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研究成果の概要（和文）：重症喘息の不可逆的な病態であるリモデリングの発生機序の一つに、上皮間葉転換
(EMT)の存在が示唆されている。本研究は、気道上皮細胞がEMTを起こすことによる、自然免疫系生体防御反応に
対する修飾作用とその成立機序を明らかにすることを目的とした。A549細胞において、TGF-β1を作用させてEMT
を誘導すると、LPSおよびCpG ODNに対するサイトカイン産生応答が有意に増強した。LPSに対する反応には、受
容体SREC-1の関与が示唆された。また、CpG ODNに対する反応には、NFκBの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is reported to be one of the 
mechanisms involved in induction of airway remodeling in severe asthma. The present study was 
performed to clarify the role of EMT caused by by airway epithelial cells in the innate immune 
response. EMT-induced A549 cells by TGF-β1 showed significantly greater production of inflammatory 
cytokines in response to LPS stimuli via SREC-1 as a receptor. On the other hand, those cells showed
 significantly greater production of inflammatory cytokines in response to CpG stimuli through 
activation of NFκB. In conclusion, upon induction of EMT, airway epithelial cells showed a stronger
 immune response against pathogens in terms of inflammatory cytokine production, which may be a 
cause of acute exacerbation of asthma in patients with a respiratory tract infection.

研究分野：呼吸器、アレルギー、内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
重症喘息では気道リモデリングを伴うことが多く、またしばしば呼吸器感染症に伴う急性増悪によりQOLが大き
く妨げられる。本研究では、気道リモデリングの原因の一つである気道上皮細胞のEMTにより、外来微生物由来
抗原に対するサイトカイン・ケモカイン産生応答が亢進することで、病態がより重篤化する可能性が示唆され
た。喘息のみならず、EMTが関与すると考えられている間質性肺炎や肺癌においても、呼吸器感染症による急性
増悪に同様の機序が関与している可能性も推察され、本研究結果を用いてその機序を明らかにし、治療ターゲッ
トまで解明することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

世界において喘息患者数は増え続けており、中でも重症喘息はしばしば急性増悪を来すことか

ら患者 QOL を低下させ、アレルギー診療の問題となっている。喘息を含む慢性呼吸器疾患の急性

増悪を来す原因として、最も高頻度に認められるのは呼吸器感染症である。重症喘息の不可逆的

な病態であるリモデリングの発生機序の一つに、上皮間葉転換(EMT)の存在が示唆されているが、

EMT と呼吸器感染症に対する自然免疫応答との関係を検討した報告は見当たらない。 

 

２．研究の目的 

本研究は、気道上皮細胞がEMTを起こすことによる、自然免疫系生体防御反応に対する修飾作

用とその成立機序を明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１）細胞 

気道上皮細胞株、A549細胞を用いた。 

（２）A549細胞のEMT誘導 

TGF-β1 10 ng/mlまたは10% Cigarette Smoke Extract(CSE)含有のmediumで72時間培養し、EMT

を誘導した。 

（３）サイトカイン濃度の測定 

EMTを誘導したA549細胞を、LPSまたはCpG ODNで刺激して得られた上清中のサイトカイン濃度を

Cytometric Bead Assay; CBAおよびELISA法で測定した。 

（４）Real-time PCR 

細胞を刺激した後、細胞からtotal RNAを抽出した。その後mRNAからcDNAに逆転写を行い、レフ

ァレンス遺伝子をβ-actinとしてΔΔCt法で相対定量した。 

（５）siRNAを用いたノックダウン 

siRNAをHiPerFect Transfection Reagent(Qiagen)に懸濁しノックダウンを行なった。ノックダ

ウンの評価についてはFACSおよびPCRで解析し、確認を行った。 

（６）フローサイトメトリーによる解析  

細胞表面発現は、各種特異抗体で標識後、FACSVerse(BD Biosciences)で測定した。 

（７）Western blot analysis 

刺激後の細胞をlysis buffer (RIPA buffer)で溶解し、SDS化、還元熱処理し､ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動を行なった。ウェット式でpolyvinylidene difluoride (PVDF)メンブレンに

転写し、抗体で標識後化学発光し、Amersham Imager 600(GE Healthcare Japan)で撮影した｡  

（８）統計解析 

連続変数の二群間比較はMann-Whitney’s U検定で、多群間比較はKruskal-Wallis検定で評価

し、統計学的有意差はP < 0.05とした。 

 

４．研究成果 

（１）EMT 誘導後 A549 細胞の LPS 刺激に対するサイトカイン産生応答 

TGF-β1で EMT 誘導した A549 細胞を、LPS 0.01, 0.1 ng/ml で 48 時間刺激し培養上清中の

IL-6、IL-8、GM-CSF 濃度を測定したところ、これらのサイトカインの産生が有意に上昇した

（Fig. 1）。IL-6、IL-8、GM-CSF mRNA 発現レベルも有意に増強した。 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 EMT 誘導後 A549 細胞の LPS 刺激に対するサイトカイン産生応答 

A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で 72 時間培養した後、図中に示す LPS 濃度で 48時間刺激し、上

清中の IL-6(A)、IL-8(B)、GM-CSF(C)濃度を測定した。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; ***P<0.001; ****p<0.0001 

 

（２）EMT 誘導による A549 細胞の LPS 受容体の発現レベルの変化および LPS 刺激に対するサイ

トカイン産生応答における SREC-1 の関与 

LPS 受容体として、TLR4, CD14, Caspase-4 および SREC-1 が報告されている。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。A549 細胞を TGF-β1 10 ng/ml で 24 時間培養し、EMT を誘導すると TLR4, CD14

および Caspase-4 mRNA 発現レベルが有意に低下した。その一方で、SREC-1 mRNA 発現レベルは

EMT 誘導により増強した。さらに、SREC-1 に対する siRNA を用いて SREC-1 をノックダウンした

ところ、LPS による IL-8 および GM-CSF mRNA 発現レベルが抑制された(Fig.2)。 

 

 

 

Fig. 2 EMT 誘導による A549細胞の LPS刺激に対するサイトカイン産生応答における SREC-1 の

関与 

A549 細胞に SREC-1 siRNA 10nM を 48 時間作用させ、LPS 0.1 ng/ml で 4 時間刺激した。total 

RNA を抽出し、real time PCR で IL-8 および GM-CSF の mRNA 発現量を相対定量した。エラーバ

ーは標準偏差(n =3-9)を示す。*P<0.05 

 

（３）EMT 誘導による A549 細胞の CD14、CD205 の発現レベルの変化 

我々はこれまでに EMT 誘導により、A549 細胞が CpG ODN の取り込みを亢進することを論文発

表している。CpG ODN の細胞内への取り込みに関与する受容体として、CD14 および CD205 が報告

されている。そこで、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。 

 EMT 誘導の有無による CD14 および 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。結果、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。 

 

（４）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  

我々はこれまでに EMT 誘導により、A549 細胞が IL-6, IL-8 および MCP-1 の産生を亢進する

ことを論文発表している。NFκB はいずれのサイトカイン発現にも関与する転写因子であるこ

とから、NFκBの特異的阻害である BAY11-7082 を使用し阻害実験を行った。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. 3)、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、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、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、SB203580、U0126 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。 

 以上の結果から、NFκB は IL-6、IL-8、MCP-1 いずれの産生にも関与しており、TGF-β1は

NFκB 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、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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 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 

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。 
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cont, control ODN 10 µg/ml; CpG, CpG ODN 10 µg/ml; BAY, BAY11-7082 5µM 

n.s., not significant; **P<0.01; ***P<0.001 

 

（５）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、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 

(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。 

 

（６）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 細胞および正常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。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。 

 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。 

 

以上、TGF-β1で EMT 誘導した A549 細胞において、LPS 刺激により SREC-1 を介してサイトカイ

ン産生が亢進した。我々はこれまでに TGF-β1で EMT 誘導した A549 細胞において、CpG ODN 刺

激によるサイトカイン産生が亢進したこと報告しているが、TGF-β1 で EMT 誘導した A549 細胞

の 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。一方、CSE によ

る EMT 誘導においては、これらの現象は認められなかった。 
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