
 

博士論文 

 

 

 

 

病原微生物分子に対する気道上皮細胞の 

Pattern Recognition Receptorsの役割 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 鈴 木 智 史  



1 

 

 

 

 

 

 

病原微生物分子 対 気 皮細胞  

Pattern Recognition Receptors 役割 

 

 

 

 

大学院博士課程 医学系研究科 内科学専攻 呼吸器内科学 

指導教員 長瀬隆英 教授 

鈴木智史 



2 

 

目次 

要旨   ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥   3 

序文(背景 目的) ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥     4 

材料 方法  ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥    14 

結果   ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥    19 

考察   ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥    36 

結論   ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥    43 

謝辞      ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥    44 

引用文献  ‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥    45 

  



3 

 

要旨 

 常 外界 接 い 気 的確 病原微生物 排除 行う自然免

疫 働 要 あ 中 Pattern Recognition Receptors(PRRs) 様々 病

原微生物分子 認識 役割 持 い 回 気 皮細胞 い 細

菌 鞭毛 構 分 あ flagellin Toll-like receptor5(TLR5) 炎症性サ

イ イン産生 応答 別 PRRs ligand あ

ン 構 分 あ muramyl dipeptide(MDP) 併存 修飾 う

細胞 確認 結果 慢性呼吸器疾患患者

気 感染症 各種 PRRs 相互作用 関 可能性 示唆  
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序文 (背景 目的) 

 世界 発展途 国 中心 急性 気 感染症 発症 代 問わ

数多く見 現在 多数 死者 数え い 一方 国 高齢者 中

心 死 率 高く 2011 以降 人 死因 第 3 占 い [1]

国 含 進国 慢性閉塞性肺疾患(COPD) 急性増悪

死 者 割 増加 問題 い 加え 抗癌剤 免疫 状態

和見感染 後 増 考え 患者 一般的

市中肺炎 起因菌 加え 緑膿菌 関 大 く 篤 肺

炎 宿主側 誘導 強い炎症 関 い 知 い

抗菌薬 開発 発 著 い現在 い 気 感染

解明 新 予防法や治療法 手 要 考え  

 気 外部環境 直接広範 接 絶え 微生物 接触 曝

い 各種 防御機構(物理的 免疫学的) 備わ 病原

微生物 排除 い 防御機構 第一 気 皮細胞 物理

的 線毛 働 あ 線毛 細気管支領域 気 皮 見

吸入 粒子や微生物 粘液 中枢側 輸送

気 侵入 防い い 気 粘液中 含 antimicrobial 
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peptidesや 関 [2] 機能 破綻 病原微

生物 排除 十分 場 自然免疫や獲得免疫 働く

要 微生物 認識 あ 特 自然免疫 い 中

心的役割 果 Pattern Recognition Receptors(PRRs) あ  

PRRs 細菌や イ い 微生物 構 分や核酸

(pathogen-associated molecular patterns PAMPs) 認識 Interleukin(IL)-8 IL-6

IL-1 サイ インや イン IFN 産生 周

細胞 活性 好中球遊走 進 炎症 応 惹起 微生物以外

尿酸や ATP 組織損傷 結果生 物質(damage-associated molecular 

patterns DAMPs) 認識 あ [3, 4] 組織 恒常性維持や修復 寄

い 繊維や 認識 関 塵肺症

病因 一 考え い  [5, 6] 他 肺線維症[7]や ALI/ARDS[8] 人工呼

吸器関連肺 害[9] 発症 関連 示唆 報告 散見  

PRRs Toll-like receptors(TLRs) NOD-like receptors(NLRs)や RIG-Ⅰ-like 

receptors(RLRs) cytoplasmic DNA sensors あ 様々 ligand 対応

い (表 1)  
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表 1 主 Pattern Recognition Receptors 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 
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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] 改変 

 

 

中 TLRs 最 研究 解析 進 い PRRs あ TLRs 細胞膜

あ い endolysosome 膜 発現 い 膜貫通 ン 質 あ ligand

認識 行う N-terminal leucine-rich repeats(LRRs) domain 細胞質側

signal 伝 関 Toll/IL-1R homology(TIR) domain 構 い

[11]( 1) 10 種類 同定 異 微生物

molecular pattern 認識 い [10] (表 1) 細菌感染 い 代表的

TLR2 陽性菌 細胞壁中 イ 酸や ン や

TLR4 陰性菌 細胞壁 分 あ lipopolysaccharide(LPS) 認識

く知 い 一方 TLR5 細菌 鞭毛 構 ン あ flagellin

認識 い  
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flagellin TLR5 認識 TIR domain ン

あ MyD88 活性 IRAK TRAF6 経 TAK1 活性

後 IκB kinase(IKK)複 体 活性 NF-κB活性 起 経路

Mitogen Activated Protein Kinase(MAPK) ン酸 AP-1 転写因

子 活性 起 経路 2 結果 炎症性サイ イン あ

IL-8や CCL20等 産生 進 ( 2)[12-14]  

 

 

1 代表的 Pattern Recognition Receptors 構造  TLRs ligand 結

LRRs domain 細胞質内 あ 伝 ン

作用 TIR domain 一方 NLRs C 端 LRRs domain

同様 N 端 CARDや PYD domain 中間 NACHT 

domain 持 い CARDや PYD 流 伝 働 担う

文献[10] 改変  
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2 flagellin/TLR5 MDP/NOD2 伝 模式   細胞膜

あ TLR5 flagellin分子 認識 細胞質内 ン

あ MyD88(myeloid differentiation factor 88) IRAK(interleukin-1 

receptor-associated kinase) TRAF6(TNF receptor associated factor) TAK1

伝 TAK1(Transforming growth factor β-activated kinase 1) 活性

転写因子 あ NF-κB 活性 経路 MAPK ン酸

AP-1 転写因子 活性 経路 2 IL-8 炎症性

サイ イン 産生 誘導 一方 NOD2 細胞質内 あ MDP 結

RICK(Receptor-interacting serine/ threonine kinase) ン

TAK1 活性 TLR5同様 NF-κB活性 MAPK ン酸

文献[15, 16] 改変  
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flagellin/TLR5 伝 知見 多く や樹状細

胞 得 皮細胞 腸管 皮 い サ 菌や大腸菌

flagellin 用い あ 気 皮細胞 い 緑膿菌や

菌 flagellin 用い 報告 散見 い あ [17-21] 一方 気

皮細胞 気 粘膜 粘液産生 進 flagellin/TLR5 関 報

告 い [18, 19]  

特 flagellin 有 緑膿菌 COPD や 性汎細菌支炎 嚢胞性線維

症 い 慢性気 炎症疾患 関わ 深く 易感染状態 気 感

染症 原因菌 要 菌 あ 病因 flagellin 何 関

い 推測  

 

う一 代表的 PRRs あ NLRs 殆 細胞質内 存在 ン

質 あ C 端 TLRs 同様 LRR domain N 端 caspase 

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

inhibitor repeats (BIRs) domain 持 中間 NACHT domain 有 い

[22]( 1) NLRs 現在 20種類あ 同定 inflammasome 活

性 行う inflammasome 活性 直接 関 い 分
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Inflammasome 活性 NLRs NLRP1 NLRP3 NLRC4 あ

ligand 認識 apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD

ASC や Caspase-1 inflammasome 呼 ン 複 体

形 Caspase-1 活性 経 pro IL-1 や pro IL-18 活性型 IL-1

 IL-18 産生誘導 行わ [23] 一例 flagellin分子 ligand

NLRC4 細胞質内 伝 模式 3 示  

 

3 NLRC4 伝 模式   NLRC4 細胞質内 flagellin分子

NAIP(neuronal apoptosis inhibitory protein) 認識 flagellin 認識

NLRC4 ASC(apoptosis-associated speck-like protein containing CARD)や

pro-Caspase-1 inflammasome 呼 ン 複 体 形

pro-Caspase-1 活性型 Caspase-1 pro-IL-1 や pro-IL-18 活性

型 IL-1 や IL-18 変 文献[24] 改変 
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inflammasome 活性 い NLRs NOD1や NOD2 あ

ン RICK(Receptor-interacting serine/ threonine kinase)活性 MAPK

ン酸 や NF-κB 転写因子活性 各種炎症性サイ イン

産生 誘導 ( 2)[25] [26]  

NOD1 主 陰性菌 細胞壁 構 分 あ

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

pneumoniae[28], H. influenzae, L. pneumophila[29] 認識 関わ い

知 い 一方 NOD2 白血球 く気 皮細胞 発現

[30] [31] 陰性菌 陽性菌 問わ 広く細胞壁 ン中

存在 い muramyl dipeptide (MDP) 認識 M. tuberculosis [32, 33], S. 

pneumoniae[30], C. pneumoniae[34] 免疫 応 関 い  

 MDP NOD2 活性 以外 NLRP3や NLRP1 い 他 NLRs

作用 IL-1 産生 [35, 36] NOや活性酸素 産生 関

報告 い [37] い MDP 単独 作用 微細 あ

い  

一方 MDP 併存 LPSや ン い TLRs 刺激

サイ イン(IL-1 IL-6 IL-8)産生 増強 報告 い  
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[38-41] 相 効果 NOD2 依存性 生 示 い 詳細

明 い い 系細胞や樹状細胞 腸管

皮細胞 複数 研究 あ 一方 気 皮細胞 MDP LPS 同時刺

激 IL-8産生 増強 報告 い あ [42] MDP

flagellin 刺激 サイ イン産生 変 知 い い  

 回私 気 皮細胞 flagellin刺激 産生 サイ イ

ン 測定 MDP 併存 う 変 検証

COPD 慢性呼吸器疾患 念頭 菌定着 あ 気 病原微生物 侵入

場 PRRs 役割 い 考察  
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材料 方法 

細胞 養 

ATCC(American Type Culture Collection) 購入 BEAS-2B細胞 使用

BEAS-2B細胞 剖検 得 正常気管支 皮細胞 来 SV40/

イ 12 イ ッ 感染 死 細胞株 あ 同細胞

10% FBS 含 Dulbecco’s modified Eagle’s medium nutrient mixture F12 

(DMEM/F-12) 用い 37℃ CO2濃度 5% 養 行  

試薬 

 flagellin(Salmonella typhimurium 来) MDP TLR5中和抗体(IgA)

ン IgA InvivoGen社 購入 MAPK 阻害薬

あ SB203580(p38阻害薬) PD98059(ERK阻害薬) Cell Signaling社

購入 用い  

 Western Blotting法 用い 1次抗体 phospho-ERK抗体(E-4) ERK抗体

(C-16) p38 抗体(H-147) phospho-JNK 抗体(G-7) JNK 抗体(D-2) Santa Cruz

社 phospho-p38抗体(#9211) Cell Signaling社 NOD2抗体(#31488)

abcam 社 購入 2 次抗体 DAKO 社 ヤ 来抗 あ
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い 抗 サ 免疫 ン 抗体 用い 学発 起

HRP 質 Millipore社 購入 (WBLUF0100)  

細胞 対 flagellin刺激 MDP前処置 MAPK阻害薬 前投  

 12-well あ い 6-well (Western Blotting 法 行う場 ) plate 養

BEAS-2B 細胞 80-90% confluent 発育 非血清 地 混

flagellin 100ng/mL 濃度 投 MDP 前処置 行う

flagellin刺激 16時間前 MDP 10μg/mL 濃度 加え MAPK 阻

害薬 使用 場 flagellin刺激 1時間前 前投 行う 濃度

SB203580(p38阻害薬) 10μM PD98059(ERK阻害薬) 100μM  

ELISA法 Interleukin-8 (IL-8) IL-6 IL-1  定  

BEAS-2B 細胞 対 flagellin 刺激 4 時間後 養液 回

養液 human IL-8 ELISA kit (Thermo scientific) 用い 従い IL-8

定 行 同様 IL-6 IL-1 い human ELISA kit(Thermo 

scientific) 用い 定 定 い BIO-RAD 社 Microplate 

Reader(iMARK™) 450nm 吸 度測定 行  
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Dual Luciferase Assay NF-κB 転写活性 測定 

 BEAS-2B細胞 12-well plate 1wellあ 5x10
5
個 撒 24時間 養

行 後 NF-κB 500ng/well イ

(pRL-TK vector) 50ng/well( Promega)

transfection試薬 あ FuGENE6(Promega) 用い 遺伝子導入 導入 48

時間後 細胞 養液 除去 flagellin刺激 行い 6時間後 細胞溶解液

回 回 溶解液 対 イ 比較 相対的 NF-κB

発 酵素活性 (relative luciferase units ; RLU) 計測 測定

Dual-Luciferase® Reporter Assay System(Promega) 沿い Gene 

Light-200(Microtec) 行  

Western Blotting法 ン酸 MAP kinase 検出 

BEAS-2B細胞 対 flagellin刺激 0,15,30,60分後 養液 除去 PBS

洗浄 行い 200μL RIPA buffer 細胞溶解液 得 溶解液

10％ 使用 SDS 電気泳動

(SDS-PAGE) 行 後 Western Blotting法 ン ン 転

写後 MAP kinase ン酸 確認  

 1次抗体 phospho-ERK抗体(1:2000) ERK抗体(1:1000) phospho-p38抗
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体(1:500) p38抗体(1:1000) phospho-JNK抗体(1:1000) JNK抗体(1:1000) NOD2

抗体(1:500) 括弧内 希釈 2次抗体 各々1次抗体 ヤ

来 抗 あ い 抗 サ 免疫 ン 抗体(HRP 標

識) 10000倍希釈 使用 後 HRP 質 加え 生 学発

BIO-RAD社 画像撮影 (ChemiDoc™ XRS+) 検出 ン

intensity 同社 Image Lab™ software 使用 定 行い < ン酸

MAPK/全MAPK> 比率 算出 示  

MDP前処置 細胞 害性 評価  

 細胞 害 養液中 放出 LDH 測定 評価 行

(LDH assay) 12-well plate 発育 BEAS-2B細胞 用い 一 養液 除

去 後 MDP 含 養液あ い ン 養液 加え 16時

間後 養液 回 サン 群 ン 群 一方

無処置 細胞 溶解 液 作 内在 LDH群 各群

液 Roche社 Cytotoxicity detection kit plus(LDH) 用い 従い処

理 行い 490nm 吸 度 測定 LDH 測定 サン 群

cell viability 以 数式 算出  

 Cell viability(%) = ( − サン 群 吸 度− ン 群 吸 度

内在 LDH群 吸 度− ン 群 吸 度

) ×  (%) 
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統計解析 

 ELISA法 Dual Luciferase Assay い 1条件 3標 再現性

確認 均値 標準偏差 算出 間 均値 差 検定

い 群間 検定 student’s t検定 群間以 One-way ANOVA

行い 有意水準 5% 満 有意 統計処理 JMP収(SAS 社 version 

10.0.0) 用い  
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結果 

flagellin刺激 気 皮細胞(BEAS-2B) 炎症性サイ イン 産生 

 初 BEAS-2B 細胞 flagellin 対 応答 検証 80-90% 

confluent 発育 同細胞 対 flagellin(S. typhimurium 来) 100ng/mL

濃度 刺激 4 時間後 回 細胞 養液 用い IL-8 IL-6 IL-1

産生 ELISA法 測定 ( 4) 結果 IL-8 産生 明 認

IL-6 IL-1 い 殆 産生 確認

以 flagellin IL-8産生増加 い 詳 く検証  

4 flagellin刺激 対 気 皮細胞 サイ イン産生  12-well plate

80-90% confluent 発育 BEAS-2B 細胞 用い 養液 除去後

flagellin 100ng/mL 濃度 含 養液 ン 1mL/well 加

え刺激 行い 4時間後 養液 回 ELISA法 IL-8 (A) IL-6 (B) IL-1

 (C) 測定 行 2群間 有意差 あ 示 (p<0.05) N=3  

A 
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B C 
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 flagellin刺激後 養液中 IL-8濃度 昇 気 皮細胞 内在

IL-8放出 い 示 flagellein刺激前後 細胞質内

IL-8 測定 養液中 放出 IL-8 比較 行 ( 5) 細

胞質内 IL-8 flagellin刺激 前後 刺激後 細胞外 放出

比 非常 微 あ flagellin刺激後 養液中 IL-8濃度 昇 細胞

質内 IL-8放出 く 新 産生 示

以後 実験 同細胞 IL-8産生 評価 養液

用い ELISA法 定 妥当 あ 考え  

 

5 flagellin刺激前後 気 皮細胞内 IL-8 養液中 IL-8

放出   12-well plate 発育 BEAS-2B細胞 対 100ng/mL 濃度

flagellin 含 養液 ン 養液 加え 刺激 4時間

後 養液 刺激前後 細胞 RIPA buffer 用い作 細胞溶解液

中 IL-8 ELISA法 測定 1-wellあ 示

2群間 有意差 あ 示 (p<0.05) N=3  
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     刺激前             刺激後                     刺激後     コントロール 

         ---------細胞溶解液--------                     -------------培養液------------- 
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flagellin刺激 BEAS-2B細胞 IL-8産生 

 BEAS-2B細胞 対 刺激物質 flagellin 適濃度 確認

0～300ng/mL 範 段階的 濃度 設定 各々刺激後 IL-8産生

測定 ( 6) 結果 IL-8産生 flagellin濃度依存的 増加

30ng/mL以 濃度 示 以降 実

験 刺激濃度 100ng/mL 設定  

 

 

6 刺激 用い flagellin 濃度 気 皮細胞 IL-8 産生   

12-well plate 80-90% confluent 発育 BEAS-2B細胞 対

0 1 10 30 100 300ng/mL 濃度 flagellin 含 養液 加え 4

時間後 養液 サン 回 ELISA法 IL-8 定 行 N=3  
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 次 flagellin刺激後 IL-8産生 経時的変 確認 flagellin刺激

0 2 4 8 16 24時間後 養液中 IL-8 定 ( 7) 結果

flagellin刺激後 IL-8産生 4時間後以降 以降

実験 刺激 4時間後 養液 IL-8 測定  

 

 

 

7 flagellin刺激後 気 皮細胞 IL-8産生 時的変   12-well 

plate 80-90% confluent 発育 BEAS-2B細胞 対 100ng/mL 濃度

flagellin 含 養液 加え 0 2 4 8 16 24時間後 養液

回 ELISA法 IL-8 定 行 N=3  
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flagellin刺激 IL-8産生 い 伝  

 い flagellin刺激 IL-8産生 進 他 細胞 確認 い う

TLR5 い 確認 TLR5 対 中和抗体 用い

IL-8産生 変 検証 細胞 養液中 各種濃度 TLR5中和抗体

ン IgA抗体 加え 1時間後 flagellin(100ng/mL) 刺

激 ( 8) 結果 TLR5中和抗体 濃度依存性 IL-8産生

300ng/mL flagellin 刺激時 同 水準 抑制 BEAS-2B細胞

flagellin刺激 IL-8産生 細胞膜 TLR5 い 考え  

8 flagellin刺激 気 皮細胞 IL-8産生 TLR5中和抗体 影

響  12-well plate 80-90% confluent 発育 BEAS-2B細胞 対

100ng/mL 濃度 TLR5中和抗体或い ン IgA抗体 前処置 1

時間後 flagellin(100ng/mL) 含 養液 加え 4時間後 養液 回

ELISA法 IL-8 定 行 (A) 次 各種濃度 TLR5中和抗体 前

処置 行い 同様 flagellin刺激後 養液中 IL-8 定 (B) 2群

間 有意差 あ 示 (p<0.05) N=3  
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 次 flagellin TLR5 結 経路 活性 IL-8

産生 検証 2 示 う 他 細胞

flagellin TLR5 結 細胞質側 ン あ

MyD88や IRAK TRAF6 経 TAK1 活性 後 IκB kinase(IKK)複

体 活性 NF-κB活性 起 経路 MAPK ン酸

AP-1 転写因子 活性 起 経路 IL-8 産生 [12-14]  

 

 経路 い flagellin刺激後 NF-κB活性 有無 dual 

luciferase assay 確認 わ NF-κB

遺伝子 ン イ

遺伝子 BEAS-2B細胞 ン ョン flagellin刺激前後

質添加時 発 測定 RLU(relative luciferase units) 算

出 刺激後 刺激前 比較 有意 NF-κB 活性 見 ( 9)

flagellin刺激 IL-8産生 NF-κB活性 経路 関 い 示
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9 気 皮細胞 flagellin刺激 NF-κB活性 変   あ

NF-κB pRL-TK 遺伝子導入 行 BEAS-2B細胞 対

flagellin(100ng/mL) 含 養液 刺激 行 4時間後 細胞 溶解

溶液 用い Dual luciferase assay NF-κB活性 測定 RLU(relative 

luciferase units) 表示 2群間 有意差 あ 示 (p<0.05)

N=3  
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経路 い flagellin刺激後 細胞溶解液 用い SDS-PAGE

Western Blotting法 各種MAPK ン酸 有無 検証 結果

ERK p38 関 MAPK ン酸 確認 ( 10) 一方 JNK

い 回 実験手法 ン酸 検出  

 

 

10 気 皮細胞 flagellin刺激 伴うMAPK ン酸    

80-90% confluent 発育 BEAS-2B細胞 対 flagellin(100ng/mL) 含

養液 刺激 行い 0 15 30 60分後 LIPA buffer 細胞溶解液

作 細胞溶解液 用い SDS-PAGE Western Blotting法 行い 各種MAPK

ン酸 確認 一次抗体 phosho-ERK p38 JNK抗体

ン total ERK p38 JNK抗体 用い 写真 17 同一

(MDP前処置 部分) 示  

p-ERK           p-JNK 

0 15 30 60          0  15     30     60min 

ERK            JNK 

p-p38 

p38 
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次 flagellin刺激 行う 1時間前 ERK 阻害薬(PD98059)や p38 阻害薬

(SB203580) 処理 場 IL-8産生 変 検証 MAPK

経路 ッ IL-8 産生 抑制 確認 ( 11)  

以 BEAS-2B細胞 flagellin TLR5 結 NF-κB活性

MAPK ン酸 方 経路 炎症性サイ イン あ IL-8

産生 示  

 

11 MAPK阻害薬 flagellin刺激後 気 皮細胞 IL-8産生

影響  12-well plate 80-90% confluent 発育 BEAS-2B細胞 対

ERK阻害薬(PD98059) p38阻害薬(SB203580) 100μM 10μM

濃度 前処置 1時間後 flagellin(100ng/mL) 含 養液 加え flagellin

刺激 4時間後 養液 回 ELISA法 IL-8 定 行 2

群間 有意差 あ 示 (p<0.05) N=3  
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flagellin刺激 IL-8産生 MDP同時刺激 前刺激 影響 

 MDP(10μg/mL) flagellin(100ng/mL) 同時刺激後 IL-8産生

flagellin単独時 MDP単独時 比較 ( 12) MDP(10μg/mL)単独 刺

激 無刺激 場 同様 IL-8産生 殆 く flagellin 同時刺激

時 flagellin単独時 明 差 認  

 

 

12 flagellin muramyl dipeptide (MDP) 同時刺激 気 皮細

胞 IL-8産生  12-well plate 80-90% confluent 発育 BEAS-2B

細胞 対 ン 養液 flagellin(100ng/mL)やMDP (10μ

g/mL) 含 養液 加え 刺激 4時間後 養液 サン 回

ELISA法 IL-8産生 定 2群間 有意差 あ 示

(p<0.05) N=3  
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一方 100ng/mL flagellin刺激 6 示 う BEAS-2B細

胞 産生 う IL-8 最大 既 い 可能性 考え

濃度(1 10ng/mL) flagellin刺激 MDP 同時刺激 行い IL-8

産生 評価 行 ( 13) 結果 1ng/mL 10ng/mL flagellin刺激

い MDP同時刺激 有無 IL-8産生 有意差 示 従

100ng/mL 場 濃度 flagellin MDP 同時刺激

IL-8産生 増強 起 い 考え  

 

 

13 濃度 flagellin MDP 同時刺激 気 皮細胞

IL-8産生  12-well plate 発育 BEAS-2B細胞 対 0 1 10ng/mL

濃度  flagellin 0 10μg/mL 濃度 MDP 含 養液 加え

刺激 4時間後 養液 回 ELISA法 IL-8産生 定 N=3  
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 次 flagellin刺激 行う前 あ MDP 加え い 場 IL-8産生

影響 検証 MDP(10μg/mL) 含 養液

細胞 前処置(overnight ; 16時間) 後 flagellin 含 養液 交換 行

サン 回 従来通 4時間後 行い ELISA法 測定 結

果 14 示 う MDP前処置 行 場 flagellin刺激後 IL-8

産生 処置 場 比 有意 抑制 い  

14 MDP前処置 行 場 flagellin刺激 気 皮細胞 IL-8

産生 対 影響  BEAS-2B細胞 対 MDP (10μg/mL) 加え

16時間後 flagellin(100ng/mL) 含 養液 交換 flagellin刺激 4

時間後 養液 サン 回 ELISA法 IL-8産生 定

2群間 有意差 あ 示 (p<0.05) N=3  
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 い MDP前処置 行う時間 flagellin刺激後 IL-8産生 影響 検

証 前処置 時間 8 16 24時間 変え 同様 実験 行 (

15) 結果 前処置 8時間 場 flagellin刺激後 IL-8産生 影

響 確認 16時間 24時間 群 同等 IL-8産生抑制 認

以後 実験 IL-8抑制効果 検証 あ MDP

前処置 時間 16時間 設定 妥当 考え  

 

 

 

15 MDP前処置時間 flagellin刺激後 IL-8産生   12well plate 発

育 BEAS-2B細胞 対 MDP (10μg/mL) 加え 8 16 24時間

後 flagellin(100ng/mL) 含 養液 交換 MDP前処置 flagellin

加え 含 flagellin刺激 4時間後 養液 回 ELISA法 IL-8

産生 定 2群間 有意差 あ 示 (p<0.05) N=3  
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 一方 MDP前処置 IL-8産生 MDP 細胞 害性 起因

可能性 考え 評価 LDH assay 用い 行 16時間

MDP前処置 行 細胞 養液中 LDH活性 無処置 細胞 養液

MDP前処置 行わ 全 細胞 溶解 液 共 測定 材料 方法

前述 方法 cell viability 算出 ( 16) 結果 投 16時間

時点  cell viability MDP 10μg/mL 場 50μg/mL 高濃度 場

ン 間 有意差 認 10μg/mL MDP

前処置 明 細胞 害性 い 考え  

 以 気 皮細胞(BEAS-2B) い MDP前処置 flagellin

IL-8産生 抑制的 働く可能性 示唆   

16 MDP前処置 細胞 害性 有無 評価  12-well plate 発育

BEAS-2B細胞 対 10 50μg/mL 濃度 MDP 含 養液

あ い ン 養液 加え 16時間後 養液 回 養液

中 LDH活性 測定 サン 群 cell viability 算出 示 N=3  
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MDP前処置 flagellin-TLR5 伝 影響 

 flagellin刺激 細胞膜 TLR5 後 NF-κB活性 MAPK

ン酸 いう 2 経路 経 IL-8産生 前述 い (あ

い 両方) 経路 MDP前処置後 IL-8産生 関 い 検証

 

MDP前処置や flagellin刺激 行 後 LIPA buffer 用い 細胞溶解液

取 SDS-PAGE Western Blotting法 各種MAPK(ERK p38 JNK)

ン酸 状態 確認 ERK p38 flagellin単独刺激時 ン

酸 進 認 ( 17) 一方 MDP前処置 行 場 flagellin

刺激後 ン酸 進 示 JNK MDP前処置 有無 関

わ 回 実験方法 ン酸 確認  
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17 気 皮細胞 flagellin刺激 伴うMAPK ン酸    

80-90% confluent 発育 BEAS-2B細胞 対 flagellin(100ng/mL) 含

養液 刺激 行い 0 15 30 60分後 LIPA buffer 細胞溶解液

作 flagellin刺激 16時間前 MDP (10μg/mL) 加え 場 同様 手

順 行 細胞溶解液 用い SDS-PAGE Western Blotting法 行い 各種

MAPK ン酸 確認 (A) 一次抗体 phosho-ERK p38 JNK抗体

ン total ERK p38 JNK抗体 用い

phospho-ERK/p38 ン intensity total ERK/p-38 ン

intensity 標準 刺激 0分後 1 各時点 ン intensity
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次 MDP前処置 行 場 flagellin刺激後 NF-κB活性 Dual 

luciferase assay 測定 ( 18) う MDP前処置 後 flagellin刺

激 行 NF-κB活性 前処置 行わ flagellin単独刺激 場 比

い 認 い あ  

 以 2 実験結果 MDP前処置 IL-8産生抑制 NF-κB

活性 経路 あ 関 MAPK ン酸 抑制

大 く関 い 可能性 示  

 

18 flagellin刺激時 NF-κB活性 MDP前処置 え 影響  あ

NF-κB pRL-TK 遺伝子導入 行 BEAS-2B細胞 対

flagellin(100ng/mL)刺激 16時間前 MDP前処置(10μg/mL) 行

flagellin刺激 4時間後 取 細胞溶解液 サン Dual 

luciferase assay NF-κB活性 測定 RLU (relative luciferase units) 算

出 表示 2群間 有意差 あ 示 (p<0.05) N=3  
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考察 

 実験 気 皮 来 細胞株(BEAS-2B) 用い 細菌 鞭毛 構

分 あ flagellin 対 細胞 応答 炎症性サイ イン あ IL-8

産生 中心 見 応 細胞膜 TLR5 flagellin認

識 細胞内 転写因子 あ NF-κB 活性 や MAPK ン酸

関 い 確認 IL-8 産生 応答

様々 細菌 ン構 分 別 PRRs あ NOD2

ligand あ muramyl dipeptide (MDP) 前処置 抑制 明

 

 flagellin刺激 IL-8産生 い BEAS-2B細胞 P.aeruginosa

来 flagellin 報告 い [43] 単球系 細胞や腸管 皮細胞

他 細胞 証明 い 同様 経路 回確認 [12-14]

IL-8 好中球 活性 遊走 進 代表的 炎症性サイ イン あ

直接外界 接 気 皮細胞 一部 病原微生物 有 flagellin

認識 炎症 惹起 病原微生物 や 排除 寄 う

考え  
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一方 回 実験 炎症性サイ イン あ IL-6 や IL-1 産生

認 IL-6 B 細胞 分 進 液性免疫 活

性 急性期 ン 産生 進や気 ン産生 関

サイ イン あ [44, 45] BEAS-2B細胞 LPSや大気汚染物質 曝

露 産生 知 い [46, 47] 肺胞 皮細胞株

Legionella菌 flagellin 産生 報告 い [48] BEAS-2B細胞

flagellin 産生 進 示 研究 現在 確認  

IL-1 好中球や ン 球 増殖 血管内皮細胞 接着 進

多岐 わ 効果 有 初期免疫応答 い 中心的 役割 持 サイ

イン あ 前述 う NLRs ligand 認識や inflammasome

活性 経 単球系 細胞 分泌 [49, 50] 回

用い BEAS-2B 細胞 LPS や silica 刺激 産生 確認 い

[6, 51] 産生 単球系 細胞 比 極少 あ 実

験 flagellin刺激 産生 非常 少 く 生体内 産生元 気

皮細胞 関 少 い 考え  

 次 NOD2 ligand あ MDP TLR 伝 え 影響

い 述 報告 系細胞や腸管 皮細胞 中心
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用い MDP TLR ligand 同時刺激 炎症性サイ イン 産

生増強 示 い [38-41] flagellin 関 研究 腸管 皮細胞 MDP

同時刺激 IL-8 産生増強 示 一篇 あ [41] 気 皮 報告

い 回 一連 実験 気 皮細胞(BEAS-2B) 用

い flagellin MDP 刺激時 IL-8産生 検証 結果

flagellin濃度 MDP 同時刺激 産生増強 示

一方 MDP 前処置 flagellin刺激後 IL-8産生 逆 抑制

見い 過程 flagellin/TLR5 伝 う 特

MAPK ン酸 阻害 い 可能性 示唆  

 MDP前処置 TLR刺激 応答抑制効果 過去 Hedl 来

用い TLR4 刺激後 TNF- や IL-8 IL-1 産生抑制

報告 い [52, 53] 回 一連 実験結果 抑制効果 気 皮細胞

用い flagellin 刺激物質 用い 初 示 いう

点 意義 あ 考え Hedl 設定 前処置 MDP濃度 100

μg/mL 回用い 10μg/mL 10倍 あ 実 腸管内

MDP 濃度 100μg/mL [54] 気 皮細胞 使う 回 実

験 十分 い濃度 妥当 考え 10μg/mL 設定  
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 MDP前処置 IL-8産生抑制 起 現時点 明

い 可能性 MDP 細胞膜 TLR発現 誘導 細胞質内

TLR 伝 阻害 考え 述 用い

研究 TLR 発現 影響 く TLR 比較的 流 置

IRAK(IL-1 receptor-associated kinase) 活性 や IRAK 阻害物質 あ

IRAK-M 発現増加 示 い [53] rapamycin MDP 前処置 効

果 消失 細胞増殖や ン 球 分 活性 要

mTOR(mammalian target of rapamycin)経路 関 示唆 い [52]  

回 実験 MDP前処置後 MAPK ン酸 NF-κB活性 程度

離 見 flagellin/TLR 流部分 何 影響

あ 可能性 推測 一方 MDP NLRP3 IL-1 や IL-18

産生 進 行う イ NLRs 働く 伝 影響 え 可

能性 あ [35, 36]  

 回 一連 実験 いく 問題点 挙 第 1 回

用い flagellin分子 あ 生菌 扱 感染実験 い いう点 あ

実 菌体 ンや LPS い 他 TLR ligand 含

菌 細胞内侵入 細胞質内 NLRs 刺激 多種 PRRs
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同時 伝 想定 回 flagellin/TLR5 応答

MDP 相互作用 中心 検証 菌体 用い 実験系 簡素

生体内 近い状況 検証 後菌体 用い 感染実験 必要

あ う  

第 2 問題点 回用い 市販 Salmonella typhimurium 来 flagellin

分子 あ P.aeruginosa や Legionella pneumoniae い 実 気 感染 起

菌種 い いう点 あ 当初 P.aeruginosa flagellin分子

単離 精製 過去 報告[55] い 試 LPS除去 完全 純度

問題点 市販 い flagellin S. typhimuriumや E.coli

腸内細菌 来 や く同様 実験 頻用 い 前者

購入 使用 flagellin分子 い 免疫応答 強弱 異 報

告 あ [43] 伝 経路 同様 あ 来 P.aeruginosa

単離精製 使用 望  

第 3 動物実験 行 い い点 あ 生体内 気 気 皮細胞

く 気 機能 一翼 担う粘液産生細胞や 樹状細胞や

い 免疫細胞 存在 い 特 後者 産生 サイ

イン 生体内 免疫応答 大 く修飾 い 可能性 高い 考え  
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 第 4 問題点 flagellin TLR5 く NLRs NLRC4

認識 可能性 挙 細胞質内 NLRC4 TLR5 伝

独立 前述 う inflammasome活性 IL-1 や IL-18

産生 進 行う 知 い [49, 50] 回 BEAS-2B 用い 実

験 最終産物 あ IL-1 産生 極少 あ 同細胞 NLRC4

関 殆 推測 原因 気 皮細胞

NLRC4 発現 十分 い 想定 ( 示 い い Western 

Blotting法や PCR法 確認 ) 実 気 組織 NLRC4 発現 殆

見 い 示 研究 あ [56] 生体内 い NLRC4 機能 場

限 い い[50, 57]  

 回 実験 気 皮細胞単独 細菌 鞭毛 構 分 あ flagellin

細胞膜 TLR5 認識 行い NF-κB 活性 MAPK ン酸

2 経路 経 IL-8 産生 進 細菌 構 分 あ

MDP 前処置 免疫応答 抑制 確認  

 知見 COPDや嚢胞性線維症(CF) 性汎細気管支炎(DPB)

慢性的 細菌 定着 う 慢性呼吸器疾患患者 い flagellin分子 緑

膿菌 細菌 侵入時 免疫応答 考え 一 可能性 あ  



42 

 

 通常 IL-8 産生 好中球 活性 遊走 進 炎症 惹起 病

原微生物 排除 働く 過剰 産生 組織 損傷 招い い長期

的 予後 悪 あ 実 健常人 比較 気管支肺胞洗浄液

や喀痰中 IL-8 COPD[58, 59] CF[60, 61] DPB[62] 患者 昇

症度や呼吸機能 相関 示 い [59, 63, 64] イン

IL-8 多い COPD 急性増悪 頻回 生 報告 あ [65] 加

え COPDやCF 急性増悪時 気 内 IL-8 増加 [58, 66, 67]

増加幅 大 い 急性増悪 回復 遅い 示 い [66]  

 う 記慢性呼吸器疾患 気 内 IL-8 ン

要 考え 実 疾患 有効 あ 少 イ 療

法 気 内 IL-8 産生抑制 観察 い [68] うい 観点 実

験 結果 見 明 細胞 害性 持 前処置 IL-8 産生

抑制効果 示 MDP 緑膿菌 flagellin 有 細菌 侵入時 気 組

織 対 保護的 働く可能性 示唆 実験 あく flagellin 関

焦点 当 あ 後 他 PRRs ligand MDP 関

含 動物実験 検証 必要 あ 慢性 呼吸器疾患 病勢 ン

病原微生物 来分子 MDP 寄 可能性 考え  
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結論 

 気 皮 来細胞(BEAS-2B) い 細菌 鞭毛 構 分 あ

flagellin TLR5 認識 NF-κB活性 MAPK ン酸 経 IL-8

産生 進 様々 細菌 ン 含 MDP

前処置 行う 応答 抑制 示  

 知見 緑膿菌 有 flagellin 病原性 有

COPD 慢性的 細菌 定着 う 呼吸器疾患患者 い MDP 存在 気

組織 対 保護的 働く可能性 示 考え   
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