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要旨 

近年､腫瘍壊死因子スーパーファミリーLIGHT の気道リモデリング･重症喘息へ

の関与がマウス喘息モデルを用いた研究において示唆されている｡しかし､

LIGHT が線維化に関与する機序や重症喘息に関与する機序は不明な点が多い｡

我々は LIGHT が上皮間葉転換を誘導し線維化に関与する可能性とサイトカイ

ン･ケモカインの産生､特に CXCL8 に着目し解析した｡LIGHT は Erk1/2 経路を

活性化し､上皮間葉転換を誘導した｡また､LTβR を介して Erk1/2 活性化および

NF-κB を誘導することで CXCL8 を産生することを解明した｡LIGHT は上皮間葉

転換やサイトカイン･ケモカイン産生を通じて肺の線維化や重症喘息に関与し

ている可能性が示唆された｡ 

Keywords: LIGHT(TNFSF14)､気道上皮細胞､上皮間葉転換､気管支喘息､CXCL8 

 略語 

EMT: epithelial mesenchymal transition  

LIGHT: homologous to lymphotoxins, exhibits inducible expression and competes with 

HSV glycoprotein D for HVEM, a receptor expressed by T lymphocytes 

TNFSF: Tumor Necrosis Factor Superfamily 

TGF: Transforming growth factor 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
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FBS: fetal bovine serum 

α-SMA: α-smooth muscle actin 

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

  



 

6 
 

序文 

序文 1:肺線維化および気道リモデリングに対する LIGHT の関与と上皮間葉転

換の解明 

線維芽細胞(fibroblast)が活性化することで過剰な細胞外基質(ECM)を産生す

ることで生じる線維化は組織における創傷、炎症、ストレスに対する異常な修

復反応が引き金になっていると考えられている [1]。正常な組織修復は ECM 産

生と分解および再上皮化のバランスが重要となるが、異常な組織修復と線維化

は、肺線維症、肝硬変、強皮症などの慢性疾患の病因に関与していると言われ

ている [2]。肺の線維化を生じる疾患として特発性間質性肺炎があげられ、現在

7 タイプに分類されているが、その内の一つで特発性肺線維症(Idiopathic pulmo-

nary fibrosis; IPF)は[3]最も難治性で、診断後の平均生存期間が 2-3年の予後不良

な疾患である。拘束性換気障害の進行による慢性呼吸不全、感冒などに続発す

る急激な呼吸不全(急性増悪)、肺癌の合併が三大死因とされており、現在生存

期間を延長する有効な治療法はない  [4]。 IPF は病理学的に線維芽細胞巣

(fibroblastic foci)の形成と早期からの蜂巣肺を認め､線維芽細胞巣の数と疾患の

活動性は相関を示し、線維芽細胞巣の増加は IPF の急速な進行を反映すると考

えられている[5, 6]。特発性肺線維症をはじめとする肺線維症の肺に集積する線

維芽細胞のソースとして､肺の間質に元々存在している線維芽細胞の他に、循
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環中の線維細胞(fibrocyte)が関与していると考えられていたが、近年上皮細胞が

間葉系細胞の形質を獲得する上皮間葉転換(EMT)が線維芽細胞の新たなソース

として考えられてきている [7]。  

上皮間葉転換は上皮細胞が E-cadherin といった上皮細胞系マーカーの発現

を減弱し、vimentinや α smooth muscle actinといった間葉系マーカーの発現を増

強することで接着能の低下、遊走といった間葉系細胞の性質を獲得することで

ある。もともと胎生期の発生プロセスで生じることや、癌細胞の浸潤や転移に

おいて知られており [8, 9]、近年上皮間葉転換が腎臓[10]や肺組織[11]の線維化､

さらに重症の気管支喘息の気道リモデリング[12]に関与する可能性が示唆され

ている。気道リモデリングとは喘息患者の気道において上皮の脱落や形態変化､

上皮下の線維化、気道平滑筋の増生と肥大､杯細胞の増殖､粘液腺の肥大､血管

増生と気道浮腫､軟骨の変化を生じるもので､本来可逆的な気道閉塞状態を非可

逆性に変化させることで喘息を重症化させる一因と考えられている[13]｡気道リ

モデリングには好酸球から分泌された transforming growth factor (TGF)-βが重要

な分子であると考えられており､気道の上皮下の線維化や線維芽細胞の筋線維

芽細胞(myofibroblasts)への分化促進に関与していると考えられている[14]｡ 

上皮間葉転換は TGF-β、fibroblast growth factor-2、 epidermal growth factor、

hepatocyte growth factorといった成長因子(growth factor)によって生じ、これらの
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成長因子は組織の修復機転および線維化を引き起こす慢性炎症を来す疾患の組

織内で増強していることが報告されている[15]。 腫瘍壊死因子-α (Tumor necro-

sis factor – alpha; TNF-α)､interleukin-1β(IL-1β)といった炎症性サイトカインは上

皮間葉転換を増強することが知られており [16-18]､慢性炎症が TGF-β による上

皮間葉転換を増強し､組織の線維化を助長することが示唆されている｡ 

腫瘍壊死因子のスーパーファミリーである LIGHT (TNFSF14; homologous to 

lymphotoxins, exhibits inducible expression and competes with HSV glycoprotein D for 

HVEM, a receptor expressed by T lymphocytes [19])は 2型膜タンパクの一種で､活

性化 T 細胞(他に単球、顆粒球、樹状細胞)から生成される｡当初は HVEM に

HSVグリコプロテイン Dと競合的に結合することを見いだされたことから命名

された[20]、14 番目の腫瘍壊死因子スーパーファミリー(TNFSF14)である。主

な機能として T細胞の増殖や[19]様々な癌細胞のアポトーシスを生じる[21]と考

えられているが、近年リウマチや炎症性腸疾患などの炎症性疾患に関与してい

る可能性が示唆されている[22, 23]。呼吸器領域においては、2011 年に Doherty

らはハウスダストダニ(house dust mite; HDM)誘発喘息マウスモデルに LIGHT抗

体を使用することで気道の線維化および平滑筋過形成といった気道リモデリン

グや気道過敏性の亢進が減弱することを示し、さらに LIGHT ノックアウトマ

ウスにおいて気道リモデリングの減弱だけでなく TGF-β と IL-13 といった気道
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リモデリングに関与するサイトカインの肺での発現低下を認めたことを報告し

た[24]。実際の臨床においては、中等症以上の喘息患者の喀痰中で軽症患者と

比較して LIGHT濃度の増加を認め、喀痰中の LIGHT濃度と%FEV1は負の相関

を示し、LIGHT と喘息の重症度との間に関連がある可能性が報告されている

[25]｡また、肺線維症を生じた強皮症患者の気管支肺胞洗浄液(bronchoalveolar 

lavage fluid ;BALF)中の LIGHT 濃度が健常人及び肺線維症を生じていない強皮

症患者と比較して上昇していることから、肺の線維化関与している可能性が示

唆されている[26]。これらの背景から重症喘息および肺線維症の新たな治療タ

ーゲットとして注目されている｡ 

以上のように､LIGHT が組織線維化､気道リモデリングに深く関与している

可能性が示唆されているものの､線維化･気道リモデリングの一因であると考え

られている上皮間葉転換にどのように関与しているかは明らかでない｡ 

上皮間葉転換が慢性炎症下の組織において組織の線維化に関与している

可能性が示唆されていることと LIGHT が気道炎症に深く関与していることが

示唆されていることから､我々は LIGHT が上皮間葉転換を生じることで気道の

線維化を生じていると仮説を立て､検証を行った｡まず､LIGHTが TGF-β1による

気道上皮細胞の上皮間葉転換-つまり､気道上皮細胞の形態変化(敷石状の上皮細

胞の形態から紡錘形の間葉系細胞様の形態への変化)-および間葉系細胞の機能



 

10 
 

である収縮能の獲得-に影響を与えるかどうか検討し､その後 LIGHT が単独で上

皮間葉転換を生じるかどうかを検証した｡そして､LIGHT による上皮間葉転換の

細胞内メカニズムについて検討した｡ 

序文 2:気道上皮細胞からの CXCL8産生を介した重症喘息への関与の解明 

気管支喘息は､気道過敏性の亢進と種々の程度の気道狭窄と気道リモデリ

ングによる組織変化を特徴とする気道の慢性炎症性疾患である｡日本における

有病率は近年増加傾向にあり成人(22-44 歳)例で約 5.4%とされている｡臨床的に

は､感染や温度変化､運動などを契機に繰り返し起こる発作性の呼吸困難や咳､

可逆性の気道閉塞症状を特徴である｡喘息の治療は 1900年代初めから 1980年代

までは β 刺激薬をはじめとする気管支拡張薬の投与が中心であったが､喘息の

病態が気道炎症であることが次第に明らかになり､1970 年代後半にステロイド

の有用性が証明[27, 28]されるようになった｡その後我が国では 1990 年代より治

療の中心は吸入ステロイド薬(ICS)と変遷していった｡ICS の普及は喘息治療を

大きく変え､喘息患者の症状を著しく改善させ､喘息死が激減した｡ 

喘息における気道炎症は一般的に T-helper (Th) type リンパ球の免疫応答に

よる好酸球炎症と､それに伴う様々な炎症性細胞からのサイトカイン､ケモカイ

ンの産生によるものと考えられている[29]｡これらの気道炎症は通常コルチコス

テロイドに反応性である[30]｡しかし､ 炎症状態によっては時にステロイドに依
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存性･抵抗性を示し､重症喘息/難治性喘息として臨床的に認識される｡重症喘息

は WHO の定義[31]において①未治療の重症喘息②治療困難な重症喘息③治療

抵抗性の重症喘息の 3 つのパターンに分類されている｡このうち③は A)推奨さ

れている最高の治療を行ってもコントロールを達成できない難治性喘息

(refractory asthma)､ステロイド抵抗性喘息､B)最高レベルの治療によってのみコ

ントロールが維持できる群に分類され､A)が狭義の重症喘息とされている｡ 

重症喘息の病態は様々であるが､慢性的な持続する気道炎症とそれに引き

続く､気道リモデリングの結果として生じる非可逆的な気流制限と考えられて

いる[32, 33]｡以前から好酸球､T 細胞､マスト細胞､好中球､樹状細胞などから放

出される様々なサイトカインとケモカインが重症喘息の気道炎症に関与してお

り､特に好酸球は気道炎症に重要な役割を演じていると考えられている[34]。 

近年、重症喘息患者の喀痰中の好中球数が軽症・中等症患者の喀痰と比較

して有意に増加していること[35]や、喀痰中の好中球数と一秒量が負の相関を

示すことが報告され[36]、好中球が重症喘息の病態に深く関与していると注目

されている。一般的に気道の好酸球は吸入ステロイド、全身性のステロイド投

与で減少し、ステロイド感受性と考えられている。しかし、好中球性の炎症は

ステロイドに抵抗性を示し、さらに、気道リモデリングを誘導することで喘息

の病態をより悪化させることも示唆されている[37, 38]｡また、好中球の主要な
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chemoattractant である[39]Interleukin-8(IL-8/CXCL8)が重症患者の気道で増加して

いることが明らかになっている[40]｡ 

前述の通り､LIGHT は気管支喘息における気道過敏性の亢進や気道リモデ

リングに関与していることが示唆されている｡また､以前の研究で､LIGHT が滑

膜の線維芽細胞から CXCL8 分泌を誘導し､滑膜の炎症および好中球の集簇に関

与することが報告されて[22]おり､LIGHT が CXCL8 産生を通じて好中球性炎症

を来す可能性が示唆されている｡しかし､気道上皮細胞において、LIGHT が

CXCL8 産生に及ぼす影響についてはよくわかっておらず､産生機序についても

完全には明らかになっていない｡ 

このため､我々は LIGHT が気道上皮細胞からの CXCL8 産生を通じて重症

喘息における好中球炎症に関与していると仮説を立て､LIGHT による CXCL8 産

生について検討し､細胞内の CXCL8産生メカニズムについて解明した。 
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方法 

1.試薬 

Recombinant human LIGHT は R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN)から購入し､

Recombinant human TGF-β1は Sigma-Aldrich社 (St. Louis, MO)から､MEK1/2選択

的阻害剤(Erk1/2 リン酸化酵素阻害)の U0126 (10μM)､JNK-1,-2,-3 選択的阻害薬

の SP600125 (25 μM)､p38 MAPK 選択的阻害薬の SB203580 (25 μM)および

phosphatidylinositol 3 (PI3) kinase選択的阻害薬の LY294002 (50 μM)は Cell Signal-

ing Technology社 (Beverly, MA)から購入し dimethyl sulfoxide (DMSO)に溶解し 10 

mMの濃度で調製した｡Gel contraction assayで使用した Cellmatrix type I-A colla-

gen gelは新田ゼラチン（Osaka, Japan）より購入した｡ 

 

2.細胞および細胞培養 

上皮間葉転換の研究においては､肺の上皮細胞としてヒト肺胞上皮癌由来

細胞である A549 細胞を用いた｡A549 細胞は肺胞上皮癌由来細胞であるが､肺上

皮細胞の機能解析で広く使用されている代表的な細胞株である｡A549 細胞は

American Type Culture Collection (Manassas, VA)より入手し､培養液は GIBCO 社 

(Life Technologies, Grand Island, NY)から購入した｡細胞は 6-well 細胞カルチャー

プレートに 5.0×10
5
/well の細胞密度で播き､培養液には 10% fetal bovine serum 
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(FBS)および 100-U/ml penicillin/ 100-μg/ml streptomycinを含んだ Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium (DMEM)を用い､37℃の加湿された 5%CO2を含む大気圧のイ

ンキュベーターで培養した｡ 

CXCL8 産生についての研究には不死化ヒト気道上皮細胞株 BEAS-2B 細胞

および正常ヒト気道上皮細胞 (NHBE 細胞)を用いた｡BEAS-2B 細胞は非癌患者

由来のヒト気道上皮細胞株で､気道上皮細胞の機能解析に広く使われている｡

BEAS-2B 細胞は American Type Culture Collection (Manassas, VA)より購入し､

NHBE 細胞はタカラバイオ株式会社(Tokyo, Japan)より購入した｡細胞は collagen 

type 1 coated 6-well dish (Iwaki, Tokyo, Japan)に培養し､培養液は専用の血清フリ

ーの上皮増殖培地である BEGM(Cambrex, Walkersville, Md., USA) に添加因子

(0.5 ng/ml human recombinant epidermal growth factor, 0.5 μg/ml hydrocortisone, 10 

μg/ml transferrin, 0.5 μg/ml epinephrine, 5 μg/ml insulin, 50 μg/ml bovine pituitary ex-

tract, 0.1 ng/ml retinoic acid, 6.5 ng/ml triiodothyronine, 50 μg/ml gentamicin, 0.1 

ng/ml amphotericin B含有)である Bullet Kit (Cambrex)を混和し使用した｡ 

 

3. Gel contraction assay 

上皮間葉転換による間葉系細胞の機能獲得の確認として､一般に収縮能の

評価として用いられている gel contraction assay によって評価した｡Gel contrac-
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tion assayは培養細胞をコラーゲンで作られた gel内で三次元的に培養し､細胞収

縮に伴い全体の gel サイズが収縮する原理により､細胞の収縮能を評価する方法

として確立されている方法[41, 42]である｡type I-A collagen gel を ddH2O､4× 

DMEMと細胞を混ぜ､collagen濃度が 1.75 mg/ml､細胞濃度が 3.0×10
5
 cells/ml､1× 

DMEM となるように細胞混和液を作成した｡作成後直ちに 24-well tissue culture 

platesに 500μLずつ分注し､室温で 20分間安置して collagenを含む細胞混和液を

ゲル化させた｡ゲル化した細胞混和液をスパチュラを用いて well から注意深く

はがし､DMEM plain 5mlの入った 60mm ペトリディッシュに浮遊させた状態で

インキュベーター内で培養した｡Gel のサイズは内部の細胞収縮に伴って収縮し､

サイズ(上から見た面積)を計測することで収縮能の定量化を行った｡gel サイズ

はイメージ解析システム”Densitograph ATTO version 3.00”を用いて gelを浮遊さ

せた直後および 72時間後に計測した｡  

 

4.定量的 RT(reverse transcriptional) PCR (RT-PCR)  

Total RNAは RNeasy Mini Kit (Qiagen, Tokyo, Japan)を用いてプロトコル通りに抽

出した｡抽出した RNA濃度は Smart Spec 3000 (Bio-Rad, Hercules, CA)にて測定し

純度は A260/A280で確認した｡Complementary DNA (cDNA)は 1 μgの total RNA

から SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA)を使用してプロ
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トコルに従い合成(1 μgの total RNAに 1 μl の 10-mM dNTP Mix (10 mMの dATP, 

dGTP, dCTPと dTTPミックス)と 1 μl of oligo(dT)20 プライマーを混和し､サーマ

ルサイクラーで 65°C で 5 分間インキュベート後 SuperScript III Reverse Tran-

scriptaseを加えて 50°Cで 60 分間インキュベート､その後 70°Cで 15分間インキ

ュベート)した｡ Real time PCR は QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen)を使い､

Mx-3000P (Stratagene, La Jolla, CA)にて行った｡PCR の条件は以下の通りであ

る:95°C で 10分間 HotStar Taq DNA polymeraseを活性化後､アニーリングは 55°C

で 60 秒として､DNA 伸長は 72℃で 30 秒間とした｡プライマーは E-cadherin､ 

vimentin､ snai1 (snail homolog 1; Snai1, SNA, SNAH, SLUGH2, dJ710H13.1), TGF-

β1､CXCL8､Lymphotoxin beta receptor(LTβR)､IL-6 と GAPDH を使用した｡配列を

Table1に示す｡ 

Primer Forward (5' to 3') Reverse (5' to 3') 

E-cadherin 
CCCATCAGCTGCCCAGAAAAT

GAA 

AAACAG-

GATGGCTGAAGGTGACAG 

Vimentin 
GACAATGCGTCTCTGGCAC-

GTCTT 

AAGAACCTGCAG-

GAGGCAGAAGAA 

Snai1 ACCCCAATCGGAAGCCTAACT AGATGAGCATT4GGCAGCGA 

TGF-β1 GGCCAGATCCTGTCCAAGC CACGATTACCACCTTTGGGTG 

GAPDH 
GGTGAAGGTCGGAGTCAAC-

GCA 

TCTTCCAGGAGGAGCGA-

GATCCCTG 

CXCL8 
ACTGAGAGTGATTGAGAG-

TGGAC 
AACCCTCTGCACCCAGTTTT 

LTβR GTTGAATCTGGCAGCCAAACC 
ATGGAGGCACCTTTAATTGA-

GA 

IL-6 
ACTCACCTCTTCAGAAC-

GAATTG 

CCATCTTT-

GGAAGGTTCAGGTTG 

Table1. 使用した primer配列 
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内部コントロールとして GAPDH を使い､ΔΔCt 法にて相対定量を行った｡無刺激

のコントロールのサンプルを 1として各条件の発現の相対比を表した｡ 

 

5.免疫細胞染色 

チャンバースライド(IWAKI)上で細胞を培養し無刺激､TGF-β1 5 ng/ml単独､  

LIGHT 10 ng/ml単独, TGF-β1 5 ng/mlと LIGHT 10 ng/ml併用の条件で 48 hr刺激

を行った後､Phosphate-buffered saline(PBS)で二回洗浄し Acetone: Methanol 60:40

で 7分間固定した｡免疫細胞染色は LSAB2 Kit/HRP(Dako, Carpinteria, CA)を用い

て行った｡染色方法の概略は、まず内因性の peroxidase をブロックするために

0.03%過酸化水素で 5 分間前処置を行い､1 次抗体として抗ヒト E-cadherin ウサ

ギ抗体 (1:40で希釈)および抗ヒト vimentinウサギ抗体 (1:80で希釈)で 60分間イ

ンキュベートした｡PBS-Tween にて 1 次抗体を洗浄後キットに付属の 2 次抗体

(peroxidase-labeled polymer conjugated to goat anti-rabbit and anti-mouse mixed im-

munoglobulin)で 30 分間インキュベートを行った｡2 次抗体洗浄後 DAB(3,3’-

Diaminobenzidine) (Dako)で 2分インキュベートし可視化した｡ 核は Haematoxylin

染色した｡ 

 



 

18 
 

6. Western blot analysis 

細胞を lysis buffer solution (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA and 0.5% Nonidet P-40)にて溶解し,SDS化後､ポリアクリルアミドゲル電気

泳動を行った｡泳動後タンパクはセミドライ式で polyvinylidene difluoride (PVDF) 

メンブレンに転写した｡ブロッキングバッファーとして TBS-T バッファー (50 

mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl and 0.1% Tween-20)に 2%となるように ECL 

Prime Blocking Reagent (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)を溶解しメンブレン

を 1 時間浸してブロッキングを行った｡1 次抗体および 2 次抗体の種類および希

釈率は以下の抗体の項目を参照｡なお､すべてのサンプルは BCA protein assay 

kit(Thermo Scientific, Waltham, MA)を用いて濃度を統一し、泳動を行った｡ 

検出は ECL Prime Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare)を添付のプロ

トコル通りに使用し､冷却 CCD カメラシステム(EZ-Capture MG; ATTO, Tokyo, 

Japan)で撮影した｡ 

 

7.使用した抗体と希釈率 

使用した抗体と希釈率は抗ヒト E-cadherin ウサギ抗体 (Cell Signal-

ing)1:3000､抗ヒト vimentin ウサギ抗体(Cell Signaling)1:5000､抗 smad2 ウサギ抗

体(Cell Signaling)1:2000､抗ヒトリン酸化 smad2 ウサギ抗体(Cell Signaling)1:3000､
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抗 p44/42 mitogen-activated protein kinase (MAPK) extracellular signal-regulated ki-

nase (Erk) 1/2 ウサギ抗体(Cell Signaling)1:3000､抗リン酸化 Erk1/2 ウサギ抗体

(Cell Signaling)1:3000､抗ヒトリン酸化 -p38 MAPK ウサギ抗体 (Cell Signaling 

Technology)1:1000, 抗ヒト p38 MAPK ウサギ抗体 (Cell Signaling Technolo-

gy)1:1000, 抗ヒトリン酸化 SAPK/JNK ウサギ抗体 (Cell Signaling Technolo-

gy)1:1000, 抗ヒト SAPK/JNKウサギ抗体(Cell Signaling Technology)1:1000, 抗ヒト

リン酸化 IκBα (Inhibitor of κB alpha) マウス抗体(Cell Signaling Technology)1:1000, 

抗ヒト IκBαマウス抗体(Cell Signaling Technology)1:1000, 抗ヒト LTΒR, N-末端ウ

サギ抗体 (Sigma-Aldrich)1:1000､抗ヒト NF-κB (Nuclear factor-κB) p65ウサギ抗体

(Cell Signaling Technology)1:1000として用い､2次抗体として抗ウサギ IgG, HRP-

linked抗体(Cell Signaling)1:15000および抗マウス IgG HRP-linked抗体を 1:15000

で用いた｡ 

タンパク量の確認は内部コントロールとして抗 α-tubulin (Sigma-Aldrich)マ

ウス抗体を 1:5000の希釈率で用いた｡ 

 

8. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

A549細胞を 24-wellプレートに培養し血清を抜いた培地で 24時間血清飢餓状態

にした後刺激を与え､上清を回収した｡上清中の TGF-β1濃度は Quantikine ELISA 
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human TGF-β1 immunoassay (R&D Systems)キットを用い､プロトコルに従い測定

した｡ 吸光度は microplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA)で測定し､キット付属の

スタンダードを用いてスタンダードカーブを作成し､サンプルの濃度を定量し

た｡定量にあたってはプレートリーダーに付属の Microplate Manager III data 

analysis software (Bio-rad)を使用した｡ 

9.細胞表面受容体解析 

    添付のプロトコルに従い､ Phycoerythrin (PE)-conjugated 抗ヒトマウス

Lymphotoxin βR (LTβR) 抗体(R&D systems Inc.,)､fluorescein isothiocyanate (FITC)-

labeled抗ヒトマウス Herpes virus entry mediator (HVEM)抗体(Medical & Biologi-

cal laboratories Co., Ltd. Nagoya, Japan)で LTβRおよび HVEMを標識し､EPICS XL 

flow cytometer (Beckman Coulter, Inc. Brea, CA, USA) と付属の System IIソフトウ

ェアで受容体の発現を解析した 

10.small interfering RNA (siRNA)の細胞への導入 

LTβRの siRNAを三種類 Invitrogen (Tokyo, Japan)より購入した｡ ノックダウ

ン効率を確認するために､まず三種類の LTβR siRNA duplexes (LTβR #1-#3) sets 

(Stealth RNAi™ Pre-Designed siRNAs)を使用した｡ それぞれの配列は Table2の通

りである 
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Sets Sense Antisense 

LTβ

R #1 

AGGCCCAUCCAUACUUCCCU-

GACUU 

AAGUCAGGGAAGUAUG-

GAUGGGCCU 

LTβ

R #2 

UCUACAUCUACAAUGGAC-

CAGUACU 

AGUACUGGUCCAUUGUAGAU-

GUAGA 

LTβ

R #3 

UGCAAGGCAGGGCACU-

UCCAGAAUA 

UAUUCUGGAAGUG-

CCCUGCCUUGCA 

Table2. siRNA sequence: Invitrogenより予め設計された配列を購入した 

 

ネガティブコントロールとして Stealth™ RNAi Negative Control Duplexes (Invi-

trogen)を使用した(配列は販売元から非公表)｡細胞への導入はリポフェクション

法を用い､導入試薬として Lipofectamine® RNAiMAX Transfection Reagent (Invi-

trogen)を使用し､siRNA duplexes最終濃度が 10 nMとなるように添付のプロトコ

ルに従い導入した｡導入後 72 時間後に real-time RT-PCR および Western blotting

でノックダウン効率を確認した｡ 

 

11.統計解析 

結果は少なくとも三回以上試行し､データは平均値±標準誤差で表示した｡

統計解析は JMP (Version 10; SAS Institute Inc., Tokyo, Japan)ソフトウェアを使用

し､多群解析を analysis of variance (ANOVA)による分散分析で評価し､それぞれ

の群間比較は Tukey-Kramer’s HSD法を用いて検定した｡p <0.05を有意差ありと

した｡ 
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結果および考察 

結果 1:LIGHT による上皮間葉転換の誘導 

LIGHT は A549細胞において TGF-β1による上皮間葉転換を増強する 

A549細胞を TGF-β1 (5 ng/ml)±LIGHT (10 ng/ml)で 48時間刺激した｡位相差

顕微鏡像で刺激を受けた細胞は上皮間葉転換を生じ､上皮細胞の特徴である敷

石状の形態から間葉系細胞のような紡錘型の細胞へ変化した｡ 免疫細胞染色で

は上皮のマーカーである E-cadherin の発現が減弱し､間葉系細胞のマーカーであ

る vimentinの発現が増強した(Fig.1)｡  

  



Figure 1

Figure 1. LIGHT およびTGF-β1刺激による細胞の形態変化と免疫染色

A549細胞をLIGHT(10 ng/ml)およびTGF-β1 (5 ng/ml)で刺激し､
48時間後にE-cadherin (上図) とvimentin (下図)の免疫細胞染色を行った｡
共刺激により敷石状の形態(CTRL)から紡錘形の間葉系細胞様に変化(TGFβ1+LIGHT)し､
E-cadherinの発現減弱とvimentinの発現増強を認めた。
スケールバーは50μm

CTRL

CTRL

LIGHT

LIGHT

TGF-β1

TGF-β1

TGF-β1+LIGHT

TGF-β1+LIGHTE-cadherin

vimentin
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加えて､TGF-β1と LIGHTを共刺激した群は単独刺激群と比べ､より細長い

紡錘形の形態に変化した｡Western blotting で確認したところ､共刺激群において

より E-cadherin の発現が減弱し vimentin の発現は増強した(Fig. 2A)｡次に､形態

的変化と遺伝子発現の関連を評価するために､定量的 RT-PCR で刺激後 48 時間

での E-cadherin と vimentin の遺伝子発現を確認した｡Fig. 2B に示すように TGF-

β1 単独刺激において､過去の文献 [43]と同様に有意に E-cadherin mRNA 発現減

弱と vimentin mRNA 発現増強を示した｡さらに､TGF-β1 と LIGHT で共刺激され

た群で TGF-β1 単独群と比較して有意に E-cadherin mRNA の減弱と vimentin 

mRNA の発現を増強した｡このことから､LIGHT は TGF-β1 による上皮間葉転換

を増強すると考えられた｡ 

続いて､上皮間葉転換を生じた細胞が間葉系細胞の機能である収縮能を獲

得したかどうかを gel contraction assayで評価した｡gel contraction assayは線維芽

細胞を type Ⅰ collagen 中で三次元培養を行う方法で正常な創傷治癒および線維

化で認められる組織収縮の in vitro モデルである[44]｡このアッセイにおいて､間

葉系細胞はインテグリンの作用でコラーゲン線維と結合し､機械的な張力を生

じる｡この張力は組織において組織収縮で認められるもので､gel サイズを縮小す

るように働く｡ Fig. 3に示すように､無刺激と比較して TGF-β1は有意に gelサイ

ズを縮小した｡ 
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Figure 2. LIGHTによるA549細胞のTGF-β1による上皮間葉転換の増強

(A)上図:E-cadherin､下図:vimentin発現をWestern blottingにて評価した｡
LIGHT (10 ng/ml) ±TGF-β1 (5 ng/ml)でA549細胞を48時間刺激した｡ 
(B) (A)と同条件におけるmRNA発現を検討した｡
共刺激においてTGF-β1単独刺激と比較して有意にE-cadherin発現を抑制しvimentin発現を亢進した｡
n = 5 separate experiments. *: P<0.05; **: P<0.01
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Figure 3

Figure3.上皮間葉転換による間葉系細胞としての機能

Gel contraction assayで間葉系細胞としての機能である収縮能の評価を行った｡
LIGHTとTGF-β1共刺激によってgelサイズはTGF-β1単独と比較して有意に縮小した｡
n = 6 separate experiments. *: P<0.05; **: P<0.01
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LIGHT と TGF-β1 の共刺激においては TGF-β1 単独と比較して有意に gel

サイズを縮小した｡このことから LIGHT は TGF-β1 によって生じた上皮間葉転

換細胞の収縮能を増強することが示された｡ 

以上の結果をまとめると LIGHT は形態学的､タンパク発現､機能の面から

TGF-β1による上皮間葉転換を増強することが示唆された｡ 

 

LIGHT は A549細胞において上皮間葉転換を誘導する 

前項において LIGHT が TGF-β1 による上皮間葉転換を増強することを示

した｡次に我々は LIGHT が単独で上皮間葉転換を生じるかどうかを調べた｡ま

ず上皮間葉転換マーカーに対する LIGHT の濃度依存的な効果について 0.1-

50ng/ml の濃度で刺激を行い 48 時間後にタンパクの発現を Western blotting で評

価した｡Fig. 4A に示すように LIGHT は濃度依存的に上皮のマーカーである E-

cadherin の発現を減弱し､間葉系のマーカーである vimentin, N-cadherin､α-SMA

の発現を増強した｡ 続いて E-cadherin mRNA と vimentin mRNA を定量的 RT-

PCR で評価したところ､LIGHT は濃度依存的に有意に E-cadherin mRNA 発現を

抑制し､vimentin mRNA 発現を増強した｡以上から､LIGHT は単独で上皮間葉転

換を生じることが示唆された(Fig.4B)｡ 
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Figure 4. LIGHTによる上皮間葉転換の誘導

(A) LIGHT濃度を変えてA549細胞を刺激し上皮および間葉系細胞のマーカーを確認した｡
LIGHTはE-cadherin(上皮細胞マーカー)の発現を減弱し､
同時にN-cadherin､vimentin､αSMA(間葉系マーカー)発現を亢進させた｡

(B) 同様の条件でE-cadherinおよびvimentin mRNA発現について検討したところ､
LIGHT10ng/ml以上で濃度依存的に有意にE-cadherin mRNA発現を抑制し
vimentin mRNA発現を亢進した｡
n = 6 separate experiments. *: p<0.05; **: p<0.01.
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A549細胞における LIGHT による上皮間葉転換の機序 

LIGHT が TGF-β1 による上皮間葉転換を増強し､LIGHT 自身も上皮間葉転

換を誘導することが示唆されたため､細胞内のシグナルについて解析を行った｡  

 

1. LIGHT による TGF-β1発現の検討 

まず､我々は LIGHTが A549細胞からの TGF-β1産生を促すことで､オート

クライン機序で上皮間葉転換を生じている可能性について検討した｡A549 細胞

を様々な LIGHT 濃度 (0, 10, 50 ng/ml)で刺激して､24 時間後に上清を回収し

TGF-β1 の濃度を ELISA で測定した｡ Fig. 5A に示すようにどの濃度においても

LIGHT は TGF-β1 を誘導しなかった｡ Fig. 5B に示すように同条件での定量的

RT-PCRにおいても無刺激と比べて TGF-β1 mRNA発現を亢進させることはなか

った｡このことから､LIGHT による上皮間葉転換は TGF-β1 産生によるものでな

いことが示された｡ 

 

2. LIGHT による上皮間葉転換と smad-Snai1経路 

次に TGF-β1 によって生じる上皮間葉転換の重要な細胞内 pathway である

smad-Snai1 シグナル経路[45]について検討を行った｡まず LIGHT が smad2 のリ

ン酸化を生じるかについて Western blottingにて確認した｡ 
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Figure 5. LIGHTによるTGF-β1産生についての検討

A549細胞をLIGHT (0, 10, 50 ng/ml)で刺激後48時間後に上清を回収しTGF-β1濃度を測定した｡
(A) 上清中のTGF-β1濃度はLIGHT刺激によって変化せず産生は生じなかった
(B)  LIGHT刺激後のTGF-β1 mRNA発現は変化しなかった｡
また､LIGHTはA549細胞からTGF-β1を誘導しなかった
n=4 separate experiments. *: p<0.05; **: p<0.01
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Fig. 6A に示すように､TGF-β1 刺激によって生じる smad2 のリン酸化 

(smadの活性化) は LIGHT刺激によっては生じなかった｡ 

続いて smadシグナルの下流にある snai1について定量的 RT-PCRで発現の

検討を行った｡Fig. 6B に示すように､Snai1 mRNA 発現は TGF-β1 刺激後約 2 時

間でピークに達するのに対して､LIGHT は Snai1 mRNA 発現を増強しなかった｡

このことから LIGHTによる上皮間葉転換は TGF-β1の産生や smad-Snai1経路に

よらない可能性が示唆された｡ 
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psmad2
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0 1 2 4 6 12 0 1 2 4 6 12 (hours)

LIGHT TGF-β1
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Figure 6. LIGHTによるsmad-snai1 pathway活性化についての検討

(A)  TGF-β1(5ng/ml)およびLIGHT (10 ng/ml)刺激によるsmad2 pathwayの活性化を検討した｡
TGF-β1はsmad2リン酸化を生じたかLIGHTでは生じなかった｡ 

(B) 同条件でE-cadherin発現を抑制する経路であるsnai1 pathwayの発現について検討した｡
TGF-β1はsnai1 mRNA発現を誘導したが､LIGHTは誘導しなかった｡
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3. Erk1/2 シグナルと LIGHT 誘導上皮間葉転換 

TGF-β1 による上皮間葉転換のシグナル伝達として Erk1/2 のリン酸化を介

した経路が知られており[46]、LIGHT による上皮間葉転換が Erk1/2 のリン酸化

を介したものか検討を行った｡Fig. 7A に示すように LIGHT 刺激後 1 時間で

Erk1/2 のリン酸化を示した｡Erk1/2 リン酸化による活性化は 2 時間か 4 時間まで

続き､12 時間で減少した｡Erk1/2 経路が LIGHT による上皮間葉転換に関与して

いるかどうかを確かめるために､Erk1/2 のリン酸化酵素阻害剤である U0126 を

A549細胞に投与した状態で LIGHTによる刺激を行った｡ Fig. 7Bに示すように､

LIGHT 刺激前 1 時間に U0126 投与を行ったところ､上皮間葉転換によって生じ

る E-cadherin 発現の減弱を抑制した｡これらの結果から LIGHT による上皮間葉

転換には Erk1/2経路が関わっていることが示唆された｡ 
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Figure 7. Erk1/2シグナルとLIGHT誘導上皮間葉転換

(A) LIGHT100ng/mlでA549細胞を刺激し刺激によるErk1/2リン酸化について検討した｡
0,1,2,4,6,12時間の変化をみると､刺激後1時間以降にリン酸化を生じた｡
リン酸化は2-4時間後まで続き12時間後には減弱した｡
 
(B) Erk 1/2選択的リン酸化酵素阻害剤のU0126を使用し上皮間葉転換への影響を検討した｡
U0126投与によりA549細胞においてLIGHT刺激によるE-cadherin発現減弱を抑制した｡
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結果 1についての考察 

上皮間葉転換は上皮細胞が何らかの刺激によって E-cadherin といった上皮

のマーカー発現を失い､間葉系細胞のマーカーである N-cadherin､αSMA､

vimentin の発現を増強し､間葉系細胞としての機能を獲得することである｡特に

E-cadherin は上皮の性質と機能のマーカーとして重要な接着因子[47]とされてい

る｡本研究で LIGHT が TGF-β1 による上皮間葉転換を増強し､上皮間葉転換を生

じた細胞の収縮能を増強することを明らかにした｡さらに､LIGHT は TGF-β1 な

しで上皮間葉転換を誘導することができ､その細胞内シグナルは TGF-β1 による

上皮間葉転換とは異なり､Erk1/2経路を介すことを明らかにした｡ 

近年､LIGHT は気管支喘息(BA)､関節リウマチ(RA)､炎症性腸疾患(IBD)の

病態に深く関与しているとする報告がある[22, 23]｡特に､慢性の気道炎症が継

続している状態である重症喘息において､喀痰中の LIGHT濃度と肺機能が負の

相関を示し､気道リモデリングに関与していることが示唆されている [25]｡以前

の報告[24]で､LIGHT による重症喘息患者の気道の線維化とそれに伴う気道リ

モデリングはマクロファージからの TGF-β分泌誘導と好酸球からの IL-13分泌

誘導によるものと考察されている｡また､肺の線維化を生じる慢性炎症性肺疾

患であるサルコイドーシス患者において､BALF 中の LIGHT 濃度が上昇してい

たとする報告[26]もある｡ 以上から LIGHTは慢性炎症性肺疾患のみならず肺線
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維症の病態にとって重要なメディエーターであることが考えられる｡しかしな

がら､組織線維化の原因の一つと考えられている上皮間葉転換に対する LIGHT

の関与について研究された文献はなく､本研究によって LIGHT のもつ TGF-β1

による上皮間葉転換の増強作用と､LIGHT 単独での上皮間葉転換を肺上皮細胞

で生じることが初めて明らかになった｡TGF-β1 は肺の線維化において重要なメ

ディエーターであり､TGF-β シグナルが増強されることは上皮間葉転換を誘導

し組織線維化に関与すると考えられている[48, 49]｡さらに､いくつかの炎症性

サイトカインは TGF-β1 による上皮間葉転換を増強することが知られており

[16-18]､炎症そのものが組織線維化においてきわめて重要であると考えられる｡

しかしながら､TGF-β1 非存在下で上皮間葉転換を生じるという報告はほとんど

なく[50]､我々は LIGHT が単独で生じる上皮間葉転換のメカニズムについて検

討した｡ 

LIGHT と同様に TNF superfamily である TNF-α が TGF-β1 産生を誘導する

ことから[51]､LIGHT による上皮間葉転換も細胞からの TGF-β1 産生を誘導す

ることによって生じる可能性を考えた｡しかし､LIGHT は TGF-β1 産生も

mRNA 発現も増強しなかった｡このことから LIGHT による上皮間葉転換の機

序は TGF-β1 のオートクラインによるものではないと考えられた｡また、TGF-β

シグナルの直下にある smad 経路と Erk 経路は TGF-β1 による上皮間葉転換に
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おいて主要な経路とされている [46]｡このため我々は LIGHT が smad および

Erk経路の活性化を生じるかどうか検討したところ､LIGHTによって smadのリ

ン酸化なしに Erkリン酸化を生じることが見いだされた｡ また Erk1/2の選択的

リン酸化酵素阻害剤である U0126 は A549 細胞での LIGHT 刺激による E-

cadherin 発現減弱を抑制した｡ これらの結果から Erk1/2 経路が LIGHT による

上皮間葉転換を生じるのに必要な経路であることが示唆された｡ 

本研究における検討の限界として､上皮間葉転換の研究において使用した

細胞株が､正常気道上皮細胞ではなく肺胞上皮癌細胞株の A549 細胞を用いた

点である｡そのため､肺線維化や気道リモデリングの病因として本研究の結果

を直接反映するのは難しい面がある｡しかし､A549 細胞は肺の上皮細胞の機能

解析に広く使われており､いくつかの研究で肺の線維化の in vitroモデルとして

A549細胞が使われているのも事実である[52, 53]｡ 
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結果 2:LIGHT による気道上皮細胞からの CXCL8産生 

 

気道上皮細胞における LTβRおよび HVEMの発現 

LIGHT の受容体は LTβR および HVEM が知られており[54]､我々はまずフ

ローサイトメーターを用いて細胞表面の受容体発現を解析した｡LTβR と HVEM

のポジティブコントロールとして両受容体を発現している[55] [56]THP-1 細胞

を用いた｡Fig. 8 に示すように､BEAS-2B 細胞は LTβR を発現していたが､HVEM

は発現していなかった｡  

サイトカインアレイを用いたサイトカイン･ケモカイン産生の検討 

  LIGHT 投与による気道上皮細胞からのサイトカイン･ケモカイン産生を網

羅的に確認するために､LIGHT 50ng/ml で BEAS-2B 細胞を刺激し､24 時間後に

上清を回収し､サイトカインアレイを用いて､サイトカイン･ケモカインの産生

をみた｡ Fig. 9 に示すように､LIGHT 刺激により IL-6､CXCL8､IL-10 等の炎症性

サイトカイン･ケモカインを誘導した｡ 

 

 

 

 



BEAS-2B cells
THP-1 cells

(positive control)

A)

B)

Figure 8

Figure 8. 気道上皮細胞におけるLTβRおよびHVEMの発現の検討

BEAS-2B細胞とTHP-1細胞にPE-LTβR抗体およびFITC-HVEM抗体で処理し､
蛍光強度をフローサイトメーターで測定した｡
THP-1細胞は両抗原を発現しておりpositive controlとして用いた｡

(A)PE-LTβR抗体処理による蛍光強度: BEAS-2B細胞はLTβRを発現していた｡

(B)FITC-HVEM抗体処理による蛍光強度:BEAS-2B細胞はHVEMを発現していなかった｡



Figure9

A) B)

C)

Figure9. LIGHTによる気道上皮細胞からのサイトカイン･ケモカイン産生

BEAS-2B細胞をLIGHT 50 ng/mlで刺激し､24時間後に上清を回収した｡
サイトカインアレイにはRaybio array5を用いた
(A) 無刺激群  (B) LIGHT刺激群
(C) アレイマッピングと増減を色で識別したもの｡
赤: 無刺激より2倍以上発現が亢進したもの
青: 無刺激より0.5倍未満に発現が低下したもの
緑: 0.5-2倍未満)
LIGHT刺激によりIL-6,7,CXCL8,IL-10といった炎症性サイトカインが上昇した一方､
FGFやIL-1の発現低下を認めた｡
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LIGHT による気道上皮細胞からの CXCL8 および IL-6発現 

BEAS-2B 細胞に及ぼす LIGHTの影響を確認するために､刺激後の種々のサ

イトカイン mRNA の時系列変化を評価した｡Fig. 10A に示すように LIGHT は刺

激後 1 時間で CXCL8 および IL-6 mRNA 発現を有意に誘導した｡ 次に濃度依存

的作用を調べるために､様々な濃度の LIGHT (0, 10, 100 ng/ml) で刺激を行い 1時

間後に mRNA 発現を解析した｡LIGHT は濃度依存的に CXCL8 および IL-6 

mRNA 発現を有意に誘導した(Fig. 10B)｡また､Fig.11 に示すように､LIGHT は刺

激後 24時間で BEAS-2B細胞からの CXCL8 および IL-6産生を有意に誘導した｡ 

 

LIGHT による細胞内シグナル活性化 

CXCL8 は気道上皮細胞において MAPK 活性化や NF-κB などの誘導により

産生されることが知られている[57]｡このため､我々は LIGHT による CXCL8 産

生もこれらのシグナルの活性化による可能性も考え､細胞を LIGHT で刺激後 0, 

5, 15, 20, 30, 90分後の Erk1/2, JNK, p38 MAPK､IκBαのリン酸化の時系列変化を

Western blottingで解析した｡ Fig. 12に示すように､LIGHTによる刺激で細胞内の

Erk1/2, JNK, p38 MAPK, IκBαは 15分以内にリン酸化を認め､MAPKsの活性化を

認めた。また IκBα はリン酸化されることで NF-κB の遊離と核内移行を誘導し

た｡ 
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Figure10.LIGHT刺激による時系列変化と濃度依存性変化

(A)BEAS-2B細胞をLIGHT 50 ng/mlで刺激しCXCL8, IL-6, 
MCP-1, RANTES mRNA発現について時系列変化を検討した｡
LIGHTは刺激後1時間をピークにCXCL8,IL-6のmRNA発現を有意に誘導した
n=4 separate experiments. *: p<0.05, **: p<0.01 vs 0 hr

(B)BEAS-2B細胞にLIGHT 0, 1, 10, 100 ng/mlで刺激し､1時間後にRNA
を回収しCXCL8,IL-6 mRNA発現を検討した｡
LIGHTは濃度依存的に有意にCXCL8, IL-6m RNAを誘導した
n=4 separate experiments. ** and ††: p<0.01 vs 0 ng/ml

Figure 10
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Figure 11. LIGHTによる気道上皮細胞からのCXCL8, IL-6産生

LIGHT 100 ng/mlで刺激し24時間後に上清を回収したものをELISAで測定した｡
LIGHTは有意に気道上皮細胞からのCXCL8およびIL-6産生を誘導した｡
n=6 separate experiments. **: p<0.01
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Figure 12. LIGHT刺激による細胞内シグナルの活性化
BEAS-2B細胞をLIGHT 100 ng/mlで刺激し､0,5,15,20,30,90分後に細胞溶解液を回収し､
Erk, JNK, p38, IκBのリン酸化を評価した｡
MAPKsは15分以内にリン酸化を認め､それぞれのシグナルの活性化を認めた｡
IκBはリン酸化されることでNF-κBの遊離と核内移行を誘導した｡
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LIGHT による LTβRを介した CXCL8誘導 

LIGHT による気道上皮細胞からの CXCL8 産生が受容体である LTβR を介

した反応であることを確認するために BEAS-2B および NHBE 細胞に LTβR の

siRNA を導入し､受容体をノックダウンした｡まず､三種類の siRNA (#1-#3)を使

用し､導入後 72 時間での定量的 RT-PCR と Western blotting にてノックダウン効

率を確認した｡Fig. 13A に示すように siRNA #3 が最も強く LTβR 発現を抑制し

た｡続いて siRNA 導入後 72 時間後の細胞を LIGHT 50ng/ml で刺激を行い

CXCL8 の産生を検討した｡Fig. 13B に示すように Lipofectamin 試薬のみや､

negative control siRNA (NCsiRNA) 導入では CXCL8の産生に影響を与えなかった

が､siRNA 導入後により有意に CXCL8 産生を抑制し､siRNA#3 が最も抑制効果

が強かった｡これらの結果から LIGHTによる CXCL8誘導に LTβRが関与してい

ることが示唆された｡また､以降の実験における受容体ノックダウンには siRNA 

#3を用いることとした｡ 
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Figure13. LTβR siRNAによるCXCL8産生への影響

BEAS-2B細胞にLTβRのsiRNAをLipofectaminで導入し､受容体をノックダウンした｡

(A)三種類のsiRNA (#1-#3)を使用し､導入後72時間での定量的RT-PCRと
Western blottingにてノックダウン効率を確認した｡
Lipofectamin試薬のみ､negative control siRNA (NCsiRNA)ではLTβR mRNA発現に
影響を与えなかったが､siRNA #1-#3導入群で有意にLTβR mRNA発現を抑制した｡

(B)siRNA導入後72時間後にLIGHT 100 ng/mlで刺激を行い24時間後に上清を回収し
ELISAでCXCL8濃度を測定した｡siRNA#2と#3で有意にCXCL8産生を抑制した｡
n=4 separate experiments. **: p<0.01

LIGHT
siRNA
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LIGHT による CXCL8 産生における Erk1/2､p38 MAPK､JNK および NF-κBの

関与  

続いて､以前の研究で､気道上皮細胞からの CXCL8 産生において MAPK シ

グナルの活性化が示唆されており[58]､LIGHT による CXCL8 産生においても

MAPK シグナルの活性化が関与しているかどうか調べた｡BEAS-2B 細胞にそれ

ぞれの選択的リン酸化酵素阻害剤である U0126(Erk1/2 リン酸化酵素阻害剤)､

SB203580(p38 MAPK リン酸化阻害剤 )､  SP600125(JNK リン酸化阻害剤 )を

LIGHT 刺激 1 時間前に投与し､24 時間後の上清の CXCL8 産生を ELISA で確認

した｡Fig.14A に示すように U0126 投与群で有意に CXCL8 産生を抑制したもの

の､SP600125 および SB203580 投与群では CXCL8 産生に影響を与えなかった｡

以上の結果から LIGHT による CXCL8誘導には Erk1/2経路が関わっている可能

性が示唆された｡また､CXCL8 のプロモーター領域に NF-κB 結合部位の存在が

知られており[59, 60]､LIGHT による CXCL8 産生に NF-κB シグナルを介してい

るかを検討するために､IκB の選択的リン酸化阻害薬である BAY11-7082(10μM)

を使用したところ､BAY11-7082 投与で有意に CXCL8 産生を抑制した(Fig.14B)｡

さらに､NHBE 細胞でも U0126 および BAY11-7082､LTβR siRNA 使用し LIGHT

による CXCL8 産生に与える影響を確認したところ､BEAS-2B 細胞と同様に

U0126､BAY11-7082､LTβR siRNA群で有意に CXCL8産生を抑制した(Fig. 14C)。 
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Figure 14.各種阻害剤によるCXCL8産生抑制効果

(A)BEAS-2B細胞にMAPKリン酸化阻害剤をLIGHT刺激1時間前に投与を行い､
その後LIGHT 50 ng/mlで刺激を行い24時間後に上清を回収しELISAでCXCL8濃度を測定した｡
U0126は有意にCXCL8産生を抑制した｡
(B)IκBリン酸化酵素阻害剤のBAY11-7082を(A)と同条件で投与しCXCL8産生を測定した｡
BAY11-7082投与により有意にCXCL8産生を抑制した｡
(C)NHBE細胞においてLTβR siRNA､U0126, BAY11-7082を用いて検討した
LTβRノックダウンによりNHBE細胞からのCXCL8産生を有意に抑制した｡
また､BEAS-2B細胞と同様に阻害剤投与でCXCL8産生を有意に抑制した｡
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LIGHT による CXCL8産生における二つの経路の存在 

Erk1/2 を介した NF-κB 誘導により CXCL8 産生をきたすとする過去の報告

[61]と今までの結果から LIGHTによる CXCL8 産生が Erk1/2を介して NF-κBを

誘導する機序の可能性も考えられたため､Erk1/2 を抑制することで NF-κB の核

内移行が抑制されることが予想された｡しかし､Fig. 15A に示すように U0126 投

与によって IκBα のリン酸化は抑制されず､NF-κB の核移行も抑制されなかった｡

一方で､受容体である LTβR を siRNA でノックダウンすると Erk1/2 のリン酸化

は抑制され､NF-κB の核移行は抑制された(Fig. 15B)｡以上の結果から､LTβR の下

流に Erkおよび NF-kBは存在するものの、Erk1/2活性化と NF-κBの誘導とは、

直接的な上流・下流のシグナル伝達経路ではない可能性が示唆された｡ 
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Figure 15. Erk1/2とNF-κBシグナルの検討

(A)BEAS-2B細胞にLIGHT刺激1時間前にU0126(10μM)で前処置を行い
IκBαのリン酸化とNF-κBの核移行について検討を行った｡
Erk1/2リン酸化を阻害しても､IκBαのリン酸化は抑制されず､NF-κBの核移行も抑制されなかった｡

(B)BEAS-2B細胞にnegative control siRNA (NCsiRNA)とLTβR siRNAを導入し､
Erkリン酸化およびNF-κBの核移行について検討した｡
LTβR siRNA導入によりErkのリン酸化は抑制され､NF-κBの核移行も抑制された｡
これらの結果から､Erk1/2リン酸化を介す経路とLTβRからNF-κBに至る二つの経路が想定された｡
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結果 2についての考察 

  本研究は､LIGHT が気道上皮細胞からの CXCL8 を誘導することを見いだし

た初めての報告である｡CXCL8 はマクロファージや上皮細胞､気道平滑筋細胞､

内皮細胞から産生される炎症性のサイトカインで α(CXC)ファミリーに属する

ケモカインの一種である｡炎症反応のメディエーターとして働き、好中球をは

じめとする顆粒球のケモアトラクタントとして重要で､感染巣への走化を誘導

することや､血管新生作用も知られている｡また､気道における好中球性炎症の

機序としては､分泌された CXCL8 が好中球を集簇･活性化し､脱顆粒によって活

性酸素やエラスターゼの分泌を誘導することで生じていると考えられている｡

実際､重症喘息患者において軽症･中等症患者と比較し喀痰の好中球数が増加し

ていること[35]や､重症喘息患者の気道において CXCL8 発現が亢進しているこ

と[62]が知られている｡また､COPD 急性増悪患者の喀痰で CXCL8 が増加してい

ることから､好中球性の誘導によるステロイド抵抗性の炎症状態の遷延を生じ

て病態悪化に関与していることが報告されている[63, 64]｡CXCL8 の受容体は主

に CXCR1 および CXCR2 であり､これらの受容体の発現亢進により急性肺障害

を生じたり[65]､COPD 急性増悪に関与したり[63]､重症喘息に関与する[66]こと

から CXCR2 受容体の阻害薬が新たな治療薬として検討されているが､いまだ開

発途中である[67]｡以上のように CXCL8 は好中球性の炎症を生じることで､重症
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喘息の慢性的な気道炎症に深く関与すると考えられている[68]｡ 

前述のとおり LIGHT は重症喘息の新たなメディエーターとして注目され

ていることから、我々は､LIGHT が気道上皮細胞からの CXCL8 産生を誘導する

ことで気道周囲への好中球集簇を促し､好中球炎症を生じることで､重症喘息に

関与していると仮説を立て､in vitroの系として BEAS-2B細胞および NHBE細胞

の二種類の気道上皮細胞に LIGHT を投与し CXCL8 産生を評価することと､細

胞内のシグナル伝達経路を評価することで､その産生機序についての解明を試

みた｡ 

まず我々は LIGHT の気道上皮細胞への作用を解析するにあたり､フローサ

イトメトリーを用いた受容体発現の検討を行った｡LIGHT の受容体は 3 つ知ら

れており､それぞれ LTβR､HVEM､decoy 受容体であり､decoy 受容体以外の二つ

が機能を発揮する｡このうち LTβR は肺､腎臓､肝臓に強く発現し､心臓と精巣に

中等度発現している一方､脳､胸腺､脾臓､リンパ節での発現は弱い [69]｡一方

HVEM は T 細胞、B 細胞(ナイーブ B 細胞とメモリーB 細胞)、単球など様々な

細胞や組織で発現している[70, 71]｡我々の検討では､BEAS-2B 細胞､NHBE 細胞

は LTβR のみ発現していた｡一方肺胞上皮癌由来細胞株である A549 細胞は

HVEM のみを発現しており､前述の LIGHT による上皮間葉転換誘導作用に関与

している可能性が示唆された｡この結果から､CXCL8 産生の検討においては
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LTβR に注目していくこととなった｡続いて LIGHT によるサイトカイン･ケモカ

インの産生についてサイトカインアレイを行い､IL-6,CXCL8,IL-10 などの様々な

炎症性サイトカイン･ケモカインの産生を生じる一方､RANTES,TGF-β1 などは

産生しないことがわかった｡このうち喘息に関与する CXCL8, IL-6, MCP-1, 

RANTES に関して LIGHT 刺激後の時系列変化を確認したところ､CXCL8 と IL-

6で 1時間をピークに mRNAを誘導し､CXCL8に関しては LIGHT濃度依存的に

mRNAを発現することを確認した｡LIGHTが気道上皮細胞から CXCL8を誘導す

る機序を解明するために､LTβR の siRNA を用いた受容体のノックダウンを行っ

た｡受容体のノックダウンにより有意に CXCL8 の産生が抑制されたことから､

LIGHT による CXCL8 誘導は LTβR を介したものであることが確認された｡次に

下流のシグナルを解明するにあたり､以前より TNF-αによる CXCL8 産生におい

て MAPK が関与していること[72]や､重症喘息のステロイド抵抗性に MAPK が

関与していることから[58]､同シグナルに着目した｡LIGHT 刺激により細胞内の

Erk1/2, p38, JNK といった MAPK は活性化を認めたが､Erk1/2 阻害で CXCL8 産

生が抑制される一方､p38 と JNK に関しては阻害剤を使用しても CXCL8 産生に

影響を与えなかった｡これらの結果から CXCL8 産生には LTβR を介して Erk1/2

を活性化することで CXCL8 産生が生じる可能性が示唆された｡また､CXCL8 発

現は NF-κB や AP-1 といった転写因子によって制御される[57]ことが知られて
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おり､本研究においても LIGHT 刺激で IκB がリン酸化され NF-κB が誘導された

ことから､Erk1/2 の下流に NF-κB が存在し､CXCL8 を誘導している可能性も考

えられた｡しかし､Erk1/2 活性化を阻害しても NF-κB の核移行を抑制しないこと

と､阻害剤を使った実験でより下流にあると考えられる NF-κB を阻害するより

も上流の Erk1/2 を阻害する方がより CXCL8 の産生抑制効果が強かったことか

ら､LIGHT による CXCL8 産生の経路は①Erk1/2 を介した経路と②LTβR から

NF-κB に至る経路の二つの経路がある可能性が示唆され､より Erk1/2 を介した

経路の方が CXCL8 の産生への寄与が大きい可能性が示唆された｡Erk から

CXCL8 遺伝子発現に至る経緯に関しては不明な点が多いが､リン酸化された

Erk2 (p42 MAPK)の二量体が核内に移行し Elk-1 をリン酸化し､SRF と共同して

SRE(serum response element)に結合する可能性や核内で Erk2 が c-Fos と c-Jun の

二量体をリン酸化することで安定化させ､AP-1(activator protein-1)配列に結合す

ることで CXCL8 産生を誘導する可能性が考えられる[73]｡また､NF-κB を介した

経路としては LTβRから TRAF2(TNF receptor-associated factor)を介した canonical 

pathwayと呼ばれる IκBα分解を通じた NF-κBp65/p50誘導による機序[74]や B細

胞で認められる[75]TRAF3 活性化を介した non-canonical pathway を通じて NF-

κB-inducing kinase (NIK)､NF-κB2誘導による機序が考えられる｡ 

以上のように､LIGHT による CXCL8 産生において､受容体である LTβR の
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関与は大きく､例えば､喀痰中の LIGHT 濃度の高い患者において LTβR の中和抗

体(現在商業ベースでの入手はできない)や siRNA の気管内投与によって新たな

喘息治療のターゲットになる可能性が考えられる｡ 

  本研究の限界として､マウスをはじめとした動物モデルを用いた in vivo の

検討や実際の喘息患者検体を用いた検討をしていない｡そのため､LTβR の

siRNA を使用することによる CXCL8 誘導抑制効果を喘息への改善効果に関し

てそのまま反映するのは難しい面がある｡しかしながら､少ない研究ではあるが､

独自に LIGHT 抗体を作成しマウスに投与することでマウス喘息モデルの気道

過敏性や気道リモデリングを抑制したとする報告[24]もあり､今後の検討により

効果が期待できる可能性がある｡ 

 

まとめ 

LIGHT は、TGF-β1 による上皮間葉転換を増強し､間葉系細胞の機能とし

て、より強い収縮能を獲得した｡さらに LIGHT は単独でも上皮間葉転換を誘導

し､その細胞内経路は TGF-β シグナルを介さず Erk1/2 経路を活性化することに

より生じ、組織線維化に関与している可能性が示唆された。さらに､LIGHT は

気道炎症に関係するサイトカイン･ケモカイン産生を気道上皮細胞から誘導す

ることにより、気道炎症を増強させる可能性が示唆された。特に CXCL8 の産
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生においては Erk1/2経路および NF-κB経路を活性化することで生じることが示

された｡また､LIGHT によるこれらの反応は、呼吸器疾患における肺の線維化や

重症喘息の病態と深く関与している可能性が示唆された｡気道上皮細胞では

LIGHT の受容体として LTβR が発現しており､LTβR を阻害するような分子標的

薬を開発することで､これらの病態に対する新たな治療のターゲットとなる可

能性が考えられた｡ 
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