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要旨 

 常࡟外界࡜接࡚ࡋいࡿ気㐨ࠊ࡚ࡗ࡜࡟的確࡟病原微生物ࡢ排除ࢆ行う自然免

疫ࡢ働ࡣࡁ㔜要࡛あࡢࡑࠋࡿ中࡛ Pattern Recognition Receptors(PRRs)ࡣ様々࡞病

原微生物分子ࢆ認識ࡿࡍ役割ࢆ持࡚ࡗいࠋࡿ௒回ࠊ気㐨ୖ皮細胞࠾࡟い࡚ࠊ細

菌ࡢ鞭毛ࡢ構ᡂᡂ分࡛あࡿ flagellinࡀ Toll-like receptor5(TLR5)ࢆ௓࡚ࡋ炎症性サ

イ࢝ࢺイン産生ࡢࡑࡧࡼ࠾ࠊ࡜ࡇࡍಁࢆ応答ࡀ別ࡢ PRRsࡢ ligand࡛あࢳࣉ࣌ࡾ

ࡿ構ᡂᡂ分࡛あࡢン࢝ࣜࢢࢻ muramyl dipeptide(MDP)ࡢ併存ࡾࡼ修飾ࢆうࡿࡅ

ୗࡿࡅ࠾࡟慢性呼吸器疾患患者ࠊࡽ࠿結果ࡢࡇࠋࡓࡋ細胞࡛ࣞ࣋ࣝ確認ࢆ࡜ࡇ

気㐨感染症ࠊ࡟各種 PRRsࡢ相互作用ࡀ関୚ࡿࡍ可能性ࡀ示唆ࠋࡓࢀࡉ 
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序文 (背景࡜目的) 

 世界࡛ࡣ発展途ୖ国ࢆ中心࡚ࡋ࡜急性ࡢୗ気㐨感染症ࡢ発症ࡣᖺ代ࢆ問わࡎ

数多く見ࠊࢀࡽ現在ࡶ多数ࡢ死者ࢆ数え࡚いࠋࡿ一方ࠊᡃࡀ国࡛ࡶ高齢者ࢆ中

心࡟死ஸ率ࡣ高く2011ࠊᖺ以降ࡣ᪥ᮏ人ࡢ死因ࡢ第 3఩ࢆ占࡚ࡵいࡓࡲࠋ[1]ࡿ

ᡃࡀ国ࢆ含ࡴඛ進国࡛ࠊࡣ慢性閉塞性肺疾患(COPD)ࡢࡑࡧࡼ࠾急性増悪ࡿࡼ࡟

死ஸ者ࡢ割ྜ増加ࡶ問題࡚ࡗ࡞࡜いࠋࡿ加え࡚抗癌剤ࡿࡼ࡟࡝࡞免疫పୗ状態

࡞一般的ࠊࡣ患者࡛ࡢࡽࢀࡇࠋࡿࢀࡽ考え࡜ࡍ増࡟ࡽࡉ௒後ࡶ᪥和見感染ࡢ࡛

市中肺炎ࡢ起因菌࡟加え࡚ࠊ緑膿菌ࡢ࡝࡞関୚ࡶ大ࡁくࠊࡓࡲࠋࡿ࡞㔜篤࡞肺

炎ࠊࡣ࡟宿主側࡟誘導ࡿࢀࡉ強い炎症ࡀ関୚࡚ࡋいࡶ࡜ࡇࡿ知࡚ࢀࡽいࡑࠋࡿ

࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡢ気㐨感染ࠊࡶい࡚࠾࡟い現在ࡋ著ࡀ開発࣭発㐩ࡢ抗菌薬ࠊࡵࡓࡢ

解明ࡣ新࡞ࡓ予防法や治療法ࡢ手ࢆࡾ࠿ࡀ᥈࡟ࡢࡿ㔜要࡜考えࠋࡿࢀࡽ 

 気㐨ࡣ外部環境࡜直接広範࡟接ࠊࡾ࠾࡚ࡋ絶えࡎ微生物ࡢ࡜接触ࡶ࡟曝ࢀࡉ

࡚いࡵࡓࡢࡑࠋࡿ各種ࡢ防御機構(物理的ࡧࡼ࠾免疫学的)ࡀ備わࠊࡾ࠾࡚ࡗ病原

微生物ࡢ排除࡟ດ࡚ࡵいࡢࡑࠋࡿ防御機構ࡢ第一ࠊࡣ気㐨ୖ皮細胞ࡿࡼ࡟物理

的ࡧࡼ࠾࢔ࣜࣂ線毛ࡢ働࡛ࡁあࠋࡿ線毛ࡣ細気管支領域ࡢ࡛ࡲ気㐨ୖ皮࡟見ࡽ

ࡽࢀࡑࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ輸送࡜࡬中枢側࡟ࡶ࡜࡜粘液ࢆ粒子や微生物ࡓࡋ吸入ࠊࢀ

ࡿࢀࡲ含࡟気㐨粘液中ࡓࡲࠋࡿ防い࡛いࢆ侵入ࡢ࡬ୗ気㐨ࡢ antimicrobial 
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peptidesやࣜࡶ࡝࡞࣒࣮ࢳࢰ関୚ࡢࡽࢀࡇࠋ[2]ࡿࡍ機能పୗ࣭破綻ࡾࡼ࡟病原微

生物ࡢ排除ࡀ୙十分࡞場ྜࠊࡣ࡟自然免疫や獲得免疫ࡀ働くࠊࡀࡔࡢࡿ࡞࡟࡜ࡇ

中ࡢࡑい࡚࠾࡟自然免疫࡟特ࠋࡿ認識࡛あࡢ࡝࡞微生物ࡀࡢࡿ࡞࡜㝿㔜要ࡢࡑ

心的役割ࢆ果ࠊࡀࡢࡍࡓPattern Recognition Receptors(PRRs)࡛あࠋࡿ 

PRRs ࡝࡞構ᡂᡂ分や核酸ࡢ微生物ࡓࡗい࡜ࢫ細菌や࢘イࣝࡣ

(pathogen-associated molecular patterns㸹PAMPs)ࢆ認識ࠊ࡚ࡋInterleukin(IL)-8ࠊIL-6ࠊ

IL-1șࡢ࡝࡞サイ࢝ࢺインや࢝ࣔࢣインࠊIFNࡢ࡝࡞産生ࠊ࡛࡜ࡇࡍಁࢆ周ᅖࡢ

細胞ࢆ活性໬ࠊࡋ好中球遊走ಁࢆ進ࠊࡋ炎症཯応ࢆ惹起ࡓࡲࠋࡿࡍ微生物以外

尿酸やࠊࡶ࡟ ATP  物質(damage-associated molecularࡿࡌ結果生ࡢ組織損傷࡝࡞

patterns㸹DAMPs)ࢆ認識ࡶࡢࡶࡿࡍあࠊ[4 ,3]ࡾ組織ࡢ恒常性維持や修復ࡶ࡟寄

୚࡚ࡋいࢺࢫ࣋ࢫ࢔ࡓࡲࠋࡿ繊維やࡢ࢝ࣜࢩ認識ࡶ࡟関୚ࠊࡾ࠾࡚ࡋ塵肺症ࡢ

病因ࡢ一࡜ࡘ考え࡚ࢀࡽいࠋ[6 ,5] ࡿ他ࡶ࡟肺線維症[7]や ALI/ARDS[8]ࠊ人工呼

吸器関連肺㞀害[9]ࡢ発症ࡢ࡜関連ࢆ示唆ࡿࡍ報告ࡀ散見ࠋࡿࢀࡉ 

PRRs ࡣ࡟ Toll-like receptors(TLRs)ࠊNOD-like receptors(NLRs)や RIG-Ⅰ-like 

receptors(RLRs)ࠊcytoplasmic DNA sensorsࡀ࡝࡞あࠊࡾ様々࡞ ligand࡟対応࡚ࡋ

いࡿ(表  ࠋ(1
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表 1 主࡞ Pattern Recognition Receptorsࡢࡑ࡜ ligands 

Family PRRs Localization Ligand 
Origin of the 

ligand 

TLR TLR1 
Plasma membrane Triacyl lipoprotein Bacteria 

 TLR2 
Plasma membrane Lipoprotein Bacteria, virus 

 TLR3 
Endolysosome dsRNA Virus 

 TLR4 
Plasma membrane LPS Bacteria, virus 

 TLR5 
Plasma membrane Flagellin Bacteria 

 TLR6 
Plasma membrane Diacyl lipoprotein Bacteria, virus 

 TLR7,8 
Endolysosome ssRNA Bacteria, virus, self 

 TLR9 
Endolysosome CpG-DNA Bacteria, virus, self 

 TLR10 
Endolysosome Unknown Unknown 

 TLR11 
Plasma membrane Profilin-like molecule Protozoa 

     

NLR NOD1 
Cytoplasm Diaminopimelic acid (DAP) Bacteria 

 NOD2 
Cytoplasm Muramyl dipeptide (MDP) Bacteria 

 NLRP3 
Cytoplasm 

ATP, uric acid, ROS, MDP, 

pore-forming toxins, silica 
Bacteria, self, 

 NLRC4 
Cytoplasm 

Bacterial secretion systems, 

Flagellin 
Bacteria 

  
   

RLR RIG-I 
Cytoplasm dsRNA virus 



7 

 

NOD : nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein  NLRP : 

nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain 

containing proteins  NLRC : nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich 

repeat and CARD containing proteins  RIG-Ⅰ : retinoicacid-inducible gene-Ⅰ  

ds-DNA : double strand DNA  ss-DNA : single strand DNA  ROS : reactive oxygen 

spiecies   文献[10]ࡾࡼ改変 

 

 

中࡛ࡶ TLRs ࡿい࡛ࢇ進ࡀ研究࣭解析ࡶ最ࡣ PRRs ࡛あࠋࡿTLRs 細胞膜ୖࡣ

あࡿいࡣ endolysosome 膜ୖ࡟発現࡚ࡋいࡿ膜貫通ࢱンࢡࣃ質࡛あࠊࡾligand ࡢ

認識ࢆ行う N-terminal leucine-rich repeats(LRRs) domainࡧࡼ࠾ࠊ細胞質側ࡢ࡬

signal 伝㐩࡟関୚ࡿࡍ Toll/IL-1R homology(TIR) domain ࡿい࡚ࢀࡉ構ᡂࡽ࠿

[11](ᅗ ࡣ࡛ࢺࣄࠋ(1 10 種類ࡀ同定ࢀࡒࢀࡑࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ異ࡿ࡞微生物ࡢ࡝࡞

molecular patternࢆ認識࡚ࡋい[10]ࡿ (表 ࡋ࡜ࡢࡶ࡞い࡚代表的࠾࡟細菌感染ࠋ(1

TLR2ࠊࡣ࡚ ࠊやࢡࣃンࢱ酸や࣏ࣜࢥイࢸ࣏ࣜࡢ細胞壁中ࡢ陽性菌࣒ࣛࢢࡿࡼ࡟

TLR4 ࡿ細胞壁ᡂ分࡛あࡢ陰性菌࣒ࣛࢢࡿࡼ࡟ lipopolysaccharide(LPS)ࡢ認識ࡀ

flagellinࠊࡿあ࡛ࢡࣃンࢱࡿࡍ構ᡂࢆ鞭毛ࡢ細菌ࡣTLR5ࠊ一方ࠋࡿい࡚ࢀࡽく知ࡼ

 ࠋࡿい࡚ࡗ࡝ࡉ࠿ࡘࢆ認識ࡢ

 

 



8 

 

flagellinࡀ TLR5࡚ࡗࡼ࡟認識ࠊ࡜ࡿࢀࡉTIR domainࢆ௓ࢱ࣮ࢱࣉࢲ࢔࡚ࡋン

経࡚ࢆTRAF6ࠊIRAKࠊࢀࡉ活性໬ࡀMyD88ࡿあ࡛ࢡࣃ TAK1ࡀ活性໬ࠋࡿࢀࡉ

ࠊ࡜経路ࡿࡁ起ࡀNF-κB活性໬ࡽ࠿活性໬ࡢձIκB kinase(IKK)複ྜ体ࠊ後ࡢࡑ

ղMitogen Activated Protein Kinase(MAPK)ࣜࡢン酸໬ࡾࡼ࡟ AP-1ࡢ࡝࡞転写因

子ࡢ活性໬ࡀ起ࡿࡁ経路ࡢ 2 イン࡛あ࢝ࢺ炎症性サイ࡚ࡋ࡜結果ࠊࡾ࡝ࡓࢆࡘ

ࡿ IL-8や CCL20等ࡢ産生ಁࡀ進ࡿࢀࡉ(ᅗ  ࠋ[12-14](2

 

 

ᅗ 1 代表的࡞ Pattern Recognition Receptorsࡢ構造 㸸 TLRsࡣ ligand࡜結ྜ

ࡿࡍ LRRs domainࡧࡼ࠾ࠊ細胞質内࡟あࣝࢼࢢࢩࡾ伝㐩ࢱ࣮ࢱࣉࢲ࢔ࡢࡵࡓࡢン

ࡿࡍ作用࡜ࢡࣃ TIR domainࠋࡿ࡞ࡽ࠿一方 NLRs࡛ࠊࡣCᮎ端ࡢ LRRs domain

CARDやࡣNᮎ端ࠊࡀࡔ同様ࡣ PYDࡢ࡝࡞ domainࡢࡑࠊࡾ࡞ࡽ࠿中間࡟NACHT 

domainࢆ持࡚ࡗいࠋࡿCARDや PYDࡀ࡝࡞ୗ流ࣝࢼࢢࢩࡢ伝㐩ࡢ働ࢆࡁ担うࠋ

文献[10]ࡾࡼ改変ࠋ 
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ᅗ 2 flagellin/TLR5ࡧࡼ࠾MDP/NOD2ࣝࢼࢢࢩࡢ伝㐩ࡢ模式ᅗ 㸸 細胞膜ୖ

ࡿあ࡟ TLR5࡟ flagellin分子ࡀ認識ࠊ࡜ࡿࢀࡉ細胞質内࡛ࢱ࣮ࢱࣉࢲ࢔ࡣンࢡࣃ

࡛あࡿMyD88(myeloid differentiation factor 88)ࢆ௓ࠊ࡚ࡋIRAK(interleukin-1 

receptor-associated kinase)ࠊTRAF6(TNF receptor associated factor)ࠊTAK1ࢼࢢࢩ࡜

ࡉ活性໬ࡀTAK1(Transforming growth factor β-activated kinase 1)ࠋࡿࢀࡉ伝㐩ࡀࣝ

ࡿ転写因子࡛あࠊ࡜ࡿࢀ NF-κBࡀ活性໬ࡿࢀࡉ経路ࡧࡼ࠾ࠊMAPKࣜࡀン酸

໬࡚ࢀࡉAP-1ࡢ࡝࡞転写因子ࡀ活性໬ࡿࢀࡉ経路ࡢ ࡽ࠿ࡘ2 IL-8ࡢ࡝࡞炎症性

サイ࢝ࢺインࡢ産生ࡀ誘導ࠋࡿࢀࡉ一方ࠊNOD2ࡣ細胞質内࡟あࠊࡾMDPࡀ結

࡜ࡿࡍྜ RICK(Receptor-interacting serine/ threonine kinase)ࢱ࣮ࢱࣉࢲ࢔ࢆンࢡࣃ

࡟TLR5同様ࠊࡋ活性໬ࢆTAK1ࠊ࡚ࡋ࡜ NF-κB活性໬ࡧࡼ࠾MAPKࣜン酸໬

 ࠋ改変ࡾࡼ文献[15, 16]ࠋࡍಁࢆ

  



10 

 

ࡽࢀࡇ flagellin/TLR5ࣝࢼࢢࢩࡢ伝㐩ࡢ知見ࡢ多くࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡣや樹状細

胞࡛得ୖࠊ࡛ࡢࡶࡓࢀࡽ皮細胞࡛ࡣ腸管ୖ皮࠾࡟い࡚サࣝࣔࣛࢿ菌や大腸菌ࡢ

flagellinࢆ用い࡛࡝ࢇ࡜࡯ࡀࡢࡶࡓあࠋࡿ気㐨ୖ皮細胞࠾࡟い࡚ࡣ緑膿菌やࣞࢪ

ࡢ菌ࣛࢿ࢜ flagellinࢆ用いࡓ報告ࡀ散見࡚ࢀࡉい࡛ࡳࡢࡿあࠋ[21-17]ࡿ一方࡛気

㐨ୖ皮細胞࡛ࠊࡣ気㐨粘膜ࡿࡅ࠾࡟粘液産生ಁ進ࡢ࡬ flagellin/TLR5ࡢ関୚ࡶ報

告࡚ࢀࡉいࠋ[19 ,18]ࡿ 

特࡟ flagellin ࡣ緑膿菌ࡿࡍ有ࢆ COPD やࢇࡲࡧࠊ性汎細菌支炎ࠊ嚢胞性線維

症࡜いࡓࡗ慢性気㐨炎症疾患ࡢ࡜関わࡶࡾ深くࡓࡲࠊ易感染状態࡛ࡢୗ気㐨感

染症ࡢ原因菌ࡶ࡚ࡋ࡜㔜要࡞菌࡛あࡢࡽࢀࡇࠊࡾ病因࡟ flagellinࡀ何ࡢ࠿ࡽ関୚

 ࠋࡿࢀࡉ推測ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋࢆ

 

࡞代表的ࡢࡘう一ࡶ PRRs࡛あࡿNLRsࡢࡑࡣ殆ࡀ࡝細胞質内࡟存在ࢱࡿࡍン

Cࠊࡾ質࡛あࢡࣃ ᮎ端࡟ TLRs 同様࡜ LRR domain Nࠊࢆ ᮎ端ࡣ࡟ caspase 

recruitment domain(CARD)あࡿいࡣ pyrin domain(PYD)あࡿいࡣ baculovirus 

inhibitor repeats (BIRs) domainࢆ持ࡢࡑࠊࡕ中間࡟ NACHT domainࢆ有࡚ࡋいࡿ

[22](ᅗ ࡣ࡛ࢺࣄ現在ࡣNLRsࠋ(1 20種類あࡀࡾࡲ同定ࠊࢀࡉinflammasomeࡢ活

性໬ࢆ行うࠊ࡜ࡢࡶinflammasome ࡽࡅ分࡟࡜ࡢࡶい࡞ࡋ関୚ࡣ直接࡟活性໬ࡢ
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ࡿࡍ活性໬ࢆInflammasomeࠋࡿࢀ NLRsࡣ࡟ NLRP1ࠊNLRP3ࠊNLRC4ࡀ࡝࡞あ

apoptosis-associated speck-like protein containing a CARDࠊࡾࡼ࡟認識ࡢligandࠊࡾ

㸦ASC㸧や Caspase-1 ࡿ࡞ࡽ࠿࡝࡞ inflammasome ࡀ複ྜ体ࢡࣃンࢱࡿࢀࡤ呼࡜

形ᡂࠊࢀࡉCaspase-1ࡢ活性໬ࢆ経࡚ࠊpro IL-1șや pro IL-18ࡽ࠿活性型ࡢ IL-1

șࡧࡼ࠾ IL-18ࡢ࡬産生誘導ࡀ行わࠋ[23]ࡿࢀ一例ࠊ࡚ࡋ࡜flagellin分子ࢆ ligand

ࡿࡍ࡜ NLRC4ࡢ細胞質内࡛ࣝࢼࢢࢩࡢ伝㐩ࡢ模式ᅗࢆᅗ  ࠋࡍ示࡟3

 

ᅗ 3 NLRC4ࣝࢼࢢࢩࡢ伝㐩ࡢ模式ᅗ 㸸 NLRC4ࡣ細胞質内ࡢ flagellin分子

ࢆ NAIP(neuronal apoptosis inhibitory protein)ࢆ௓࡚ࡋ認識ࠋࡿࡍflagellinࢆ認識ࡍ

ࡣNLRC4ࠊ࡜ࡿ ASC(apoptosis-associated speck-like protein containing CARD)や

pro-Caspase-1࡟ࡶ࡜࡜࡝࡞ inflammasome࡜呼ࢱࡿࢀࡤンࢡࣃ複ྜ体ࢆ形ᡂࠋࡿࡍ

࡜ࡿࡍ pro-Caspase-1ࡀ活性型ࡢ Caspase-1ࠊࡾ࡞࡜pro-IL-1șや pro-IL-18ࢆ活性

型ࡢ IL-1șや IL-18࡟変໬ࠋࡿࡏࡉ文献[24]ࡾࡼ改変 
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inflammasomeࢆ活性໬࡞ࡋい NLRsࡣ࡟ NOD1や NOD2ࡀあ࣮ࢱࣉࢲ࢔ࠊࡾ

ࡢࢡࣃンࢱ RICK(Receptor-interacting serine/ threonine kinase)活性໬ࠊࡽ࠿MAPK

ン酸໬やࣜࡢ NF-κBࡢ࡝࡞転写因子活性໬ࠊࡋಁࢆ各種炎症性サイ࢝ࢺインࡢ

産生ࢆ誘導ࡿࡍ(ᅗ  ࠋ[26] [25](2

NOD1 ࡿあ࡛ࡘ࡜ࡦࡢ構ᡂᡂ分ࡢ細胞壁ࡢ陰性菌࣒ࣛࢢ࡟主ࡣ

d-glutamyl-meso-diaminopimelic acid(DAP)ࢆ ligand  .P. aeruginosa[27], Cࠊ࡚ࡋ࡜

pneumoniae[28], H. influenzae, L. pneumophila[29]ࡢ࡝࡞認識࡟関わ࡚ࡗい࡜ࡇࡿ

࠾࡚ࡋ発現ࡶ࡟く気㐨ୖ皮細胞࡞࡛ࡅࡔ白血球ࡣNOD2ࠊ一方ࠋࡿい࡚ࢀࡽ知ࡀ

࡟ン中࢝ࣜࢢࢻࢳࣉ࣌ࡢ広く細胞壁ࡎ問わࢆ陰性菌࣭陽性菌࣒ࣛࢢࠊ[31] [30]ࡾ

存在࡚ࡋいࡿ muramyl dipeptide (MDP)ࢆ認識ࠊࡋM. tuberculosis [32, 33], S. 

pneumoniae[30], C. pneumoniae[34]ࡢ࡬࡝࡞免疫཯応࡟関୚࡚ࡋいࠋࡿ 

 MDPࡣ NOD2ࡢ活性໬以外ࠊࡶ࡟NLRP3や NLRP1࡜いࡓࡗ他ࡢ NLRsࡶ࡟

作用࡚ࡋ IL-1șࡢ産生ࠊ[36 ,35]ࡾࡓࡋಁࢆNOや活性酸素ࡢ産生ࡶ࡟関୚ࡾࡓࡋ

ࡶࢀࡎいࠊ[37]ࡀࡿい࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡿࡍ MDP 単独࡛ࡢ作用ࡣ微細࡛あ࡜ࡿ

 ࠋࡿい࡚ࢀࡉ

一方࡛ࠊMDPࡢ併存ࡣ LPSや࣌࢝ࣜࢢࢻࢳࣉン࡜いࡓࡗ TLRsࡢ刺激ࡿࡼ࡟

サイ࢝ࢺイン(IL-1șࠊIL-6ࠊIL-8)産生ࢆ増強ࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉ報告࡚ࢀࡉいࡿ 
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ࡣ相஌効果ࡢࡇࠋ[38-41] NOD2 依存性࡟生ࡣ࡜ࡇࡿࡌ示࡚ࢀࡉいࠊࡀࡿ詳細࡞

腸管ࠊ系細胞や樹状細胞ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࠋい࡞い࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ明ࡣ࣒ࢬࢽ࣓࢝

ୖ皮細胞࡛ࡣ複数ࡢ研究ࡀあࡿ一方࡛ࠊ気㐨ୖ皮細胞࡛ࡣMDP࡜ LPSࡢ同時刺

激ࡾࡼ࡟ IL-8産生ࡀ増強ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ報告࡚ࢀࡉい࡛ࡳࡢࡿあࠊ[42]ࡾMDP࡜

flagellinࡢ刺激࡚ࡗࡼ࡟サイ࢝ࢺイン産生ࡀ変໬ࡣ࠿ࡿࡍ知࡚ࢀࡽい࡞いࠋ 

ࡽ࠿気㐨ୖ皮細胞ࠊࡣ௒回私࡛ࡇࡑ  flagellin刺激ࡾࡼ࡟産生ࡿࢀࡉサイ࢝ࢺイ

ンࢆ測定ࡀࢀࡑࠊࡋMDPࡢ併存ࡼࡢ࡝ࡾࡼ࡟う࡟変໬ࢆ࠿ࡿࡍ検証ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ

COPDࡢ࡝࡞慢性呼吸器疾患ࢆ念頭ࠊ࡟菌定着ࡢあࡿ気㐨࡟病原微生物ࡀ侵入ࡋ

ࡢ場ྜࡓ PRRsࡢ役割ࡘ࡟い࡚考察ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿࡍ 
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材料࡜方法 

細胞ᇵ養 

ATCC(American Type Culture Collection)ࡾࡼ購入ࡓࡋBEAS-2B細胞ࢆ使用ࠋࡓࡋ

BEAS-2B細胞ࠊࡣ剖検ࡾࡼ࡟得ࡓࢀࡽ正常気管支ୖ皮細胞࡟⏤来ࠊࡋSV40/ࢹ࢔

ࢫイࣝ࢘ࣀ 同細胞ࠋࡿ細胞株࡛あࡓࢀࡉ୙死໬ࡾࡼ࡟感染ࡢࢻッࣜࣈイࣁࡢ 12

ࡢ10%ࠊࡣ FBSࢆ含ࡴ Dulbecco’s modified Eagle’s medium nutrient mixture F12 

(DMEM/F-12)ࢆ用い࡚ࠊ℃37ࠊCO2濃度 5%ୗ࡛ᇵ養ࢆ行ࠋࡓࡗ 

試薬 

 flagellin(Salmonella typhimurium⏤来)ࠊMDPࠊTLR5中和抗体(IgA)ࢥࡧࡼ࠾ࠊ

ンࡢ࣮ࣝࣟࢺ IgAࢀࡒࢀࡑࡣ InvivoGen社ࡾࡼ購入ࡓࡲࠋࡓࡋ MAPKࡢ阻害薬

࡛あࠊࡿSB203580(p38阻害薬)ࡧࡼ࠾ PD98059(ERK阻害薬)ࡣ Cell Signaling社ࡼ

 ࠋࡓ用いࢆࡢࡶࡓࡋ購入ࡾ

 Western Blotting法࡟用いࡿ 1次抗体ࠊࡣ࡟phospho-ERK抗体(E-4)ࠊERK抗体

(C-16)ࠊp38 抗体(H-147)ࠊphospho-JNK 抗体(G-7)ࠊJNK 抗体(D-2)ࢆ Santa Cruz

社ࠊࡾࡼphospho-p38抗体(#9211)ࢆ Cell Signaling社ࠊࡾࡼNOD2抗体(#31488)ࢆ

abcam 社ࢀࡒࢀࡑࡾࡼ購入2ࠋࡓࡋ 次抗体ࡣ DAKO 社ࡢヤࢠ⏤来抗࣐࢘ࢫあࡿ
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いࡣ抗࢘サࢠ免疫ࣜࣈࣟࢢン࣏ࣜࣝࢼ࣮ࣟࢡ抗体ࢆ用いࠋࡓ໬学発ගࢆ起ࡉࡇ

ࡿࡏ HRPᇶ質ࡣMillipore社ࡽ࠿購入ࡓࡋ(WBLUF0100)ࠋ 

細胞࡟対ࡿࡍ flagellin刺激ࡧࡼ࠾MDP前処置ࠊMAPK阻害薬ࡢ前投୚ 

 12-well あࡿいࡣ 6-well (Western Blotting 法ࢆ行う場ྜ) plate ࡛ᇵ養ࡓࡋ

BEAS-2B 細胞ࡀ 80-90% confluent ࡓࡋ混ྜ࡟非血清ᇵ地ࠊ࡛ࢁࡇ࡜ࡓࡋ発育࡟

flagellin ࢆ 100ng/mL MDPࠋࡓࡋ濃度࡛投୚ࡢ ࠊࡣ࡟行う㝿ࢆ前処置ࡿࡼ࡟

flagellin刺激ࡢ 16時間前࡟MDPࢆ 10μg/mLࡢ濃度࡛加えࡓࡲࠋࡓMAPKࡢ阻

害薬ࢆ使用ࡿࡍ場ྜࡣ࡟ flagellin刺激ࡢ 1時間前࡟前投୚ࢆ行うࠊࡋ࡜࡜ࡇ濃度

ࡣ SB203580(p38阻害薬)࡛ 10μMࠊPD98059(ERK阻害薬)࡛ 100μMࠋࡓࡋ࡜ 

ELISA法ࡿࡼ࡟ Interleukin-8 (IL-8)ࠊIL-6ࠊIL-1ș ࡢ定㔞 

BEAS-2B 細胞࡟対ࡿࡍ flagellin 刺激ࡢ 4 時間後࡟ᇵ養液ࢆ回཰ࡢࡇࠋࡓࡋᇵ

養液ࢆ human IL-8 ELISA kit (Thermo scientific)ࢆ用い࡚࡟ࣝࢥࢺࣟࣉ従いࠊIL-8

࡟同様ࠋࡓࡗ行ࢆ定㔞ࡢ IL-6ࠊIL-1șࡘ࡟い࡚ࡶ human ELISA kit(Thermo 

scientific)ࢆ用い࡚定㔞࠾࡞ࠋࡓࡋ定㔞࠾࡟い࡚ࠊࡣBIO-RAD 社ࡢ Microplate 

Reader(iMARK™)࡛ 450nmࡢ吸ග度測定ࢆ行ࠋࡓࡗ 
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Dual Luciferase Assayࡿࡼ࡟ NF-κBࡢ転写活性ࡢ測定 

 BEAS-2B細胞ࢆ 12-well plate࡟ 1wellあࡾࡓ 5x10
5
個ࡘࡎ撒24ࠊࡁ時間ᇵ養ࢆ

行ࡢࡑࠋࡓࡗ後ࠊNF-κB ࣏࣮ࣞ500࣮ࢱࢡ࣮࣋ࢱng/wellࢩ࣑࢘ࡧࡼ࠾イࣝࢣࢱ

࡟ࡶ࡜)50ng/well (pRL-TK vector)࣮ࢱࢡ࣮࣋ࢱ࣮࣏ࣞࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩ Promega)ࠊࢆ

transfection試薬࡛あࡿ FuGENE6(Promega)ࢆ用い࡚遺伝子導入ࠋࡓࡋ導入ࡽ࠿ 48

時間後࡟細胞ᇵ養液ࢆ除去ࠊflagellin刺激ࢆ行いࡢࡑࠊ 6時間後࡟細胞溶解液ࢆ

回཰ࠋࡓࡋ回཰ࡓࡋ溶解液࡟対ࢩ࣑࢘ࠊ࡚ࡋイ࡜ࢣࢱ比較ࡓࡋ相対的࡞ NF-κB

発ග酵素活性ࡢ (relative luciferase units ; RLU)ࢆ計測ࠋࡓࡋ測定ࡣ

Dual-Luciferase® Reporter Assay System(Promega)࡟ࣝࢥࢺࣟࣉࡢ沿いࠊGene 

Light-200(Microtec)࡛行ࠋࡓࡗ 

Western Blotting法ࣜࡿࡼ࡟ン酸໬MAP kinaseࡢ検出 

BEAS-2B細胞࡟対ࡿࡍ flagellin刺激ࡢ 0,15,30,60分後ࠊ࡟ᇵ養液ࡢ除去࣭PBS

ࡢ200μLࠊ行いࢆ洗浄ࡢ࡛ RIPA buffer࡛細胞溶解液ࢆ得ࡢࡇ࡚ࡋࡑࠋࡓ溶解液

ࢆ SDSࠊࡋ使用ࢆࣝࢤࢻ࣑࢔ࣝࣜࢡ࢔10％࣏ࣜ 電気泳動ࢻ࣑࢔ࣝࣜࢡ࢔

(SDS-PAGE)ࢆ行ࡢࡑࠋࡓࡗ後ࠊWestern Blotting法࡛࣓ࢫ࣮ࣟࣝࢭンࣞࣈン࡬転

写後ࠊMAP kinaseࣜࡢン酸໬ࢆ確認ࠋࡓࡋ 

 1次抗体ࠊࡣ࡟phospho-ERK抗体(1:2000)ࠊERK抗体(1:1000)ࠊphospho-p38抗
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体(1:500)ࠊp38抗体(1:1000)ࠊphospho-JNK抗体(1:1000)ࠊJNK抗体(1:1000)ࠊNOD2

抗体(1:500)ࢀࡒࢀࡑࢆ括弧内ࡢ希釈࡛2ࠊ次抗体ࡣ各々1次抗体࡚ࡗࡼ࡟ヤࢠ⏤

来ࡢ抗࣐࢘ࢫあࡿいࡣ抗࢘サࡢࢠ免疫ࣜࣈࣟࢢン࣏ࣜࣝࢼ࣮ࣟࢡ抗体(HRP 標

識)ࢆ 10000倍希釈࡛使用ࡢࡑࠋࡓࡋ後ࠊHRPᇶ質ࢆ加え࡛࡜ࡇࡿ生ࡓࡌ໬学発

ගࠊࢆBIO-RAD社ࡢ画像撮影࣒ࢸࢫࢩ(ChemiDoc™ XRS+)࡛検出ࣂ࠾࡞ࠋࡓࡋン

ࡢࢻ intensityࡣ同社ࡢ Image Lab™ softwareࢆ使用࡚ࡋ定㔞໬ࢆ行いࠊ<ࣜン酸໬

MAPK/全MAPK> ࡢ比率ࡶ算出࣭ᅗ示ࠋࡓࡋ 

MDP前処置ࡿࡼ࡟細胞㞀害性ࡢ評価  

 細胞ࡢ㞀害ࡾࡼ࡟ᇵ養液中࡟放出ࡿࢀࡉ LDHࢆ測定࡛࡜ࡇࡿࡍ評価ࢆ行ࡓࡗ

(LDH assay)12ࠋ-well plate࡛発育ࡓࡏࡉ BEAS-2B細胞ࢆ用いࠊ一᪦ᇵ養液ࢆ除

去ࡓࡋ後ࠊ࡟MDPࢆ含ࡴᇵ養液あࡿいࢥࡣンࡢ࣮ࣝࣟࢺᇵ養液ࢆ加え࡚16ࠊ時

間後࡟ᇵ養液ࢆ回཰ࢀࡒࢀࡑࠊࡋサンࣝࣉ群ࢥࠊン࣮ࣝࣟࢺ群ࠋࡓࡋ࡜一方ࠊ

無処置ࡢ細胞࡚࡭ࡍࢆ溶解ࡓࡋ液ࡶ作ᡂ࡚ࡋ内在 LDH群࡚ࡋࡑࠋࡓࡋ࡜各群ࡢ

液ࠊࢆRoche社ࡢ Cytotoxicity detection kit plus(LDH)ࢆ用い࡚࡟ࣝࢥࢺࣟࣉ従い処

理ࢆ行い490ࠊnmࡢ吸ග度ࢆ測定࡛࡜ࡇࡿࡍ LDH㔞ࢆ測定ࠋࡓࡋサンࣝࣉ群ࡢ

cell viabilityࡣ以ୗࡢ数式࡛算出ࠋࡓࡋ 

 Cell viability(%) = (ͳ − サンࣝࣉ群ࡢ吸ග度−ࢥン࣮ࣝࣟࢺ群ࡢ吸ග度
内在 LDH群ࡢ吸ග度−ࢥン࣮ࣝࣟࢺ群ࡢ吸ග度) × ͳͲͲ (%) 
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統計解析 

 ELISA法ࠊDual Luciferase Assayࡣいࡶࢀࡎ 1条件ࡁࡘ࡟ 3標ᮏ࡚࡟再現性ࢆ

確認ࠋࡓࡋᖹ均値ࡧࡼ࠾標準偏差ࢆ算出ࣉ࣮ࣝࢢࠊࡋ間ࡢᖹ均値ࡢ差ࡢ検定࡟

ࡣ࡟検定ࡢ஧群間ࠊࡣい࡚ࡘ student’s t検定ࠊ୕ࢆ 群間以ୖࡣ࡟ One-way ANOVA

有意水準ࠊ行いࢆ 5%ᮍ満ࢆ有意ࠋࡓࡋ࡜統計処理ࡣ࡟ JMP収(SAS 社ࠊversion 

 ࠋࡓ用いࢆ(10.0.0
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結果 

flagellin刺激ࡿࡼ࡟気㐨ୖ皮細胞(BEAS-2B)ࡢࡽ࠿炎症性サイ࢝ࢺインࡢ産生 

࡟ࡵ初ࡎࡲ  BEAS-2B 細胞ࡢ flagellin  80-90%ࠋࡓࡋ検証ࢆ応答ࡿࡍ対࡟

confluent flagellin(S. typhimuriumࠊ࡚ࡋ対࡟同細胞ࡓࡋ発育࡟ ⏤来)ࢆ 100ng/mL

4ࠊࡋ濃度࡛刺激ࡢ 時間後࡟回཰ࡓࡋ細胞ᇵ養液ࢆ用い࡚ࠊIL-8ࠊIL-6ࠊIL-1ș

ࢆ産生ࡢ ELISA法࡛測定ࡓࡋ(ᅗ ࢀࡽࡵ認࡟࠿ࡽ明ࡣ産生ࡢIL-8ࠊ結果ࡢࡑࠋ(4

IL-6ࠊࡢࡢࡶࡓ ࡧࡼ࠾ IL-1șࡘ࡟い࡚ࡣ殆࡝産生ࡀ確認࡛ࡇࡑࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡉ

以ୗ࡛ࠊࡣflagellinࡿࡼ࡟ IL-8産生増加ࡘ࡟い࡚詳ࡋく検証ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿࡍ 

ᅗ 4 flagellin刺激࡟対ࡿࡍ気㐨ୖ皮細胞ࡢサイ࢝ࢺイン産生 㸸 12-well plate

࡛ 80-90% confluent ࡓࡏࡉ発育࡟ BEAS-2B 細胞ࢆ用いࠋࡓᇵ養液ࢆ除去後ࠊ

flagellinࢆ 100ng/mLࡢ濃度࡛含ࡴᇵ養液ࢥࡢࡑ࡜ンࢆ࣮ࣝࣟࢺ 1mL/wellࡘࡎ加

え刺激ࢆ行い4ࠊ時間後࡟ᇵ養液ࢆ回཰ࠊࡋELISA法࡛ IL-8 (A)ࠊIL-6 (B)ࠊIL-1

ș (C)ࡢ測定ࢆ行ࠋࡓࡗ㸨ࡣ 2群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 
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ࡢᇵ養液中ࡢflagellin刺激後ࠊࡎࡲ  IL-8濃度ୖ昇ࠊࡀ気㐨ୖ皮細胞࡟内在ࡿࡍ

IL-8放出࡞ࡣ࡛ࡢࡶࡿࡼ࡟いࢆ࡜ࡇ示ࠊ࡟ࡵࡓࡍflagellein刺激前後ࡢ細胞質内

ࡢ IL-8㔞ࢆ測定ࠊࡋᇵ養液中࡟放出ࡓࢀࡉ IL-8㔞ࡢ࡜比較ࢆ行ࡓࡗ(ᅗ 細ࠋ(5

胞質内ࡢ IL-8ࡣ flagellin刺激ࡢ前後ࠊࡎࡽࡼ࡟刺激後࡟細胞外࡟放出ࡿࢀࡉ㔞

ࡢᇵ養液中ࡢflagellin刺激後ࠊࡾ微㔞࡛あ࡟非常࡚࡭比࡟ IL-8濃度ୖ昇ࠊࡣ細胞

質内ࡢ IL-8放出࡞ࡣ࡛ࡢࡶࡿࡼ࡟くࠊ新࡟ࡓ産生ࡀ࡜ࡇࡿࡼ࡟ࡢࡶࡓࢀࡉ示ࡉ

ࡿࡅ࠾࡟同細胞ࡶ実験࡛ࡢ以後ࠊࡵࡓࡢࡑࠋࡓࢀ IL-8産生ࡢ評価ࠊ࡟ᇵ養液ࢆ

用いࡓ ELISA法ࡿࡼ࡟定㔞ࡣ妥当࡛あ࡜ࡿ考えࠋࡓࢀࡽ 

 

ᅗ 5 flagellin刺激前後ࡢ気㐨ୖ皮細胞内ࡢ IL-8㔞ࡧࡼ࠾ࠊᇵ養液中ࡢ࡬ IL-8

放出㔞 㸸 12-well plate࡛発育ࡓࡏࡉ BEAS-2B細胞࡟対࡚ࡋ 100ng/mLࡢ濃度

ࡢ flagellinࢆ含ࡴᇵ養液ࢥࡧࡼ࠾ンࡢ࣮ࣝࣟࢺᇵ養液ࢆ加えࠋࡓ刺激ࡽ࠿ 4時間

後ࡢᇵ養液ࡧࡼ࠾ࠊ刺激前後ࡢ細胞ࡽ࠿ RIPA bufferࢆ用い作ᡂࡓࡋ細胞溶解液

中ࡢ IL-8ࢀࡒࢀࡑࢆ ELISA法࡛測定1ࠊࡋ-wellあࡢࡾࡓ㔞࡚ࡋ࡜ᅗ示ࠋࡓࡋ㸨

ࡣ 2群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 

0

100

200

300

400

500

IL
-8

 (
p

g
) 

/ 
w

el
l 

* 

     刺激前             刺激後                     刺激後     コントロール 

         ---------細胞溶解液--------                     -------------培養液------------- 



21 

 

flagellin刺激ࡿࡼ࡟ BEAS-2B細胞ࡢࡽ࠿ IL-8産生 

 BEAS-2B細胞࡟対ࡿࡍ刺激物質ࡢ࡚ࡋ࡜ flagellinࡢ⮳適濃度ࢆ確認ࡵࡓࡿࡍ

ࡢ各々刺激後ࠊࡋ設定ࢆ濃度࡟範ᅖ࡛段階的ࡢ300ng/mL～0ࠊ࡟ IL-8産生㔞ࢆ

測定ࡓࡋ(ᅗ ࡣIL-8産生㔞ࠊ結果ࡢࡑࠋ(6 flagellin濃度依存的࡟増加ࠊࡢࡢࡶࡿࡍ

30ng/mL以ୖࡢ濃度࡛ࡀ࡜ࡇࡿ࡞࡟࣮ࢺࣛࣉࡰ࡯ࡣ示ࡵࡓࡢࡑࠋࡓࢀࡉ以降ࡢ実

験࡛ࠊࡣ刺激濃度ࢆ 100ng/mL࡟設定ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿࡍ 

 

 

ᅗ 6 刺激࡟用いࡿ flagellin ࡢࡽ࠿気㐨ୖ皮細胞࡜濃度ࡢ IL-8 産生㔞 㸸 

12-well plate࡛ 80-90% confluent࡟発育ࡓࡏࡉ BEAS-2B細胞࡟対ࢀࡒࢀࡑࠊ࡚ࡋ

濃度࡛ࡢ300ng/mLࠊ100ࠊ30ࠊ10ࠊ1ࠊ0 flagellinࢆ含ࡴᇵ養液ࢆ加えࡢࡑࠋࡓ 4

時間後࡟ᇵ養液ࢆサン࡚ࡋ࡜ࣝࣉ回཰ࠊࡋELISA法࡛ IL-8ࡢ定㔞ࢆ行ࠋࡓࡗN=3ࠋ 

 

0

100

200

300

400

500

0 1 10 30 100 300

IL
-8

(p
g
/m

L
) 

flagellin(ng/mL) 



22 

 

 次࡟ flagellin刺激後ࡢ IL-8産生㔞ࡢ経時的変໬ࢆ確認ࠊࡵࡓࡿࡍflagellin刺激

ࡽ࠿ ࡢᇵ養液中࡟24時間後ࠊ16ࠊ8ࠊ4ࠊ2ࠊ0 IL-8ࢆ定㔞ࡓࡋ(ᅗ ࠊ結果ࡢࡑࠋ(7

flagellin刺激後ࡢ IL-8産生㔞ࡣ 4時間後以降࡛࡟࣮ࢺࣛࣉࡰ࡯㐩ࠊࡾ࠾࡚ࡋ以降

刺激ࡣ実験࡛ࡢ 4時間後ࡢᇵ養液࡛ IL-8ࢆ測定ࠋࡓࡋ࡜ࡇࡿࡍ 

 

 

 

ᅗ 7 flagellin刺激後ࡢ気㐨ୖ皮細胞ࡢࡽ࠿ IL-8産生ࡢ⥅時的変໬ 㸸 12-well 

plate࡛ 80-90% confluent࡟発育ࡓࡏࡉ BEAS-2B細胞࡟対100ࠊ࡚ࡋng/mLࡢ濃度

࡛ flagellinࢆ含ࡴᇵ養液ࢆ加えࡢࡑࠋࡓ ࢆᇵ養液࡟24時間後ࠊ16ࠊ8ࠊ4ࠊ2ࠊ0

回཰ࠊࡋELISA法࡛ IL-8ࡢ定㔞ࢆ行ࠋࡓࡗN=3ࠋ 
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flagellin刺激ࡽ࠿ IL-8産生࡟いࣝࢼࢢࢩࡿࡓ伝㐩 

 ⥆い࡚ࠊflagellin刺激ࡿࡼ࡟ IL-8産生ಁ進ࡀ他ࡢ細胞࡛ࡶ確認࡚ࢀࡉいࡼࡿう

࡟ TLR5ࢆ௓࡚ࡋいࢆ࡜ࡇࡿ確認ࠊ࡟ࡵࡓࡿࡍTLR5࡟対ࡿࡍ中和抗体ࢆ用い࡚ࠊ

IL-8産生㔞ࡀ変໬ࢆ࠿ࡿࡍ検証ࠋࡓࡋ細胞ᇵ養液中࡟各種濃度ࡢ TLR5中和抗体

ࡢ࣮ࣝࣟࢺンࢥࡧࡼ࠾ IgA抗体ࢆ加えࡢࡑࠊ 1時間後࡟ flagellin(100ng/mL)࡛刺

激ࡓࡋ(ᅗ ࡟濃度依存性ࡢTLR5中和抗体ࠊ結果ࡢࡑࠋ(8 IL-8産生ࡣపୗࠊࡋ

300ng/mL࡛ࡣ flagellinᮍ刺激時ࡰ࡯࡜同ࡌ水準࡛ࡲ抑制ࠊࢀࡉBEAS-2B細胞࡛

ࡿࡼ࡟flagellin刺激ࠊࡶ IL-8産生ࡣ細胞膜ୖࡢ TLR5ࢆ௓࡚ࡋい࡜ࡿ考えࠋࡓࢀࡽ 

ᅗ 8 flagellin刺激ࡿࡼ࡟気㐨ୖ皮細胞ࡢࡽ࠿ IL-8産生ࡢ࡬ TLR5中和抗体ࡢ影

響 㸸 12-well plate࡛ 80-90% confluent࡟発育ࡓࡏࡉ BEAS-2B細胞࡟対ࠊ࡚ࡋ

100ng/mLࡢ濃度ࡢ TLR5中和抗体或いࢥࡣンࡢ࣮ࣝࣟࢺ IgA抗体࡛前処置1ࠊࡋ

時間後࡟ flagellin(100ng/mL)ࢆ含ࡴᇵ養液ࢆ加えࡢࡑࠋࡓ 4時間後࡟ᇵ養液ࢆ回

཰ࠊࡋELISA法࡛ IL-8ࡢ定㔞ࢆ行ࡓࡗ(A)ࠋ次࡟各種濃度ࡢ TLR5中和抗体࡛前

処置ࢆ行いࠊ同様࡟ flagellin刺激後ࡢᇵ養液中ࡢ IL-8ࢆ定㔞ࡓࡋ(B)ࠋ㸨ࡣ 2群

間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 
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 次࡟ flagellinࡢ TLR5ࡢ࡬結ྜࣝࢼࢢࢩࡢ࡝ࠊࡽ࠿経路ࡀ活性໬࡚ࢀࡉ IL-8

産生ࢆ࠿ࡿ⮳࡟検証ࠋࡓࡋᅗ 細胞࡛ࡢ他࡝࡞ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐࡟うࡼࡓࡋ示࡟2

ࡣ flagellinࡢ TLR5ࡢ࡬結ྜࡾࡼ࡟細胞質側࡛ࢱ࣮ࢱࣉࢲ࢔ࡣン࡛ࢡࣃあࡿ

MyD88や IRAKࠊTRAF6ࢆ経࡚ TAK1ࡀ活性໬ࡓࢀࡉ後ࠊձIκB kinase(IKK)複

ྜ体ࡢ活性໬ࡽ࠿ NF-κB活性໬ࡀ起ࡿࡁ経路ࠊ࡜ղMAPKࣜࡢン酸໬ࡾࡼ࡟

AP-1ࡢ࡝࡞転写因子ࡢ活性໬ࡀ起ࡿࡁ経路ࢆ௓࡚ࡋ IL-8ࡣ産生ࠋ[14-12]ࡿࢀࡉ 

 

ࡢflagellin刺激後ࠊい࡚ࡘ࡟経路ࡢձࡎࡲ  NF-κB活性໬ࡢ有無ࢆ dual 

luciferase assay࡛確認࡞ࡍࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿࡍわࠊࡕNF-κBࡿ࡞࡜࣮ࢱ࣮࣏ࣞࡢ

ࣇࢩࣝࡢࢣࢱイࢩ࣑࢘ࡿ࡞࡜࣮ࣝࣟࢺンࢥࠊ࡜遺伝子ࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩࣝࡢࣝࢱ࣍

ࢆ遺伝子ࢮ࣮࢙ࣛ BEAS-2B細胞ࣛࢺ࡟ンࢩࢡ࢙ࣇࢫョンࠊࡋflagellin刺激前後

算ࢆ RLU(relative luciferase units)ࠊࡋ測定ࢆ発ගࡢᇶ質添加時ࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩ࡛ࣝ

出ࠋࡓࡋ刺激後࡛ࡣ刺激前࡟比較ࡋ有意࡟ NF-κBࡢ活性໬ࡀ見ࢀࡽ(ᅗ ࠊ(9

flagellin刺激ࡿࡼ࡟ IL-8産生ࡣ࡟NF-κB活性໬ࡢ経路ࡀ関୚࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ示

 ࠋࡓࢀࡉ
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ᅗ 9 気㐨ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ flagellin刺激ࡿࡼ࡟ NF-κB活性ࡢ変໬ 㸸 あࡽ

ࡵࡌ࠿ NF-κB࣏࣮ࣞ࡜࣮ࢱ pRL-TKࡢ遺伝子導入ࢆ行ࡓࡗ BEAS-2B細胞࡟対

ࡋ溶解ࢆ細胞࡟4時間後ࠋࡓࡗ行ࢆᇵ養液࡛刺激ࡴ含ࢆflagellin(100ng/mL)ࠊ࡚ࡋ

ࡾࡼ࡟Dual luciferase assayࠊ用い࡚ࢆ溶液ࡓ NF-κB活性ࢆ測定ࠊࡋRLU(relative 

luciferase units)࡛表示ࠋࡓࡋ㸨ࡣ 2群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋ

N=3ࠋ 
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ղࡢ経路ࡘ࡟い࡚ࡎࡲࠊࡣ flagellin刺激後ࡢ細胞溶解液ࢆ用い࡚ࠊSDS-PAGE

ࠊ結果ࡢࡑࠋࡓࡋ検証ࢆ有無ࡢン酸໬ࣜࡢWestern Blotting法࡛各種MAPKࡧࡼ࠾

ERKࡧࡼ࠾ p38࡟関ࡣ࡚ࡋMAPKࣜࡢン酸໬ࡀ確認ࡓࢀࡉ(ᅗ JNKࠊ一方ࠋ(10

 ࠋࡓࡗ࠿࡞ࡁ࡛ࡣ࡜ࡇࡿࡍ検出ࢆ実験手法࡛ࣜン酸໬ࡢ௒回ࡣい࡚ࡘ࡟

 

 

ᅗ 10 気㐨ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ flagellin刺激࡟伴うMAPKࣜࡢン酸໬ 㸸  

80-90% confluent࡟発育ࡓࡋ BEAS-2B細胞࡟対࡚ࡋ flagellin(100ng/mL)ࢆ含ࡴᇵ

養液࡛刺激ࢆ行い60ࠊ30ࠊ15ࠊ0ࠊ分後ࢀࡒࢀࡑ࡟ LIPA buffer࡛細胞溶解液ࢆ

作ᡂࠋࡓࡋ細胞溶解液ࢆ用い࡚ SDS-PAGEࠊWestern Blotting法ࢆ行いࠊ各種MAPK

࡚ࡋ࡜一次抗体ࠋࡓࡋ確認ࢆン酸໬ࣜࡢ phosho-ERKࠊp38ࠊJNK抗体ࡧࡼ࠾ࠊ

࡚ࡋ࡜࣮ࣝࣟࢺンࢥ totalࡢ ERKࠊp38ࠊJNK抗体ࡶ用いࠋࡓ写真ࡣᅗ 同一࡜17

 ࠋࡓࡋ示ࢆ(部分ࡢࡋ࡞MDP前処置)ࡢࡶࡢ

p-ERK           p-JNK 

0 15 30 60          0  15     30     60min 

ERK            JNK 
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次࡟ flagellin刺激ࢆ行う 1時間前ࠊ࡟ERKࡢ阻害薬(PD98059)や p38ࡢ阻害薬

(SB203580)࡛処理ࡓࡋ場ྜࡢ IL-8産生㔞ࡢ変໬ࢆ検証ࡽࢀࡇࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋMAPK

ࡾࡼ࡟ࢡッࣟࣈࡢ経路ࡢ IL-8ࡢ産生ࡀ抑制ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ確認ࡓࢀࡉ(ᅗ  ࠋ(11

以ୖࡽ࠿ BEAS-2B細胞࡛ࡶ flagellinࡣ TLR5࡟結ྜࠊࡕࡢࡓࡋNF-κB活性໬

ࡿイン࡛あ࢝ࢺ炎症性サイ࡚ࡋ௓ࢆ経路ࡢ཮方ࡢン酸໬ࣜࡢMAPKࡧࡼ࠾ IL-8

 ࠋࡓࢀࡉ示ࡀ࡜ࡇࡍಁࢆ産生ࡢ

 

ᅗ 11 MAPK阻害薬ࡿࡼ࡟ flagellin刺激後ࡢ気㐨ୖ皮細胞ࡢࡽ࠿ IL-8産生ࡢ࡬

影響 㸸 12-well plate࡛ 80-90% confluent࡟発育ࡓࡏࡉBEAS-2B細胞࡟対ࠊ࡚ࡋ

ERK阻害薬(PD98059)ࡧࡼ࠾ p38阻害薬(SB203580)ࢀࡒࢀࡑࢆ 100μM10ࠊμM

࡟1時間後ࠊࡋ濃度࡛前処置ࡢ flagellin(100ng/mL)ࢆ含ࡴᇵ養液ࢆ加えࠋࡓflagellin

刺激ࡽ࠿ 4時間後࡟ᇵ養液ࢆ回཰ࠊࡋELISA法࡛ IL-8ࡢ定㔞ࢆ行ࠋࡓࡗ㸨ࡣ 2

群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 
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flagellin刺激ࡿࡼ࡟ IL-8産生࡟ཬࠊࡍࡰMDP同時刺激ࡧࡼ࠾前刺激ࡢ影響 

࡜MDP(10μg/mL)ࡎࡲ  flagellin(100ng/mL)ࡿࡼ࡟同時刺激後ࡢ IL-8産生㔞ࠊࢆ

flagellin単独時ࡧࡼ࠾MDP単独時࡜比較ࡓࡋ(ᅗ 刺ࡢMDP(10μg/mL)単独ࠋ(12

激࡛ࡣ無刺激ࡢ場ྜ࡜同様࡟ IL-8産生ࡣ殆࡞࡝くࡓࡲࠊ flagellinࡢ࡜同時刺激

時ࡶ flagellin単独時࡜明࡞࠿ࡽ差ࡣ認ࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽࡵ 

 

 

ᅗ 12 flagellin ࡧࡼ࠾ muramyl dipeptide (MDP)ࡢ࡜同時刺激ࡿࡼ࡟気㐨ୖ皮細

胞ࡢࡽ࠿ IL-8産生 㸸 12-well plate࡛ 80-90% confluent࡟発育ࡓࡏࡉ BEAS-2B

細胞࡟対ࢥࠊ࡚ࡋンࡿ࡞࡜࣮ࣝࣟࢺᇵ養液ࠊflagellin(100ng/mL)やMDP (10μ

g/mL)ࢆ含ࡴᇵ養液ࢆ加えࠋࡓ刺激ࡽ࠿ 4時間後࡟ᇵ養液ࢆサン࡚ࡋ࡜ࣝࣉ回཰

ࡋ ELISA法࡛ IL-8産生㔞ࢆ定㔞ࠋࡓࡋ㸨ࡣ 2群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ

(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 
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一方࡛100ࠊng/mLࡢ flagellin刺激ୗ࡛ࡣᅗ 6࡛示ࡼࡓࢀࡉうࠊ࡟BEAS-2B細

胞ࡽ࠿産生ࢀࡉうࡿ IL-8ࡢ最大㔞࡟既࡟㐩࡚ࡋいࡿ可能性ࡶ考えࡢࡑࠋࡓࢀࡽ

ࡢ(10ng/mLࠊ1)ప濃度ࠊࡵࡓ flagellin刺激ୗ࡛ࡶMDPࡢ࡜同時刺激ࢆ行い IL-8

産生㔞ࡢ評価ࢆ行ࡓࡗ(ᅗ ࡢ10ng/mLࠊ1ng/mLࠊ結果ࡢࡑࠋ(13 flagellin刺激ୗ࡟

有無࡛ࡢMDP同時刺激ࡶい࡚࠾ IL-8産生㔞࡟有意差ࡣ示ࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡉ従ࡗ

࡚ 100ng/mLࡢ場ྜࠊࡎࡽ࡞ࡳࡢప濃度ࡢ flagellin࡛ࡶMDPࡢ࡜同時刺激ࡼ࡟

ࡿ IL-8産生㔞ࡢ増強ࡣ起࡞ࡽࡇい࡜考えࠋࡓ 

 

 

ᅗ 13 ప濃度ࡢ flagellin ࡧࡼ࠾MDPࡢ࡜同時刺激ࡿࡼ࡟気㐨ୖ皮細胞ࡢࡽ࠿

IL-8産生 㸸 12-well plate࡛発育ࡓࡏࡉ BEAS-2B細胞࡟対࡚ࡋ 10ng/mLࠊ1ࠊ0

ࡧࡼ࠾ࠊflagellin ࡢ濃度ࡢ ࠋࡓ加えࢆᇵ養液ࡴ含ࢆMDPࡢ濃度ࡢ10μg/mLࠊ0

刺激ࡽ࠿ 4時間後ࡢᇵ養液ࢆ回཰ࡋ ELISA法࡛ IL-8産生㔞ࢆ定㔞ࠋࡓࡋN=3ࠋ 
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 次࡟ flagellin刺激ࢆ行う前ࠊ࡟あࡵࡌ࠿ࡽMDPࢆ加え࡚いࡓ場ྜࡢ IL-8産生

ᇵ養液࡛ࡴ含ࢆMDP(10μg/mL)ࡎࡲࠊࡾࡲࡘࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿࡍ検証ࢆ影響ࡢ࡬

細胞ࢆ前処置(overnight ; 16時間)ࡓࡋ後ࠊflagellinࢆ含ࡴᇵ養液ࡢ࡬交換ࢆ行ࡗ

ࡾ従来通ࡣ回཰ࡢࣝࣉサンࠋࡓ 4時間後࡟行いࠊELISA法࡛測定ࡢࡑࠋࡓࡋ結

果ࡣᅗ ࡢflagellin刺激後ࠊࡣ࡟場ྜࡓࡗ行ࢆMDP前処置ࠊ࡟うࡼࡍ示࡟14 IL-8

産生㔞ࡀᮍ処置ࡢ場ྜ࡜比࡭有意࡟抑制࡚ࢀࡉいࠋࡓ 

ᅗ 14 MDP前処置ࢆ行ࡓࡗ場ྜࠊࡢflagellin刺激ࡿࡼ࡟気㐨ୖ皮細胞ࡢࡽ࠿ IL-8

産生࡟対ࡿࡍ影響 㸸 BEAS-2B細胞࡟対ࡎࡲ࡚ࡋMDP (10μg/mL)ࢆ加えࡑࠊ

ࡢ 16時間後࡟ flagellin(100ng/mL)ࢆ含ࡴᇵ養液࡬交換ࠋࡓࡋflagellin刺激ࡽ࠿ 4

時間後࡟ᇵ養液ࢆサン࡚ࡋ࡜ࣝࣉ回཰ࡋ ELISA法࡛ IL-8産生㔞ࢆ定㔞ࠋࡓࡋ㸨

ࡣ 2群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 
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 ⥆い࡚MDP前処置ࢆ行う時間ࠊ࡜flagellin刺激後ࡢ IL-8産生㔞ࡢ࡬影響ࢆ検

証ࠊ࡟ࡵࡓࡿࡍ前処置ࡢ時間ࢆ ᅗ)ࡓࡗ行ࢆ実験ࡢ変え࡚同様࡜24時間ࠊ16ࠊ8

ࡀ前処置ࠊ結果ࡢࡑࠋ(15 8時間ࡢ場ྜ࡛ࡣ flagellin刺激後ࡢ IL-8産生㔞ࡢ࡬影

響ࡣ確認16ࠊࡀࡓࡗ࠿࡞ࢀࡉ時間࡜ 24時間ࡢ群࡛ࡣ同等ࡢ IL-8産生抑制ࡀ認

MDPࡾࡓあ࡟ࡿࡍ検証ࢆIL-8抑制効果ࠊࡣ実験࡛ࡢ以後ࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࡓࢀࡽࡵ

前処置ࡢ時間ࢆ 16時間࡟設定ࡀ࡜ࡇࡿࡍ妥当࡜考えࠋࡓ 

 

 

 

ᅗ 15 MDP前処置時間࡜ flagellin刺激後ࡢ IL-8産生㔞 㸸 12well plate࡛発

育ࡓࡏࡉ BEAS-2B細胞࡟対࡚ࡋMDP (10μg/mL)ࢆ加えࡢࡑࠊ 24時間ࠊ16ࠊ8

後࡟ flagellin(100ng/mL)ࢆ含ࡴᇵ養液࡜࡬交換ࠋࡓࡋMDP前処置ࡎࡏࢆ flagellin

ࡵ含ࡶࡢࡶࡓ加えࢆ flagellin刺激4ࡽ࠿時間後࡟ᇵ養液ࢆ回཰ࡋELISA法࡛ IL-8

産生㔞ࢆ定㔞ࠋࡓࡋ㸨ࡣ 2群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 
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 一方࡛ࠊMDP前処置ࡿࡼ࡟ IL-8産生పୗࠊࡀMDPࡿࡼ࡟細胞㞀害性࡟起因

ࢆ評価ࡢࡑࠊࡵࡓࡓࢀࡽ考えࡶ可能性ࡿࡍ LDH assayࢆ用い࡚行16ࠋࡓࡗ時間

ࡢᇵ養液中ࡢ細胞ࡓࡗ行ࢆMDP前処置ࡢ LDH活性ࠊࢆ無処置ࡢ細胞ࡢᇵ養液

方法࡜材料ࠊࡋ測定࡟共࡜液ࡓࡋ溶解ࢆ細胞ࡢ全࡚ࡎ行わࢆMDP前処置ࡧࡼ࠾

࡛前述ࡓࡋ方法࡛ cell viabilityࢆ算出ࡓࡋ(ᅗ ࡽ࠿投୚ࠊ結果ࡢࡑࠋ(16 16時間

࡜場ྜࡢ高濃度࡜50μg/mLࠊ場ྜࡢMDP 10μg/mLࡣcell viability ࡢ時点࡛ࡢ

ࡵࡓࡢࡑࠋࡓࡗ࠿࡞ࡵ認ࡣ有意差࡟間ࡢ࡜࣮ࣝࣟࢺンࢥࠊ࡟ࡶ 10μg/mL ࡢMDP

前処置࡛ࡣ明࡞࠿ࡽ細胞㞀害性࡞ࡣい࡜考えࠋࡓ 

 以ୖࡽ࠿࡜ࡇࡢ気㐨ୖ皮細胞(BEAS-2B)࠾࡟い࡚ࠊࡣMDP前処置ࡀ flagellin

ࡿࡼ࡟ IL-8産生࡟抑制的࡟働く可能性ࡀ示唆ࠋࡓࢀࡉ  

ᅗ 16 MDP前処置ࡿࡼ࡟細胞㞀害性ࡢ有無ࡢ評価 㸸 12-well plate࡛発育ࡉ

ࡓࡏ BEAS-2B細胞࡟対ࡧࡼ࠾10ࠊ࡚ࡋ 50μg/mLࡢ濃度ࡢMDPࢆ含ࡴᇵ養液

あࡿいࢥࡣンࡢ࣮ࣝࣟࢺᇵ養液ࢆ加え16ࠊ時間後࡟ᇵ養液ࢆ回཰ࠋࡓࡋᇵ養液

中ࡢ LDH活性ࢆ測定ࠊࡋサンࣝࣉ群ࡢ cell viabilityࢆ算出ࡋᅗ示ࠋࡓࡋN=3ࠋ 
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MDP前処置ࡢ flagellin-TLR5 ࣝࢼࢢࢩ伝㐩ࡢ࡬影響 

 flagellin刺激ࡀ細胞膜ୖࡢ TLR5ࢆ௓ࡓࡋ後ࠊNF-κB活性໬ࡧࡼ࠾MAPKࣜ

ン酸໬࡜いう 経࡚ࢆ経路ࡢࡘ2 IL-8産生ࡣ࡜ࡇࡍಁࢆ前述ࡢࡇࠋࡓࡋいࢀࡎ(あ

ࡢMDP前処置後ࡀ経路ࡢ(両方ࡣいࡿ IL-8産生పୗ࡟関୚࡚ࡋいࢆ࠿ࡿ検証ࡍ

 ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇࡿ

MDP前処置や flagellin刺激ࢆ行ࡓࡗ後ࠊ࡟LIPA bufferࢆ用い࡚細胞溶解液ࢆ

᥇取ࠊࡋSDS-PAGEࡧࡼ࠾Western Blotting法ࡾࡼ࡟各種MAPK(ERKࠊp38ࠊJNK)

ࡧࡼ࠾ERKࠋࡓࡋ確認ࢆ状態ࡢン酸໬ࣜࡢ p38ࠊࡣflagellin単独刺激時ࣜࡣ࡟ン

酸໬ࡢஹ進ࡀ認ࡓࢀࡽࡵ(ᅗ flagellinࠊࡣ࡟場ྜࡓࡗ行ࢆ一方࡛MDP前処置ࠋ(17

刺激後ࣜࡢン酸໬ஹ進ࡣ示࠾࡞ࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡉ JNKࠊࡣMDP前処置ࡢ有無࡟関

わࡎࡽ௒回ࡢ実験方法࡛ࣜࡣン酸໬ࡀ確認࡛ࠋࡓࡗ࠿࡞ࡁ 
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ᅗ 17 気㐨ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ flagellin刺激࡟伴うMAPKࣜࡢン酸໬ 㸸  

80-90% confluent࡟発育ࡓࡋ BEAS-2B細胞࡟対࡚ࡋ flagellin(100ng/mL)ࢆ含ࡴᇵ

養液࡛刺激ࢆ行い60ࠊ30ࠊ15ࠊ0ࠊ分後ࢀࡒࢀࡑ࡟ LIPA buffer࡛細胞溶解液ࢆ

作ᡂࠋࡓࡋflagellin刺激ࡢ 16時間前࡟MDP (10μg/mL)ࢆ加えࡓ場ྜࡶ同様ࡢ手

順࡛行ࠋࡓࡗ細胞溶解液ࢆ用い࡚ SDS-PAGEࠊWestern Blotting法ࢆ行いࠊ各種

MAPKࣜࡢン酸໬ࢆ確認ࡓࡋ(A)ࠋ一次抗体࡚ࡋ࡜ phosho-ERKࠊp38ࠊJNK抗体ࠊ

࡚ࡋ࡜࣮ࣝࣟࢺンࢥࡧࡼ࠾ totalࡢ ERKࠊp38ࠊJNK抗体ࡶ用いࡓࡲࠋࡓ

phospho-ERK/p38ࣂࡢンࡢࢻ intensityࢀࡒࢀࡑࠊࢆ totalࡢ ERK/p-38ࣂࡢンࡢࢻ

intensity࡛標準໬ࠊ࡛ୖࡓࡋ刺激 0分後࡚ࡋ࡜1ࠖࠕࢆ各時点ࣂࡢンࡢࢻ intensity

 ࠋ㸦B㸧ࡓࡋ໬ࣇࣛࢢࢆ
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次࡟MDP前処置ࢆ行ࡓࡗ場ྜࠊࡢflagellin刺激後ࡢ NF-κB活性໬ࢆ Dual 

luciferase assay࡛測定ࡓࡋ(ᅗ ࡟後ࡢMDP前処置ࠊ࡟うࡼࡢୗᅗࠋ(18 flagellin刺

激ࢆ行ࡓࡗ㝿ࡢ NF-κB活性໬ࠊࡣ前処置ࢆ行わࡎ flagellin単独刺激ࡢ場ྜ࡜比

 ࠋࡓࡗあ࡛ࡢࡶい࡞ࡵ認ࢆ㐪い࡚࡭

 以ୖࡢ ࡿࡼ࡟MDP前処置ࠊࡽ࠿実験結果ࡢࡘ2 IL-8産生抑制ࠊࡣ࡟NF-κB

活性໬ࡢ経路ࡣあࡾࡲ関୚ࢁࡋࡴࠊࡎࡽ࠾࡚ࡋMAPKࣜࡢン酸໬ࡀ抑制ࡿࢀࡉ

 ࠋࡓࢀࡉ示ࡀ可能性ࡿい࡚ࡋく関୚ࡁ大ࡀ࡜ࡇ

 

ᅗ 18 flagellin刺激時ࡢ NF-κB活性࡟MDP前処置ࡀ୚えࡿ影響 㸸 あ࠿ࡽ

ࡵࡌ NF-κB࣏࣮ࣞ࡜࣮ࢱ pRL-TKࡢ遺伝子導入ࢆ行ࡓࡗ BEAS-2B細胞࡟対ࡋ

ࡢflagellin(100ng/mL)刺激ࠊ࡚ 16時間前ࡽ࠿MDP前処置(10μg/mL)ࢆ行ࠋࡓࡗ

flagellin刺激ࡽ࠿ 4時間後࡟᥇取ࡓࡋ細胞溶解液ࢆサンࠊ࡚ࡋ࡜ࣝࣉDual 

luciferase assayࡾࡼ࡟ NF-κB活性ࢆ測定ࠊࡋRLU (relative luciferase units)ࢆ算

出࣭表示ࠋࡓࡋ㸨ࡣ 2群間࡛有意差ࡀあࢆ࡜ࡇࡓࡗ示ࡍ(p<0.05)ࠋN=3ࠋ 
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考察 

 ᮏ実験࡛ࢺࣄࡣ気㐨ୖ皮⏤来ࡢ細胞株(BEAS-2B)ࢆ用い࡚ࠊ細菌ࡢ鞭毛ࡢ構ᡂ

ᡂ分࡛あࡿ flagellin ࡿイン࡛あ࢝ࢺ炎症性サイࠊࢆ応答ࡢ細胞ࡿࡍ対࡟ IL-8 ࡢ

産生ࢆ中心࡚ࡋ࡜見࡚ࡢࡇࠋࡓࡁ཯応ࠊࡣ࡟細胞膜ୖࡢ TLR5ࡿࡼ࡟ flagellin認

識ࡧࡼ࠾ࠊ細胞内ࡿࡅ࠾࡟転写因子࡛あࡿ NF-κB 活性໬や MAPK ン酸໬ࣜࡢ

ࡢࡇࡓࡲࠋࡓࢀࡉ確認ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ関୚ࢀࡒࢀࡑࡀ IL-8 産生ࡿ⮳࡟応答ࠊࡀ

様々࡞細菌࢝ࣜࢢࢻࢳࣉ࣌ࡢン構ᡂᡂ分࡛別ࡢPRRs࡛࣮࣑ࣜ࢓ࣇࡢあࡿNOD2

ࡢ ligand࡛あࡿ muramyl dipeptide (MDP)ࡿࡼ࡟前処置࡛抑制ࢆ࡜ࡇࡿࢀࡉ明ࡽ

 ࠋࡓࡋ࡜࠿

ࡎࡲ  flagellin刺激ࡿࡼ࡟ IL-8産生ࡘ࡟い࡚ࠊࡣBEAS-2B細胞࡛ࡣ P.aeruginosa

⏤来ࡢ flagellin࡛ࡢ報告࡚ࢀࡉࡀいࠊ[43]ࡀࡓ単球系ࡢ細胞や腸管ୖ皮細胞࡝࡞

他ࡢ細胞࡛証明࡚ࢀࡉい࡜ࡢࡿ同様ࡢ経路ࡀ࡜ࡇࡿ࡜ࢆ௒回確認࡛ࠋ[12-14]ࡓࡁ

IL-8 ࠊࡾイン࡛あ࢝ࢺ炎症性サイ࡞代表的ࡿࡍ進ಁࢆ活性໬࣭遊走ࡢ好中球ࡣ

直接外界࡜接ࡿࡍ気㐨ୖ皮細胞ࠊ࡚ࡗ࡜࡟一部ࡢ病原微生物ࡀ有ࡿࡍ flagellin

࡜ࡿうࡋ寄୚ࡶ࡟排除࡞࠿や㏿ࡢ病原微生物ࠊࡣ࡜ࡇࡿࡍ惹起ࢆ炎症ࡋ認識ࢆ

考えࠋࡓࢀࡽ 
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一方࡛௒回ࡢ実験࡛ࡣ炎症性サイ࢝ࢺイン࡛あࠊࡿIL-6 や IL-1șࡢ産生࡯ࡣ

IL-6ࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽࡵ認࡝ࢇ࡜ ࡣ B 細胞ࡢ分໬ಁࢆ進࡛࡜ࡇࡿࡍ液性免疫ࢆ活

性໬ࠊ࠿࡯ࡿࡍ急性期ࢱンࡢࢡࣃ産生ಁ進や気㐨ࢳ࣒ࡿࡅ࠾࡟ン産生ࡶ࡟関୚

ࡶBEAS-2B細胞࡛ࠊ[45 ,44]ࡾイン࡛あ࢝ࢺサイࡿࡍ LPSや大気汚染物質ࡢ࡬曝

露࡛産生ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ知࡚ࢀࡽいࢺࣄࡓࡲࠋ[47 ,46]ࡿ肺胞ୖ皮細胞株࡛ࡣ

Legionella菌ࡢ flagellinࡿࡼ࡟産生ࡀ報告࡚ࢀࡉいࠊ[48]ࡀࡿBEAS-2B細胞ࡽ࠿

flagellin࡛産生ಁ進ࢆ示ࡓࡋ研究ࡣ現在ࢁࡇ࡜ࡢ確認࡛ࠋࡓࡗ࠿࡞ࡁ 

IL-1șࡣ好中球やࣜンࣃ球ࡢ増殖ࠊ血管内皮細胞ࡢ࡬接着ಁ進࡚ࡋ࡜ࡵࡌࡣࢆ

多岐࡟わࡿࡓ効果ࢆ有ࠊࡋ初期免疫応答࠾࡟い࡚中心的࡞役割ࢆ持ࡘサイ࢝ࢺ

イン࡛あࠊࡾ前述ࡼࡢう࡟ NLRsࡿࡼ࡟࣮࣑ࣜ࢓ࣇ ligandࡢ認識や inflammasome

活性໬ࢆ経࡚࡝࡞ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࠊ単球系ࡢ細胞ࡽ࠿分泌ࠋ[50 ,49]ࡿࢀࡉ௒回

用いࡓ BEAS-2B 細胞࡛ࠊࡣLPS や silica い࡚ࢀࡉ確認ࡀ刺激࡛産生ࡿࡼ࡟࡝࡞

ᮏ実ࠋࡿ極少㔞࡛あ࡚࡭比࡜ࢀࡑࡢࡽ࠿細胞ࡢ単球系ࡣ産生㔞ࠊ[51 ,6]ࡢࡢࡶࡿ

験࡛ࡶ flagellin刺激ࡿࡼ࡟産生㔞ࡣ非常࡟少࡞くࠊ生体内࡛ࡢ産生元࡚ࡋ࡜気㐨

ୖ皮細胞ࡢ関୚ࡣ少࡞い࡜ࡢࡶ考えࠋࡓࢀࡽ 

 次࡟ NOD2 ࡢ ligand ࡛あࡿ MDP TLRࠊࡀ ࡘ࡟影響ࡿ୚え࡟伝㐩ࣝࢼࢢࢩࡢ

い࡚述ࡢ࡛ࡲࢀࡇࠋࡿ࡭報告࡛ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡣ系細胞や腸管ୖ皮細胞ࢆ中心
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用い࡚ࡋ࡜ MDP ࡜ TLR ࡢ ligand 産ࡢイン࢝ࢺ炎症性サイࡿࡼ࡟同時刺激ࡢ࡜

生増強ࡀ示࡚ࢀࡉいࠊ[38-41]ࡀࡓflagellinࡀ関୚ࡿࡍ研究ࡣ腸管ୖ皮細胞࡛MDP

同時刺激ࡿࡼ࡟ IL-8 産生増強ࢆ示ࡓࡋ一篇࡛ࡳࡢあࠊ[41]ࡾ気㐨ୖ皮࡛ࡣ報告

用ࢆ気㐨ୖ皮細胞(BEAS-2B)ࠊࡣ実験࡛ࡢ一連ࡢ௒回࡛ࡇࡑࠋࡓࡗ࠿࡞い࡚ࢀࡉ

い࡚ flagellinࡧࡼ࠾MDPࡿࡼ࡟刺激時ࡢ IL-8産生ࢆ検証ࡢࡑࠋࡓࡋ結果࡚ࡋ࡜

ࠊࡀࡓࡗ࠿࡞ࢀࡉ示ࡣ産生増強ࡣ同時刺激࡛ࡢ࡜MDPࡎࡽࡼ࡟flagellin濃度ࠊࡣ

一方࡛MDPࡢ前処置ࡾࡼ࡟ flagellin刺激後ࡢ IL-8産生ࡀ逆࡟抑制ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ

見いࡢࡇࡓࡲࠋࡓࢀࡉࡔ過程࡛ࡣ flagellin/TLR5 ࡟特ࠊࡕうࡢ伝㐩ࣝࢼࢢࢩࡢ

MAPKࣜࡢン酸໬ࡀ阻害࡚ࢀࡉいࡿ可能性ࡀ示唆ࠋࡓࢀࡉ 

 MDP前処置ࡿࡼ࡟ TLR刺激ࡢ࡬応答抑制効果ࠊࡣ過去࡟ Hedlࢺࣄࡀࡽ⏤来

用い࡚ࢆࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡢ TLR4 刺激後ࡢ TNF-Șや IL-8ࠊIL-1șࡢ産生抑制ࢆ

報告࡚ࡋいࠋ[53 ,52]ࡿ௒回ࡢ一連ࡢ実験結果ࡢࡑࠊࡣ抑制効果ࢆ気㐨ୖ皮細胞

ࡓࡲࠊ用い࡚ࢆ flagellinࢆ刺激物質࡚ࡋ࡜用い࡚初࡚ࡵ示࡜ࡓࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡍいう

点࡛意義ࡀあ࡜ࡿ考え࠾࡞ࠋࡿࢀࡽ Hedlࡢࡽ設定ࡓࡋ前処置ࡢMDP濃度ࡣ 100

μg/mL࡜௒回用いࡓ 10μg/mLࡢ 10倍㔞࡛あࠊࡋ࠿ࡋࠋࡓࡗ実㝿ࡢ腸管内࡛ࡢ

MDP 濃度ࡑࡼ࠾ࡣ 100μg/mLࠊ[54]ࡾ࠾࡚ࢀࡉ࡜気㐨ୖ皮細胞ࢆ使う௒回ࡢ実

験࡛ࡾࡼࢀࡑࡣ十分పい濃度ࡀࡢࡿࡍ࡜妥当࡜考え 10μg/mL࡟設定ࠋࡓࡋ 
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 MDP前処置࡚ࡗࡼ࡟ IL-8産生抑制ࡀ起ࡣ࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࡇ現時点࡛ࡣ明࡛࠿ࡽ

ࡢ細胞膜ୖࡿࡼ࡟MDPࠊࡣ࡚ࡋ࡜可能性ࠊࡀい࡞ TLR発現పୗ誘導ࠊ細胞質内

ࡢ࡛ TLRࣝࢼࢢࢩ伝㐩阻害ࡀ考えୖࠋࡿࢀࡽ述ࢆࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࢺࣄࡢ用いࡓ

研究࡛ࠊࡣTLR 発現ࡢ࡬影響࡞ࡣくࠊTLR ࡿࡍ఩置࡟比較的ୖ流ࡢࣝࢼࢢࢩ

IRAK(IL-1 receptor-associated kinase)ࡢ活性పୗやࠊIRAK ࡿ阻害物質࡛あࡢ

IRAK-M ࡓࡲࠋ[53]ࡿい࡚ࡋ示ࢆ発現増加ࡢ rapamycin ࡾࡼ࡟ MDP 前処置ࡢ効

果ࡀ消失ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿࡍ細胞増殖やࣜンࣃ球ࡢ分໬࣭活性໬࡟㔜要࡞

mTOR(mammalian target of rapamycin)経路ࡢ関୚ࡶ示唆࡚ࢀࡉいࠋ[52]ࡿ 

௒回ࡢ実験࡛ࡣMDP前処置後ࡢMAPKࣜン酸໬࡜NF-κB活性໬ࡢ程度࡟஋

離ࡀ見ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡽflagellin/TLRࡾ࡞࠿ࡢࣝࢼࢢࢩୗ流部分ࡶ࡟何ࡢ࠿ࡽ影響ࡀ

あࡓࡗ可能性ࡶ推測ࡓࡲࠋࡿࢀࡉ一方࡛ࠊMDPࡀ NLRP3࡝࡞ IL-1șや IL-18ࡢ

産生ಁ進ࢆ行うࢱイࡢࣉ NLRsࡶ࡟働くࣝࢼࢢࢩࠊ࡛࡜ࡇ伝㐩࡟影響ࢆ୚えࡓ可

能性ࡶあࠋ[36 ,35]ࡿ 

 ௒回ࡢ一連ࡢ実験ࡣ࡟いくࡢ࠿ࡘ問題点ࡀ挙ࡎࡲࠋࡿࢀࡽࡆ第 1 ௒回ࠊࡣ࡟

用いࡣࡢࡓ flagellin分子࡛あࠊࡾ生菌ࢆ扱ࡓࡗ感染実験࡛࡞ࡣい࡜いう点࡛あࠋࡿ

実㝿ࡢ菌体࢝ࣜࢢࢻࢳࣉ࣌ࡣ࡟ンや LPS࡜いࡓࡗ他ࡢ TLRࡢ ligandࡶ含࡚ࢀࡲ

ࡢ細胞質内ࡾࡼ࡟細胞内侵入ࡢ菌ࡓࡲࠊࡾ࠾ NLRsࡶ࡝࡞刺激ࠊࢀࡉ多種ࡢ PRRs
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ࡣ௒回ࠋࡿࢀࡉ想定ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ伝㐩࡟同時ࡀࣝࢼࢢࢩ flagellin/TLR5ࡢ応答ࢆ

MDPࡢ࡜相互作用ࢆ中心࡟検証ࠊࡵࡓࡿࡍ菌体ࢆ用い࡟ࡎ実験系ࢆ簡素໬ࡓࡋ

必要࡛ࡀ感染実験ࡓ用いࢆ௒後菌体ࡣ࡟ࡿࡍ検証ࢆ近い状況࡟生体内ࡾࡼࠊࡀ

あࢁうࠋ 

第 ࡢ市販ࡣࡢࡓ௒回用いࡣ問題点ࡢ2 Salmonella typhimurium⏤来ࡢ flagellin

分子࡛あࠊࡾP.aeruginosa や Legionella pneumoniae࡜いࡓࡗ実㝿࡟気㐨感染ࢆ起

ࡣ当初ࠋࡿいう点࡛あ࡜い࡞ࡣ࡛ࡢࡶࡢ菌種ࡍࡇ P.aeruginosa ࡽ࠿ flagellin分子

純度࡝࡞୙完全ࡀLPS除去ࠊࡀࡓࡳᇶ࡙い࡚試࡟報告[55]ࡢ過去ࢆ単離࣭精製ࡢ

ࡿい࡚ࢀࡉ市販ࡓࡲࠊࡎࡁ࡛࢔ࣜࢡࡀ問題点ࡢ flagellinࡣ S. typhimuriumや E.coli

ࢆ前者ࡿい࡚ࢀࡉ頻用࡟実験ࡢく同様࡞ࡴやࠊ࡛ࡳࡢࡢࡶࡢ腸内細菌⏤来࡝࡞

購入࣭使用ࠋࡓࡋflagellin分子ࡢ㐪い࡚ࡗࡼ࡟免疫応答ࡢ強弱ࡀ異ࡿࡍ࡜ࡿ࡞報

告ࡶあࣝࢼࢢࢩࠊ[43]ࡾ伝㐩経路ࡣ同様࡛あࡶ࡚ࡗᮏ来ࡣ P.aeruginosa ࡽ࠿࡝࡞

単離精製ࢆࡢࡶࡓࡋ使用ࡀࡢࡿࡍ望ࠋࡓࡗ࠿ࡋࡲ 

第 3 ࡔ気㐨ୖ皮細胞ࡣ࡟気㐨ࡢ生体内ࠋࡿい点࡛あ࡞い࡚ࡗ行ࢆ動物実験ࡣ

ࣟࢡ樹状細胞や࣐ࠊ担う粘液産生細胞やࢆ一翼ࡢ機能࢔ࣜࣂࡢ気㐨ࠊく࡞࡛ࡅ

࢝ࢺサイࡿࢀࡉ産生ࡽ࠿後者࡟特ࠋࡿい࡚ࡋ存在ࡶ免疫細胞ࡓࡗい࡜ࢪ࣮࢓ࣇ

インࠊࡀ生体内࡛ࡢ免疫応答ࢆ大ࡁく修飾࡚ࡋいࡿ可能性ࡀ高い࡜考えࠋࡿࢀࡽ 
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 第 ࡀflagellinࠊࡣ࡟問題点ࡢ4 TLR5࡞࡛ࡅࡔくࠊNLRsࡢ࣮࣑ࣜ࢓ࣇ NLRC4

ࡢ細胞質内ࠋࡿࢀࡽࡆ挙ࡀ可能性ࡓࢀࡉ認識ࡶ࡟ NLRC4ࡣ TLR5ࣝࢼࢢࢩࡢ伝

㐩ࡣ࡜独立ࠊ࡚ࡋ前述ࡼࡢう࡟ inflammasome活性໬ࢆ௓ࡓࡋ IL-1șや IL-18ࡢ

産生ಁ進ࢆ行うࡀ࡜ࡇ知࡚ࢀࡽいࡋ࠿ࡋࠋ[50 ,49]ࡿ௒回ࡢ BEAS-2Bࢆ用いࡓ実

験࡛ࡣ最終産物࡛あࡿ IL-1șࡢ産生ࡣ極少㔞࡛ࡳࡢあࠊࡾ同細胞࡛ࡣ NLRC4ࡢ

関୚ࡣ殆࡜ࡢࡶࡓࡗ࠿࡞࡝推測ࡢࡑࠋࡓࢀࡉ原因ࠊࡣ࡚ࡋ࡜気㐨ୖ皮細胞࠾࡟

ࡿࡅ NLRC4 ࡀい࡞い࡚ࡋᅗ示)ࢀࡉ想定ࡀ࡜ࡇい࡞十分࡛ࡀ発現ࡢ Western 

Blotting法や PCR法࡛確認࡛ࠊ(ࡎࡁ実㝿࡟気㐨組織ࡿࡅ࠾࡟ NLRC4ࡢ発現ࡀ殆

い࡚࠾࡟生体内ࠋ[56]ࡿあࡶ研究ࡓࡋ示ࢆ࡜ࡇい࡞ࢀࡽ見࡝ NLRC4 場ࡢ機能ࡢ

 ࠋい[50, 57]࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡢࡿい࡚ࢀࡽ限࡟࡝࡞ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡣ

 ௒回ࡢ実験࡛ࡣ気㐨ୖ皮細胞単独࡛ࠊࡶ細菌ࡢ鞭毛ࡢ構ᡂᡂ分࡛あࡿ flagellin

ࡢ細胞膜ୖࢆ TLR5࡛認識ࢆ行いࠊNF-κBࡢ活性໬ࡧࡼ࠾MAPKࣜࡢン酸໬ࡢ

2 経࡚ࢆ経路ࡢࡘ IL-8 ࡿ構ᡂᡂ分࡛あࡢ細菌ࡧࡼ࠾ࠊ࡜ࡇࡿࡍ進ಁࢆ産生ࡢ

MDPࡢ前処置ࡢࡇࡾࡼ࡟免疫応答ࡀ抑制ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ確認࡛ࠋࡓࡁ 

ࡣ知見ࡢࡽࢀࡇ  COPDや嚢胞性線維症(CF)ࢇࡲࡧࠊ性汎細気管支炎(DPB)࡝࡞

慢性的࡟細菌ࡀ定着ࡋうࡿ慢性呼吸器疾患患者࠾࡟い࡚ࠊflagellin分子ࡘࡶࢆ緑

膿菌ࡢ࡝࡞細菌ࡢ侵入時ࡢ免疫応答ࢆ考えࡿ一ຓࡿ࡞࡜可能性ࡀあࠋࡿ 
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 通常 IL-8 病࡛࡜ࡇࡿࡍ惹起ࢆ炎症ࡋ進ಁࢆ活性໬࣭遊走ࡢ好中球ࠊࡣ産生ࡢ

原微生物ࡢ排除࡟働くࠊࡀ過剰࡞産生ࢁࡋࡴࡣ組織ࡢ損傷ࢆ招い࡚ࡲࡋい長期

的࡞予後ࢆ悪໬ࡶ࡜ࡇࡿࡏࡉあࠋࡿ実㝿ࠊ健常人࡜比較࡚ࡋ気管支肺胞洗浄液

や喀痰中ࡢ IL-8㔞ࡣ COPD[58, 59]ࠊCF[60, 61]ࠊDPB[62]ࡢ患者࡛ୖ昇ࠊࡾ࠾࡚ࡋ

㔜症度や呼吸機能పୗࡢ࡜相関ࡶ示࡚ࢀࡉいࣛࢫ࣮࣋ࠊࡓࡲࠋ[64 ,63 ,59]ࡿイン

ࡢ IL-8 㔞ࡀ多い࡝࡯ COPD 急性増悪ࡀ頻回࡟生ࡿࡍ࡜ࡿࡌ報告ࡶあࠋ[65]ࡿ加

え࡚COPDやCFࡢ急性増悪時ࠊࡣ࡟気㐨内ࡢ IL-8㔞࡟ࡽࡉࡀ増加ࠊ[67 ,66 ,58]ࡋ

 ࠋ[66]ࡿい࡚ࢀࡉ示ࡶ࡜ࡇ遅いࡀ回復ࡢࡽ࠿急性増悪࡝࡯いࡁ大ࡀ増加幅ࡢࡑ

ࡢ気㐨内ࠊࡣ記慢性呼吸器疾患࡛ୖ࡟うࡼࡢࡇ  IL-8 ࡜ࡇࡿࡍ࣮ࣝࣟࢺンࢥࢆ

療ࢻイࣛࣟࢡ少㔞࣐ࡿ有効࡛あ࡟疾患ࡢࡽࢀࡇ実㝿ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡽ考え࡜㔜要ࡀ

法࡛ࡣ気㐨内ࡢ IL-8 産生抑制ࡀ観察࡚ࢀࡉいࡇࠋ[68]ࡿういࡓࡗ観点ࡽ࠿ᮏ実

験ࡢ結果ࢆ見࡚ࠊ࡜ࡿࡳ明࡞࠿ࡽ細胞㞀害性ࢆ持ࠊࡎࡓ前処置ࡿࡼ࡟ IL-8 産生

抑制効果ࢆ示ࡓࡋMDPࠊࡣ緑膿菌࡝࡞ flagellinࢆ有ࡿࡍ細菌ࡢ侵入時࡟気㐨組

織࡟対࡚ࡋ保護的࡟働く可能性ࡀ示唆ࠋࡿࢀࡉᮏ実験ࡣあく࡛ࡲ flagellinࡢ࡜関

ಀ࡟焦点ࢆ当࡚࡛ࡢࡶࡓあࠊࡾ௒後࡟ࡽࡉ他ࡢ PRRs ligand࡜MDPࡢ࡜関ಀࢆ

含࡚ࡵ動物実験ࡢ࡛࡝࡞検証ࡀ必要࡛あࠊࡀࡿ慢性ࡢ呼吸器疾患ࡢ病勢ࢥンࢺ

 ࠋࡓࢀࡽ考えࡀ可能性ࡿࡍ寄୚ࡀMDPࡢ病原微生物⏤来分子࡟࣮ࣝࣟ
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結論 

ࡿ構ᡂᡂ分࡛あࡢ鞭毛ࡢ細菌ࠊい࡚࠾࡟気㐨ୖ皮⏤来細胞(BEAS-2B)ࢺࣄ 

flagellinࡣTLR5࡟認識ࠊࢀࡉNF-κB活性໬ࡧࡼ࠾MAPK ࣜࡢン酸໬ࢆ経࡚ IL-8

産生ಁࡀ進ࠊ࡜ࡇࡿࢀࡉཬࡧ様々࡞細菌࢝ࣜࢢࢻࢳࣉ࣌ࡢン࡟含ࡿࢀࡲMDP࡛

前処置ࢆ行うࡢࡇ࡜応答ࡀ抑制ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ示ࠋࡓࢀࡉ 

ࡿࡍ有ࡀ࡝࡞緑膿菌ࠊࡣ知見ࡢࡽࢀࡇ  flagellinࡀ病原性ࢆ有ࡧࡼ࠾ࠊ࡜ࡇࡿࡍ

COPD࡝࡞慢性的࡟細菌ࡀ定着ࡋうࡿ呼吸器疾患患者࠾࡟い࡚MDPࡢ存在ࡀ気

㐨組織࡟対࡚ࡋ保護的࡟働く可能性ࢆ示࡜ࡢࡶࡍ考えࠋࡓࢀࡽ  
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