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研究成果の概要（和文）：1. 培養細胞を用いてEthyl pyruvate (EP)のNF-kBに対する抑制効果を検索した。細胞をTNF
-αで刺激すると、NF-kBが活性化されるが、EPで濃度依存性に抑制された。これはNF-kBのsubunitsのRelAやp50の核内
移行を抑制し、DNA結合能抑制により炎症や傷害を抑制することが示唆された。2.肺傷害が進行すると、肺線維化が起
こり重篤な呼吸不全に陥る。細菌の鞭毛抽出物flagellinにepidermal-mesenchymal transition(EMT)促進作用があり、
肺胞上皮細胞の線維化を起こす作用が示唆され、細菌性肺炎の線維化の一つの機序が示唆された。

研究成果の概要（英文）：1. We have demonstrated that 1) keratinocyte growth factor (KGF) is a potent facto
r for proliferation and differentiation of alveolar type II cells, 2) intratracheal instillation of KGF pr
evented acute lung injury by bleomycin and HCl.   2. Ethyl pyruvate reportedly has anti-inflammatory actio
ns through inhibition of NF-kB.  We confirmed that treatment of cultured alveolar epithelial cells with tu
mor necrosis factor a (TNFa) increased the NF-kB/DNA-binding activity, which was strongly inhibited with i
ncubating with ethyl pyruvate.  We also demonstrated that ethyl pyruvate interacts with RelA and p50 to in
hibit their functions at multiple points.  3. Legionella pneumophila has flagella, causes pulmonary fibros
is.  Microarray analysis in cultured alveolar epithelial cells indicated that flagellin increased fibronec
tin level and reduced E-cadherin level, which suggested that flagellin cooperates with TGF-b and induces E
MT in alveolar epithelial cells, and causes fibrosis.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 重症呼吸不全肺病変の修復には、肺胞
表面の再上皮化が不可欠で、かつ肺の線維
化を如何に防ぐかが重要である。肺胞Ⅱ型
上皮細胞は、肺表面活性物質の産生分泌な
ど正常肺構築の維持に重要な機能を有し、
再上皮化に深く関与すると考えられる。 
(2) 申請者らは、肺胞上皮細胞の増殖、肺
表面活性物質の産生や肺水腫液の吸収促進
により肺病変の修復を促し、かつ肺の線維
化を抑制できるとの仮説から本研究を開始
した 
(3) 申請者らは、これまでラットやヒト切
除肺から肺胞Ⅱ型上皮細胞を分離培養し、
in vitroでの肺障害発生機序(ARRD, Am J 
Pathol)やイオン輸送能の調節機序など重
要な成果を報告(Am J physiol, J cell Biol)
し、呼吸不全動物肺や糖尿病ラット肺に於
いて、この細胞の形態学的、生化学的変化
と肺表面活性物質・アポ蛋白質（SP-A、 
SP-B、 SP-C）の mRNA 発現動態から、
遺伝子レベルでの negative なフィードバ
ック機構の存在とアポ蛋白質 A、B、C が
独立して調節されていることを示した
(AJRCMB, ARRD)。 
 
２．研究の目的 
(1) 肺胞上皮細胞を培養し、細胞増殖やイ
オン輸送能に於ける細胞外マトリクスの重
要性と、新たに肺胞上皮細胞の増殖・分化
およびアポ蛋白遺伝子発現が HGF、KGF
などの FGF ファミリーによって調節され
ていることを見出し (ARRD, JJMSBI, 
AJP)、特に KGFによる肺胞上皮細胞増殖
による病変修復(Lab Invest)を証明してき
た。 
(2) ケラチノサイト成長因子(KGF)の前投
与によりブレオマイシン肺線維化を抑制で
きることを証明(AJRCCM, JP)すると共に、
塩酸肺障害の抑制効果もあることを証明し
た(AJRCMB)。 
(3) 申請者らは、最近、抗炎症作用をもつ
エチルピルビン酸が培養肺細胞において転
写因子 NF-kB の活性化を強く抑制するこ
と(Pulm Pharm Ther 2010)、またその分
子機構を検索し NF-kB のサブユニット
RelA および p50 の核内移行を強く抑制す
ることを証明した(Brit J Pharm 2010)。 
 本研究は、増殖因子による肺胞上皮細胞の
増殖とエチルピルビン酸の抗炎症作用を組
み合わせることで重症呼吸不全肺の修復改
善を促進させようとする独創的研究である。 
 この併用により肺病変修復促進ができれ
ば、重症呼吸不全患者に新たな治療法への
道を開くものと期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 高濃度酸素、シリカ、エンドトキシン、
ブレオマイシンや塩酸などの投与により作
製した呼吸不全動物肺の急性期および慢性

期について、光顕、電顕、免疫組織化学的
変化を観察すると共に、肺胞 II 型上皮細胞
の増殖、線維化の程度を検討する。 
(2) (1)について、肺洗浄後、肺サーファク
タントと肺胞上皮細胞増殖因子（KGF など）
を併用して経気道的に後投与して肺障害の
程度を(1)、(2)と同様に検索し、比較検討
する。 

(3) (1)について経気道的に KGF を投与し、

抗炎症作用をもつエチルピルビン酸を正常

ラットおよび肺傷害ラットに大腿静脈より

2ml 注入して、１、２、３、および４週目

にラット肺を検索し、傷害の修復過程を

(１)、(２)と同様に、比較検討する。 
(4) (1）、(2)、(3）について、肺表面活性
物質アポ蛋白(SP-A, SP-B, SP-C および
SP-D)、1、3 や 4 型コラーゲン、KGF、HGF
や TGF-βなどに加え、C/EBP-α、β、δな
ど の 転 写 因 子 の cDNA を alkaline 
phosphatase(AP) 、 horse-radish 
peroxidase(HRP)や digoxigenin(DIG)でラ
ベルし、in situ hybridization 法により
これらの mRNA の局在およびその動態を検
討し、肺胞 II 型上皮細胞の機能や動態、お
よび肺障害の程度や肺線維化過程（特に
TGF-、HGF、HGF などの動態から線維芽細
胞やマクロファージの関与）、転写因子の病
変修復過程における役割などを検索する。 
 
４．研究成果 
(1). 培養肺胞 II 型上皮細胞気管内投与に
よる投与細胞の動態― これまでの研究成
果から KGF 投与後 2~3 日目に最大の増殖能
を示し 、イオン輸送能もそれと相関した。 
(2).Ethyl pyruvate (EP)による肺炎症抑制
機序の解明―培養細胞を用いてEPのNF-kB
に対する抑制効果を検索した。細胞を TNF-
αで刺 激すると、NF-kB が活性化されるが、
この作用が EP で濃度依存性に抑制された。
この作用は、NF-kB の subunits の RelA や
p50 の核内移行 を抑制し、DNA 結合能を抑
制することによることが示唆された。EP は
NF-kB シグナル経路の活性化を引き起こす
炎症や傷害を抑制するこ とが示唆された。 
(3).肺傷害が進行すると、肺線維化が起こ
り重篤な呼吸不全に陥る。肺の線維化を如
何に防ぐかが重要である。サイトカインの
TGF-β 1 は肺線維芽細胞増殖を起こし、線
維化を促進させる。細菌の鞭毛抽出物
flagellin に epidermal-mesenchymal 
transition(EMT)促進作 用があり、肺胞上
皮細胞の線維化を起こす作用が示唆され、
細菌性肺炎の線維化の一つの機序が示唆さ
れた。 
（4).炎症に関与するサイトカイン TNF-α
は、p38MAP kinase 系を活性化し上皮成長



因子受容体(EGFR)の Ser1047 のリン酸化を
引き起こ す。レジオネラは鞭毛を有しその
構 成 蛋 白 の Flagellin は Toll-like 
receptor-5 (TLR5)を刺激する、肺胞上皮細
胞の p38MAP kinase が 活性化されること、
EMT が促進されることが示され、Flagellin
により Ser1047 がリン酸化されることが示
された。今後、炎症における このリン酸化
の病態生理学的意義を検索する。 
（5) Flagellin と TGF-b1 刺激による遺伝
子発現の変化を DNA マイクロアレイ法で検
索し、flagellin により fibronectin 発現
が増加し、E-cadherin 発現が減少した。従
って、flagellin による EMT 様変化はこれ
らの発現変化から誘導され、線維化が促進
されることが示唆された。 
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