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研究成果の概要（和文）： 

本研究は高齢者で特に問題となる褥瘡の感染を適切に予防・管理する新しい方策を構築
することを目的に、褥瘡感染発症メカニズム解明のための基礎的検討を行った。緑膿菌の
クオラムセンシングシグナルであるアシルホモセリンラクトンを線維芽細胞に曝露させた
際の細胞応答を検証したところ、Matrix metalloproteinase（Mmp-9）の遺伝子発現が上
昇していることが明らかとなった。特にこれらは AP-1/ERK/p38シグナリングパスウェイ
によって制御されていることを直接的に証明した。また、AHLにより特異的に上昇する遺
伝子群を DNA マイクロアレイ解析にて特定した。本研究により、創傷感染のメカニズム
に、AHLによる線維芽細胞のMmp-9発現誘導が関与していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study aimed to establish an appropriate strategy for prevention and control of 
pressure ulcer infection, an unsolved problem among elderly population. For exploring 
mechanism responsible for pressure ulcer infection, we targeted Pseudomonas 
aeruginosa quorum sensing system. We demonstrated the increased expression of 
matrix metalloproteinase (Mmp-9) gene, which acts as an inflammatory cytokine and 
proteinase, in fibroblasts exposed to 3-oxo-dodecanoyl homoserine lactone (AHL). This 
induction was occurred via AP-1/ERK/p38 signaling pathway. For further exploring 
mechanism above this pathway, we assessed the gene expression changes by DNA 
microarray using fibroblast exposed to 10µM of AHL, which is determined to be 
detrimental concentration for fibroblast response to AHL. This study suggested the 
contribution of AHL on the inflammation and tissue destruction by P. aeruginosa 
during wound healing process through the specific signaling pathway to fibroblast by 
inducing Mmp-9 gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 

急速な高齢化により皮膚創傷を有する高
齢者の数が急増しているため、その予防が最
も重要であることは言うまでもない。創傷が
発生した場合、特に、褥瘡など日常生活に起

因する創傷では、便・尿汚染などにより創傷
感染を起こすリスクが高く、生活を支援する
看護師がその管理の多くを担う。しかしなが
ら、高齢者は典型的な臨床徴候が出ないため
に適切なアセスメント指標がないのが問題
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となっている。さらに、感染制御のための看
護技術は、創周囲の洗浄などで一定の成果は
上がってきているものの、消毒や抗生剤の使
用などは旧来より大きな進歩を見せておら
ず、結果として、創傷治癒遅延や敗血症など
の致死性合併症の発生、入院期間の延長など
重大な問題を惹き起こしている。 

これらの問題の原因は、慢性創傷における
創傷感染のメカニズムが十分解明されてこ
なかったことにある。細菌感染は宿主免疫力
と細菌病原性のバランスの破綻によって生
じている日和見感染であるため、そのバラン
スの正常化が本来の看護ケアのターゲット
であるべきである。しかしながら、現状では
壊死組織の除去や洗浄などの基本的な看護
ケアに加えて、抗菌剤や消毒剤など、細菌そ
のものを死滅させる薬剤を用いた侵襲的な
管理が主流となっている。しかし、抗菌剤で
は耐性菌問題が社会問題化しており、また消
毒剤では細菌のみならず宿主細胞をも死滅
させるという根本的問題があり、本来の目的
である、バランスの正常化が達せられていな
い。そこで本研究では、細菌を死滅させるの
ではなく、細菌と宿主を一種の共生関係と捉
え、細菌病原性のみを特異的に減弱させる手
法をとることが感染対策において重要であ
るとの考えに基づき、以下に説明する現象を
明らかにすることで、看護師が非侵襲で、即
効性の高い感染管理を確立することを目指
した。 

褥瘡感染の重要な起炎菌である緑膿菌に
ついて、クオラムセンシングという遺伝子発
現調節機構が着目されている。クオラムセン
シングとは、アシルホモセリンラクトン
（AHL）を用いて細菌間で情報伝達を行い、
AHL が一定の濃度(Quorum：定足数)に達す
るとエラスターゼやバイオフィルムなどの
病原性を発揮する細菌の遺伝子発現機構で
ある。我々は創傷感染にクオラムセンシング
が重要であることを動物実験によって示し
てきた(Nakagami, 2012)。 

さらに AHL 自体が褥瘡感染に及ぼす影響
を検証したところ、創傷部位への AHL 投与
により、炎症性細胞浸潤が明らかに亢進し、
組織障害が生じていた。創傷部の宿主遺伝子
発現を網羅的に解析したところ炎症に関連
するタンパク質の遺伝子発現が上昇してい
ることが明らかになった。特にこの現象が線
維芽細胞にて生じていることが明らかにな
った（Nakagami, 2012）。 

さらに線維芽細胞での遺伝子発現の変化
を検討した結果、Mmp3、7、9、13 において
著明に発現が増加していた。また、それらの
発現制御に共通に関わるシグナル伝達経路
に着目し解析を行ったところ、AP-1 サブユニ
ットである c-fosおよび c-junにおいて発現が
上昇していた。これらより、AHLは線維芽細

胞の遺伝子発現を上昇させる際に特定のシ
グナル伝達経路を介していることが示唆さ
れたがその直接的な証明には至っていない。 

そこで本研究は、AHLが創傷治癒において
重要な役割を果たす線維芽細胞に与える影
響およびそのメカニズムを明らかにするこ
とで、「褥瘡感染には細菌病原性とともに、
AHL による宿主への直接的な影響の両方が
関与している」という新たな感染概念を検証
し、細菌病原性と AHLの影響を減弱させる、
新たな感染管理方法を提案することを目標
とする。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は緑膿菌クオラムセンシン
グシグナルである AHL が皮膚線維芽細胞の
遺伝子発現に与える影響およびその作用メ
カニズムを明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

 ラット線維芽細胞株（Rat-１）に対して、
緑膿菌 AHL（3-oxo-C12、50µM）を作用させ、
炎症・組織障害にかかわるタンパク質である
各種 MMP の遺伝子発現を real-time RT-PCR

にて解析した。また、その作用メカニズムを
検討するため、種々のシグナル伝達経路阻害
剤で前処理した後、AHL処理を行い、遺伝子
レベル、蛋白質レベルにて検討を行った。ま
た、プロモーター活性の上昇を検討するため
にルシフェラーゼアッセイを行った。ラット
Mmp9のプロモーター領域をPCRにてラット
線維芽細胞から抽出したゲノミック DNA よ
りクローニングし、ルシフェラーゼ遺伝子を
有するプラスミドに組み込み、線維芽細胞に
導入した（Wild type、WT）。また、AP-1の関
与を検討するため、AP-1結合サイトに変異を
加えた変異プロモーターも構築した（AP-1 

mutant）。 

 上記にて同定したシグナル伝達経路のさ
らに上流を探索するために、より広範に AHL

の濃度を変化させ、10µMを境に遺伝子発現
および細胞形態が Drastic に変化することを
見出した。そこで、1µMと 10µM の濃度の
AHLへの反応の違いがどのようにもたらさ
れるかを明らかにすることが AHLの作用メ
カニズムの解明につながると考え、両濃度に
曝露させた細胞より RNA を抽出し、DNAマ
イクロアレイに供した。 

 

４．研究成果 

AHL への曝露により AP-1 依存の MMP の
遺伝子発現が上昇していた。また、AP-1 の構
成蛋白である c-Fos が活性化し、核内移行が
生じており、蛋白レベルでも AP-1 が関与し
ている可能性が示された。そこで各種シグナ
ル伝達経路を検討した結果、ERK、p38 およ
び AP-1阻害により、Mmp の遺伝子発現およ



図1：AHLによるc-Fosの活性化
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図2：AHLによるMMP9プロモーター活性上昇は
AP-1依存である
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図3：AHL10µMによるアクチンフィラメント配行の変化

び c-Fos の核内移行が抑制された（図 1、矢
印が c-Fos の核内移行を示す）。 

 

さらにAHLによるAP-1シグナル伝達の利用
を直接的に検討するため、プロモーター活性
を検討したところ、Wild type では AHL処理
により活性が上昇したが、AP-1 結合サイトを
欠損させると活性上昇は抑制された（図 2）。 

 

以上より、AHLはラット線維芽細胞におい
て、AP-1/ERK/p38 を介して Mmp の遺伝子発
現を上昇させていることが強く示唆され、
AHL による炎症誘導メカニズムの一端が明
らかになった（Nakagami, in submission）。さ
らにより詳細な作用メカニズムを検討する
ために、濃度を広範囲に変化させた際の細胞
応答を Phalloidin を用いたアクチンフィラメ
ントの蛍光染色により確認したところ、
10µM で細胞形態が急激に変化することが明
らかになった（図 3、矢印がアクチンフィラ
メントの配向の変化を示す）。 

 

そこで 1µM、10µM の AHL およびネガティ
ブコントロール（DMSO）を曝露させ、DNA

マイクロアレイに供し網羅的に遺伝子発現
をスクリーニングしたところ、798 遺伝子が
10µM 曝露のみで上昇していることが明らか
になり、パスウェイ解析を用いていくつかの
Gタンパク質共役受容体の候補が見いだされ
た。 

今後受容体探索を進め、特異的に AHL に
より引き起こされる炎症を抑える方策を構
築し、新しい概念の感染制御法を提唱するこ
とを目指す。 
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