで 4時間刺激し、IL-6、IL-8、MCP-1のmRNA

発現量を測定した。 

エラーバーは標準偏差(n = 4)を示す。 

n.s., not significant 

*P<0.05; **P<0.01 
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ODN H154 による EMT 誘導後 A549 細胞の CpG ODN 刺激に対するサイトカイ

ン産生応答の抑制 

 TLR9 は CpG DNA および CpG モチーフを含有する CpG ODN の受容体とし

て機能し、免疫応答を引き起こすことが知られている[27-31]。前項で認められ

たEMT誘導後A549細胞のCpG ODN刺激に対するサイトカイン産生応答亢進

における TLR9 の関与を確認するため、TLR9 の特異的な suppressive ODN で

ある ODN H154[34, 35]を用いて阻害実験を行った。ODN H154 の添加により、

EMT 誘導後 A549 細胞の CpG ODN 刺激に対する IL-6、IL-8、MCP-1 の産生応答

亢進は著明に抑制された(Fig. 3)。 

 これらの結果から、EMT 誘導後 A549 細胞の CpG ODN 刺激に対するサイト

カイン産生応答亢進は TLR9 を介しており、TLR9 は EMT 誘導後 CpG ODN 刺

激によるサイトカイン産生においても必須のレセプターであると考えられた。 
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Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.  ODN H154 による EMT 誘導後 A549 細胞の CpG ODN 刺激に対する

サイトカイン産生応答亢進の抑制 

 

TGF-β1 で EMT 誘導後、図中に示した各濃度の ODN H154 と共に CpG ODN 10 

µg/ml または control ODN 10 µg/ml で 24 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1

濃度を測定した。 

エラーバーは標準偏差(n = 3)を示す。 

n.s., not significant 

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs. cells stimulated with CpG ODN but without ODN 

H154 

  

IL-6

0 1 3 10 30 100 0
0

2000

4000

6000

8000

**
*** *** *** ***

ODN H154

(g/ml)

CpG ODN control ODN

p
g

/m
l

IL-8

0 1 3 10 30 100 0
0

5000

10000

15000

20000

25000

***

*** ***

***

***

CpG ODN control ODN

ODN H154

(g/ml)

p
g

/m
l

MCP-1

0 1 3 10 30 100 0
0

5000

10000

15000

CpG ODN control ODN

*
**

*

**

*

ODN H154

(g/ml)

p
g

/m
l



28 

 

EMT 誘導による A549 細胞の TLR9 発現レベルの変化 

 前項で、EMT 誘導による CpG ODN 刺激に対するサイトカイン産生応答亢進

の機序として、TLR9 が必須であることが明らかになったため、EMT 誘導によ

る A549 細胞の TLR9 発現レベルの変化を検討した。TLR9 は細胞内エンドソー

ムに存在しているため[30]、特異抗体による細胞内染色を行いフローサイトメト

リーで測定した。 

 予想に反し、EMT 誘導した A549 細胞において、EMT 誘導しなかった A549

細胞と比べ TLR9 の発現レベルが軽度ではあるものの有意に低下していた(Fig. 

4A-C)。また、mRNA レベルでの TLR9 発現量も TGF-β1 刺激 48 時間の時点で有

意に低下していた(Fig. 4D)。以上の結果から、TLR9 は EMT 誘導後 CpG ODN 刺

激によるサイトカイン産生応答において必須の要素であるにもかかわらず、

EMT誘導によりその発現が蛋白およびmRNAレベルで低下することが明らかに

なった。 
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Figure 4 

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

  

C
e
ll 

N
u
m

b
e

r  

TLR9 expression 

TGF-β (+) TGF-β (-) 



30 

 

 

C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D) 

  

TLR9-high cells 

TLR9 mRNA 



31 

 

Figure 4.  EMT 誘導による TLR9 発現の変化 

 

A: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml 有(実線)無(破線)別に 72 時間培養後、固定・

透過処理し APC-conjugated anti-TLR9 抗体で染色して、フローサイトメトリーで

測定した。代表的なヒストグラムを図示する(n=3)。陰影部分はコントロール抗

体で染色した細胞群を示す。 

 

B: Fig. A のヒストグラムを TGF-β1 の有無別に表示し、TLR9 を高発現している

細胞群をゲートした。数字は各ゲートに属する細胞数の総細胞数に対するパー

センテージを示す。  

 

C: Fig. B でゲートした TLR9 高発現細胞群のパーセンテージの平均を示す。 

エラーバーは標準偏差(n = 4)を示す。 

*P<0.05 

 

D: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml 有(■)無(□)別に 4、24、48 時間培養後、total RNA

を抽出し、Real time PCR で TLR9 の mRNA 発現量を相対定量した。 

エラーバーは標準偏差(n = 3-6)を示す。  

n.s., not significant 

*P<0.05  

  



32 

 

EMT による CpG ODN の A549 細胞内取り込みの亢進 

 EMT 誘導により A549 細胞の TLR9 発現レベルは亢進せずむしろ低下してい

たことから、EMT 誘導後 CpG ODN 刺激によるサイトカイン産生応答には別の

機序が関与することが推測された。TLR9 は細胞内エンドソームに存在している

ため、CpG ODN による TLR9 の活性化には CpG ODN のエンドサイトーシスと

エンドソームへの輸送が必要となる[36]。そこで、EMT 誘導による CpG ODN の

A549 細胞内取り込みを解析したところ、Figure 5 に示すとおり EMT 誘導により

CpG ODN の取り込みが有意に亢進していた。 
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Figure 5 
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Figure 5.  EMT 誘導による CpG ODN の A549 細胞内取り込みの亢進 

 

A: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml 有(実線)無(破線)別に 72 時間培養後、

FAM-conjugated CpG ODN 10 µg/ml と共に 24 時間培養し、フローサイトメトリ

ーで測定した。代表的なヒストグラムを図示する(n=3)。陰影部分は unconjugated 

CpG ODN 10 µg/ml と共に 24 時間培養した細胞群を示す。 

 

B: Fig. A のヒストグラムを別個に表示し、CpG の取り込みが高い細胞群をゲー

トした。数字は各ゲートに属する細胞のパーセンテージを示す。  

 

C: Fig. B でゲートした CpG 取り込み高値の細胞群のパーセンテージの平均を示

す。 

エラーバーは標準偏差(n = 3)を示す。 

*P<0.05 
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EMT 誘導による A549 細胞の CD14、CD205 の発現レベルの変化  

 CpG ODN の細胞内への取り込みに関与する受容体として、CD14[37]、

CD205[38]、mannose receptor/CD206[36]が報告されている。そこで、前項で見ら

れた EMT 誘導による CpG ODN の取り込み亢進に、これらの受容体発現レベル

の変化が関係している可能性を考え、EMT 誘導の有無によるこれら受容体の発

現レベルを解析した。 

 CD206 は TGF-β1 刺激の有無にかかわらず mRNA レベルでの発現が認められ

なかったため、蛋白レベルでの解析は行わなかった。EMT 誘導の有無による

CD14 と CD205 の細胞表面発現の変化をフローサイトメトリーで測定した。

Figure 6 に示すとおり、CD14 の細胞表面発現は感度以下であり、CD205 の細胞

表面発現は EMT 誘導の有無により変化しなかった。 
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Figure 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.  EMT 誘導による CD14、CD205 の A549 細胞表面発現レベルの変化 

 

A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml 有(実線)無(破線)別に 72 時間培養後、

APC-conjugated mouse anti-human CD14 抗体、PE-Cy7-conjugated mouse 

anti-human CD205 抗体で染色し、フローサイトメトリーで測定した。代表的な

ヒストグラムを図示する(n=3)。陰影部分はコントロール抗体で染色した細胞群

を示す。 
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EMT誘導後A549細胞のCpG ODN刺激に対するサイトカイン産生応答における

NFκB および MAP キナーゼ経路の関与  

 NFκB は今回我々が測定したサイトカインいずれの発現にも関与する転写因

子であることから[39-41]、EMT 誘導後 A549 細胞の CpG ODN 刺激に対するサイ

トカイン産生応答における NFκB の関与について検討した。NFκB の特異的阻害

であるBAY11-7082[42]を使用し阻害実験を行ったところ、EMT誘導後CpG ODN

刺激による IL-6、IL-8、MCP-1 の産生はいずれも BAY11-7082 添加により有意

に抑制され(Fig. 7A)、EMT 誘導後 CpG ODN 刺激によるサイトカイン産生は

NFκB 依存的であると考えられた。 

 NF-κB の他、TLR9 の下流シグナルとして MAP キナーゼ経路が知られており

[43]、TGF-β の非古典経路も MAP キナーゼ経路を活性化することから[16]、代

表的な MAP キナーゼ経路である JNK 経路、p38 経路、および ERK 経路の関与

についても検証した。JNK、p38 MAPK、MEK1/2 に対する特異的阻害剤である

SP600125[44]、SB203580[45]、U0126[46]を使用して阻害実験を行ったところ、 

IL-6 と MCP-1 の産生は JNK 経路の阻害で部分的に低下する傾向が見られ、p38

経路の阻害で有意に低下したが、IL-8 の産生はこれらの経路の阻害で抑制され

ず、ERK 経路の阻害で部分的に低下する傾向が見られた(Fig. 7B)。 

 続いて、NF-κB の核内移行・転写活性の阻害因子である IκBα の発現量が、

TGF-β1 によりどのように影響を受けるかを、Western blot analysis で解析した。

IκBα の発現量は TGF-β1 刺激により有意に低下し(Fig. 7C)、TGF-β1 によるベー
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スラインでのサイトカイン産生亢進は、IκBα の発現量低下による NF-κB の活性

化によるものと考えられた。一方、TGF-β1 で EMT 誘導した A549 細胞に CpG 

ODN 刺激を加えても、IκBα の発現量に変化は見られなかった(Fig. 7D)。 

 以上の結果から、NF-κB は IL-6、IL-8、MCP-1 いずれの産生にも関与してお

り、TGF-β1 は NF-κB を活性化しベースラインのサイトカイン産生を亢進させる

ことが明らかになった。一方、CpG ODN の下流シグナルについては明らかにな

らず、IL-6、IL-8、MCP-1 いずれの産生にも共通して関与する MAP キナーゼ経

路は認められなかった。 
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Figure 7 
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Figure 7.  EMT 誘導後 A549 細胞の CpG ODN 刺激に対するサイトカイン産生

応答における NFκB および MAP キナーゼ経路の関与 

 

A: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で 72 時間培養した後、図中に示す各条件下で

24 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃度を測定した。 

エラーバーは標準偏差(n =3-6)を示す。 

cont, control ODN; CpG, CpG ODN; BAY, BAY11-7082 

n.s., not significant; **P<0.01; ***P<0.001 vs. cells stimulated with control ODN 

 

 

B: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で 72 時間培養した後、図中に示す各条件下で

24 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃度を測定した。 

エラーバーは標準偏差(n =3-9)を示す。 

cont, control ODN; CpG, CpG ODN; SP, SP600125; SB, SB203580; U, U0126 

 

 

C: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で継時的に刺激した後、whole cell lysate を回収

し、IκBα の発現を Western blot analysis で解析した。IκBα のバンドシグナルを

GAPDH で標準化した後、TGF-β1 無刺激に対する相対値で図示した。 

エラーバーは標準偏差(n =3-6)を示す。 

n.s., not significant; *P<0.05; **P<0.01 

 

 

D: A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で 72 時間培養し、CpG ODN 10 µg/ml または陽

性コントロールとして TNF-α 10 ng/ml で 5、15、60 分間刺激した後、whole cell 

lysate を回収し、IκBα の発現を Western blot analysis で解析した。IκBα のバンド

シグナルを GAPDH で標準化した後、無刺激に対する相対値で図示した。 

エラーバーは標準偏差(n =4)を示す。 

n.s., not significant 
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CpG ODN による mRNA 安定化への影響 

 CpG ODN が炎症性サイトカイン産生を誘導する別の機序として、炎症性サイ

トカインの mRNA 安定化が報告されているため[47]、EMT 誘導後の A549 細胞

における作用を検討した。TGF-β1 で EMT 誘導した A549 細胞に actinomycin D

を添加し転写を停止させた後、IL-6、IL-8、MCP-1 の mRNA 発現量を測定した

ところ、mRNA の継時的な減少は CpG ODN により有意な影響を受けなかった

(Fig. 8) (AUC 平均± 標準偏差/ Control ODN vs. CpG ODN: IL6 34.8± 3.4 vs. 40.9± 

11.2, IL-8 48.7± 13.6 vs. 57.6± 5.5, MCP-1 71.0± 14.7 vs. 80.6± 5.6)。これらの結果か

ら、EMT 誘導後の A549 細胞において CpG ODN は mRNA の安定性に影響を与

えないと考えられた。
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Figure 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8.  CpG ODN による mRNA 安定化への影響 

 

A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で 72 時間培養した後、CpG ODN 10µg/ml で 4 時間

刺激した。続いて、actinomycin D 10µg/ml の添加により転写を阻害した 30 分、

および 90 分後に total RNA を抽出し、real time PCR で IL-6、IL-8、MCP-1 の mRNA

発現量を相対定量した。Control ODN (●)と CpG ODN (○)ごとに、0 分時点の

mRNA 発現量に対する相対値で示した。 

エラーバーは標準偏差(n = 3)を示す。  
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CSE による A549 細胞の EMT 誘導と CpG ODN 刺激に対するサイトカイン産生

応答の変化 

 CSE は A549 細胞およびヒト気道上皮細胞に TGF-β signaling 非依存的に EMT

を誘導することができる[48]。EMT による CpG ODN 刺激に対するサイトカイ

ン産生応答の亢進が、TGF-β1 以外の EMT 誘導因子でも認められる現象である

か否かを明らかにするため、CSE で EMT 誘導した A549 細胞の CpG ODN 刺激

に対するサイトカイン産生応答を解析した。 

 CSE により 72 時間刺激したところ、A549 細胞は細胞極性の喪失、周囲細胞

との接着の減弱、紡錘状の形態を示し、TGF-β1 による EMT 誘導時と同様の形

態学的変化を示した(Fig. 9A)。細胞表面の E-cadherin の発現は CSE 刺激により

有意に低下したが、N-cadherin の発現は TGF-β1 による EMT 誘導時と異なり有

意な変化を認めなかった(Fig. 9B-C)。一方、別の間葉系マーカーである vimentin

の有意な発現亢進を認めた(Fig. 9B-C)。 

 同様に CSE で EMT 誘導した A549 細胞を、CpG ODN 10 µg/ml で 48 時間刺激

し培養上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃度を測定したところ、TGF-β1 による EMT

誘導時とは異なり、これらのサイトカインの有意な産生増強は認めなかった(Fig. 

9D)。 
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Figure 9 
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Figure9.  CSEによるEMT誘導とCpG ODN刺激に対するサイトカイン産生応答

の変化 

 

A: A549 細胞を 10% CSE の有無別に 72 時間培養し、Mayer’s Hematoxylin で核染

色した後、光学顕微鏡で形態学的変化を観察した。 

 

B: A549 細胞を 10% CSE の有(実線)無(破線)別に 72 時間培養した後、

PE-conjugated anti-E-cadherin 抗体および APC-conjugated anti-N-cadherin 抗体で染

色し、フローサイトメトリーで測定した。また、同様に培養した後、固定・透

過処理に続いて PE-conjugated anti-vimentin 抗体で染色し、フローサイトメトリ

ーで測定した。代表的なヒストグラムを図示する(n=3)。陰影部分はコントロー

ル抗体で染色した細胞群を示す。 

 

C: E-cadherin、N-cadherin、および vimentin を高発現する細胞の割合を Figure 4B

と同様にして計測した。 

エラーバーは標準偏差(n =3-4)を示す。 

n.s., not significant 

*P<0.05; ***P<0.001 

 

D: A549 細胞を 10% CSE の有無別および TGF-β1 10 ng/ml 存在下で 72 時間培養

した後、CpG ODN 10 µg/ml で 48 時間刺激し、上清中の IL-6、IL-8、MCP-1 濃

度を測定した。 

エラーバーは標準偏差(n =3-6)を示す。 

cont, control ODN; n.s., not significant 

***P<0.001 
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考察 

 気管支喘息症例の大部分は吸入ステロイド薬の普及に伴い病状のコントロー

ルが可能になってきたものの、重症・難治症例の克服が課題として残されてい

る。気管支喘息の重症・難治化の機序の一つとして、不可逆的な気流制限と気

道過敏性を引き起こす気道リモデリングが重要な役割を果たすと考えられてお

り[5-7]、気道リモデリングには TGF-β を含めた種々の成長因子の作用とそれに

より引き起こされるEMTの関与が示唆されている[8,11]。気管支喘息の他、COPD

や IPFといった呼吸器系の common disease においても EMT およびその主要なメ

ディエーターとして TGF-β の関与が示されている[13-17,21]。これら EMT およ

び TGF-β がその病態に関与する呼吸器疾患において、呼吸器感染症を契機とし

た急性増悪が共通にみられることは興味深く、臨床上も重要な課題となってい

る[22-24]。 

 本研究では、TGF-β1 で EMT 誘導した A549 細胞において、CpG ODN 刺激に

対するサイトカイン産生応答が亢進し、IL-6、IL-8、MCP-1 の産生がタンパクお

よび mRNA レベルで亢進することを初めて明らかにした(Fig. 2A-C)。IL-6 は広

く知られた多機能性の炎症性サイトカインであり、気管支喘息や COPD といっ

た気道炎症性疾患[49]や IPF の急性増悪[50]において重要な役割を果たしている

と考えられる。また、Th1/Th2 バランスの Th2 への偏向[51]、 CD4+CD25+ 
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regulatory T cell の機能抑制による末梢性トレランスの抑制[52]、上皮下の線維化

を伴う気道リモデリングの誘発[53]が報告されており、これらの機序で気管支喘

息の悪化に関与している可能性がある。IL-8 は好中球の走化因子としての活性

を有し[54]、好中球性炎症は気管支喘息におけるステロイド抵抗性と重症化に関

連している[55,56]。また、血清および気管支肺胞洗浄液中の IL-8 高値と肺組織

における好中球性炎症は COPD と IPF に共通してみられる特徴的な所見であり

[57-60]、両疾患の急性増悪時には血清中 IL-6 と共に IL-8 の有意な増加が報告さ

れている[50,61]。さらに、IPF の急性増悪における死亡リスクと血清 IL-6、IL-8

濃度の間には正の相関がみられている[50]。MCP-1 は Chemokine (C-C motif) 

ligand 2(CCL2)としても知られ、IL-8 と同様に好中球の走化因子としての活性を

有するのみでなく[62]、単球、マスト細胞、fibrocyte、Th17 細胞といった炎症、

アレルギー反応、線維化、に関与する多様な細胞の走化因子として作用する

[63-66]。特に、Th17 細胞は好中球性炎症を惹起することで、気管支喘息や COPD

におけるステロイド抵抗性に関与する可能性が指摘されている[67]。また、

MCP-1 は走化因子として作用するのみでなく、マスト細胞における脱顆粒や気

道過敏性の誘導も引き起こす [68,69]。以上のように、IL-6、IL-8、MCP-1 は種々

の呼吸器疾患の病態悪化に様々な機序で関与しており、TGF-β1 による EMT 誘

導が CpG 刺激に対するサイトカイン産生応答を亢進させることで、リモデリン
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グを伴う気管支喘息、COPD、IPF といった呼吸器疾患の急性増悪に関与してい

る可能性が考えられる。 

 呼吸器疾患に対する EMT の影響として、感染による急性増悪だけでなく、疾

患の難治化や炎症の持続作用にも注目すべきである。気管支喘息においては、

炎症反応の程度にかかわらず気道リモデリング自体が気道過敏性を悪化させる。

これは正常気道において気道を狭窄させない程度の平滑筋収縮でも、リモデリ

ングにより肥厚した気道壁では容易に狭窄または閉塞に至ることに起因し[7]、

本研究で得られた知見であるEMTによる外来抗原に対するサイトカイン産生応

答の亢進に起因するものではない。したがって、気道リモデリングによる気管

支喘息の重症・難治化は、従来から指摘されている物理的機序と、本研究で示

された機序の両面から引き起こされている可能性がある。また、TGF-β1 による

EMT 誘導のみでベースラインのサイトカイン産生が上昇する傾向(Fig. 2A, C)を

認めたことも注目に値する。TGF-β1 を作用させ EMT 誘導した A549 細胞におい

て、IL-6 の mRNA 発現が亢進することは既に報告されているが[70]、 IL-8 と

MCP-1 を含むサイトカインのタンパクレベルでの発現亢進を確認した報告はな

い。EMT によるベースラインのサイトカイン産生の亢進により、たとえ気道感

染がコントロールされている状態においても、重症・難治喘息における好中球

性気道炎症や COPD における全身性の炎症[57]が引き起こされている可能性も
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考えられる。 

 

 EMT誘導がCpG刺激に対するサイトカイン産生応答亢進を引き起こす機序と

して TLR9 の発現亢進を想定したが、TLR9 の発現は EMT によりむしろ低下し

た(Fig. 4A-D)。一方、EMT による CpG ODN の A549 細胞内取り込み亢進(Fig. 

5A-C)は、CpG ODN 刺激に対するサイトカイン産生応答亢進の一つの説明にな

り得ると思われた。CpG ODN の取り込みに関わる既知の受容体、すなわち

CD14[37]および CD205[38]の発現は EMT 誘導後も変化せず、EMT による CpG 

ODN の取り込み亢進の機序については明らかにできなかった。  

 TGF-β1 による EMT 誘導と、EMT により A549 細胞内への取り込みが亢進し

た CpG ODN が、どのようなシグナル経路を介して相乗的なサイトカイン産生応

答に結びついているかも、重要な検討課題である。NFκB は今回我々が測定した

サイトカインいずれの発現にも関与する転写因子として報告されており[39-41]、

本研究でもA549細胞の EMT後CpG ODN刺激によるサイトカイン産生はNFκB

依存的であることが示された(Fig. 7A)。また、TGF-β1 刺激のみで IκBα の発現が

有意に減少していたことから(Fig. 7C)、TGF-β1 による NFκB の活性化がベース

ラインでのサイトカイン産生亢進(Fig. 2A,C) に関与していると考えられた。

TGF-β1 はリン酸化を介した IκBα の分解だけでなく、48-72 時間程度の長時間刺
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激時には mRNA レベルでも IκBα の発現を低下させ、それに引き続く NF-κB の

核内移行と転写活性を通して炎症性サイトカイン産生を亢進させることが知ら

れており[71]、TGF-β1 で EMT 誘導した A549 細胞においてもこれらの機序が作

用していた可能性がある。CpG ODN も TLR9 依存的な NF-κB の活性化により炎

症性サイトカインの産生を促進することが報告されているが[43]、本研究では少

なくとも IκBα の発現レベルに有意な変化は認められなかった(Fig. 7D)。NF-κB

の転写活性は RelA/p65 のアセチル化やリン酸化によっても修飾されるため

[72,73]、CpG ODN がこれらの修飾を通じて NF-κB の転写活性を亢進させた可能

性についても、今後検討してく必要があると考えられる。MAP キナーゼ経路に

ついてはサイトカイン毎に異なる経路が関与している可能性があるが部分的で

あり(Fig. 7B)、CpG ODN の post-transcriptional regulation による mRNA 安定化作

用[47]は認められなかった(Fig. 8)。以上を踏まえると、CpG ODN -TLR9 の下流

シグナルが TGFβ-1 による NF-κB 活性化とどのように作用し合い相乗的なサイ

トカイン産生に結びついているのかは明らかにできなかったが、EMT が関与す

る呼吸器疾患における感染を契機とした急性増悪治療・予防のターゲットとし

ては、TGFβ-1-NF-κB の経路が一つの候補になり得ると考えられた。また、上記

以外のシグナル経路の関与について検討するため、microarray や RNA sequence

を用いた網羅的解析も検討すべきと考えられた。 
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 EMT 誘導による CpG 刺激に対するサイトカイン産生応答亢進が TGF-β1 以外

の EMT 誘導因子でも認められる現象か否かを検証するため、TGF-β signaling 非

依存的に EMT を誘導することが報告されている CSE[48]で EMT 誘導し CpG 

ODN 刺激を行ったが、TGF-β1 による EMT 誘導で認めた相乗効果は認められな

かった(Fig. 9C)。CSE の組成は、タバコの銘柄、溶媒の種類と量、吸引速度等の

多様な要因により影響を受けるため、異なる試料を使用した実験間の比較には

注意を要する。本研究では、Irene M. J. Eurlings らが報告した N-cadherin の発現

増加[48]は認められず、濃度または組成の異なる CSE によって EMT 誘導した場

合では EMT の誘導状況が異なる可能性がある。EMT 誘導による CpG 刺激に対

するサイトカイン産生応答亢進が TGF-β1 特異的な現象であるか確証を得るた

めには、sphingosine-1-phosphate[74]等他の EMT 誘導因子による検討を重ねる必

要がある。 

 

 本研究では、in vitro での EMT 誘導が確立されていることから、上皮細胞と

して A549 細胞を、TGF-β のアイソフォームのうち TGF-β1 を用いた[10]。これ

らを使用することで、本実験系においても EMT 誘導が再現できていると考えら

れた(Fig. 1A-C)。しかし、E-cadherin および N-cadherin の発現変化の程度は均一

ではなく、TGF-β1 刺激群と無刺激群が明確に分離されていなかったことを考慮
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すると(Fig. 1A)、完全に EMT が誘導された細胞のみを分離して解析することで

EMT による影響をより厳密に評価することが望ましく、今後の検討課題と考え

られた。また、本研究結果が普遍的に認められる現象であるかを確認するため

に、ヒト正常気道上皮細胞および肺胞上皮細胞を使用し同様の現象が認められ

るか検証する必要がある。 

 今回の研究で使用した CpG ODN は B-class ODN、すなわちパリンドロームを

持たない 18~28 塩基長の線状構造の ODN であり、B 細胞の IL-6 産生を強力に誘

導するが、パリンドロームを有する A-class や C-class ODN と異なり IFN-α の産

生誘導は弱い。このように CpG ODN の class 間で作用が異なることが知られて

いる[75]。したがって、A/C-class ODN についても検証する必要があると考えら

れる。 

 本研究では細菌感染症を想定し、TLR9 のアゴニストである CpG ODN を用い

たが、他の TLR アゴニストについての解析も重要な課題である。グラム陰性桿

菌の細胞壁構成成分であり、TLR4 により PAMPs として認識されるリポ多糖

(lipopolysaccharide; LPS) [25]を用いて本研究と同様の解析を行ったところ、CpG 

ODN と同様に TGF-β1 を用いた EMT により LPS 刺激に対するサイトカイン産

生応答の亢進が認められた[76]。実際、臨床上も呼吸器疾患の急性増悪において

グラム陰性桿菌は重要な要因の一つであり[77,78]、EMT を背景とした呼吸器疾
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患における細菌感染症契機の急性増悪においては、CpG DNA のみでなく LPS も

重要な PAMPs として関与している可能性がある。また、ウイルス感染も細菌感

染と同様に呼吸器疾患における急性増悪の原因として重要である。原因ウイル

スの大部分は DNA ウイルスではなく RNA ウイルスであるため、TLR9 とは別の

機構で認識されることに注意する必要がある。例えば、気管支喘息の急性増悪

において最も高頻度に検出される感染体であるライノウイルス[79,80]は、TLR2、

TLR7、および TLR8を介して生体に認識される[81]。CpG DNAや LPS以外にも、

これらウイルス由来抗原を認識するレセプター刺激についてもEMTによるサイ

トカイン産生応答に対する影響の有無を解析する必要がある。  
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結論 

 本研究により、TGF-β1 で EMT 誘導した A549 細胞では、CpG ODN の細胞内

取り込みと、それに続くサイトカイン産生応答が亢進していることが初めて明

らかになった。これらの現象は CSE による EMT 誘導では認められなかった。

TGF-β1 による EMT 誘導が外来由来抗原への反応性を亢進させ、リモデリング

を伴う気管支喘息、COPD、IPF といった呼吸器疾患の急性増悪に関与している

可能性が示唆された[82]。 
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