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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は肺胞細胞における遠隔虚血プレコンディショニングのメカニズムにブ
ラジキニン(BK)が関与していることを分子生物学的に解明することを目的としている。
この研究は新たな肺保護の臨床応用を目指している。本研究の目的は肺胞細胞における遠隔虚血プレコンディシ
ョニングのメカニズムにブラジキニン(BK)が関与していることを分子生物学的に解明することを目的としてい
る。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the molecular biology of the role 
of bradykinin (BK) in the mechanism of distant ischemic preconditioning in alveolar cells.
This study is aimed at the clinical application of new lung protection.

研究分野：麻酔科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではBKのB2受容体刺激によるEGFR Ser1047リン酸化を示した。EGFRの機能の調節は肺胞上皮細胞の侵襲防
御に関わると考えられる。本研究は肺におけるBKとEGFRの病態生理学的機能を解明するための新たな研究であ
る。また肺胞上皮細胞以外の多くの細胞においてBK受容体刺激後の細胞内情報伝達機構を解明する上でも有用な
知見を提供するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
周術期の臓器保護は患者の予後を改善する点からも非常に意義がある。短時間の虚血により、
その後の虚血による障害が軽減される虚血プレコンディショニング効果が心筋で報告された。
虚血プレコンディショニング効果は心臓だけでなく、腎臓、肝臓などの臓器でも効果を認めて
いる。また薬物投与による薬理学的プレコンディショニング作用の研究も盛んである。 
近年、四肢の短時間の虚血を数回行うという簡便な方法で、遠隔臓器の虚血侵襲に対する保
護効果が得られるという遠隔虚血プレコンディショニングが報告された。心臓や腎臓での報告
があるがその機序に関して不明な点が多い。ブラジキニンやアデノシンが心筋に対する虚血プ
レコンディショニング効果に関与していることは報告されている。現在まで肺に対する遠隔虚
血プレコンディショニングの臓器保護効果の報告はほとんどないが、肺でのブラジキニン受容
体の発現は心臓や腎臓より多いことが知られている。 
近年TNFαなどの炎症性サイトカインがEGFRのセリン残基をリン酸化することが報告された
（j.Biol.Chem.2007;282:12698-12706）。これはチロシンキナーゼ活性に依存しない新しい
EGFR リン酸化経路である。興味深いことに申請者はブラジキンによるこのセリン残基のリン酸
化を肺胞上皮細胞株（A549 細胞）でも見出した。 
申請者の研究室ではⅡ型肺胞上皮細胞様の特徴を有する培養細胞である A549 細胞を用い、肺
炎の重症化と関連のある細菌鞭毛のフラジェリンによる EGFR のセリン残基のリン酸化
（Arch.Biochem.Biophys.2013;529:75-85）や H2O2による EGFR のセリン残基のリン酸化（Eur J 
Pharmacol. 2015;748:133-42 ）について研究してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、肺胞細胞における遠隔虚血プレコンディショニングのメカニズムにブラジキニ
ンが関与していることを分子生物学的に解明することを目的とし、新たな肺保護の臨床応用を
目指している。 
 
３．研究の方法 
（１）ブラジキニン受容体が発現している A549 細胞を使用する。des-Arg9-[Leu8]-BK 、HOE140
などのブラジキニン受容体阻害薬および作動薬を使用し、ブラジキニン B1受容体、ブラジキニ
ン B2 受容体の関与を検討する。 
 
（２）ブラジキニン刺激による Gタンパク質共役型受容体を介した EGFR のセリン残基のリン酸
化による細胞内情報伝達系を DNA マイクロアレイを用いて網羅的に解析する。 
 
（３）また EGFR のセリン残基のリン酸化によるエンドサイトーシス、脱感作についてフローサ
イトメトリーを用いて検討を行う。さらに細胞増殖試験や wound healing assay を行い EGFR
のセリン残基リン酸化の意義を検討する。 
 
（４）ブラジキニン処理後に H2O2による刺激を行い、細胞内情報伝達系の変化と肺保護効果を
検討する。 
 
４．研究成果 
（１）BK処理により、MAPキナーゼの中のERKとp38MAPキナーゼが活性化された。ルシフェラーゼ
アッセイ法からはERKがより強く活性化されることが示唆された。BK処理により、Ser1047のリン
酸化が3分で認められた。このリン酸化は、ERKの阻害薬により、強く抑制された。 
 
（２）B2受容体刺激がSer1047のリン酸化に関与することが明らかになった。一方、過酸化水素
処理とは異なりTyr1173はリン酸化されず、BK処理では、EGF受容体は活性化されないことが示唆
された。 
 
（３）DNAマイクロアレイでは、検討した41,628遺伝子中の1,152遺伝子の発現がBK処理により変
化した。変化した遺伝子の中のDUSP5についてさらに検討し、mRNAがBK処理により4倍以上増加す
ることが確認された。したがって、ERKの負のフィードバック機構が存在することが示唆された。 
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