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要旨 

慢性炎症性呼吸器疾患の急性増悪はウイルス感染を主因とし、好中球性気道炎

症を特徴とする。IL-17A は上記疾患患者の肺組織で高発現しており、好中球性気

道炎症への関与が示唆されている。本研究では急性増悪の病態における IL-17A の

関与を検討した。ウイルス感染モデルとして poly(I:C)を使用し、気道上皮細胞での

ケモカイン産生を解析した。IL-17A, poly(I:C)共刺激で相乗的に CXCL8 や CXCL1

が産生された。CXCL8 産生における相乗効果は p38, Erk1/2 経路の活性化や mRNA

の安定化が誘導されることによると判明した。IL-17A は急性増悪中の気道炎症に

関与することが示唆された。 
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序文 

気管支喘息や慢性閉塞性肺疾患といった慢性炎症性呼吸器疾患は、世界的に罹

患率が高く、現在もなお高い死亡率で推移しており、気管支喘息が原因で 25 万人、

慢性閉塞性肺疾患が原因で 300 万人の患者が毎年死亡している[1-3]。このような慢

性炎症性呼吸器疾患の病態、機序は各々の疾患で異なっており、極めて複雑多様で

ある。気管支喘息は、気道過敏性の亢進、可逆性を持った様々な程度の気流制限を

特徴する慢性炎症性気道疾患であり、発作性の咳嗽、喘鳴、呼吸困難といった症状

を呈する[4]。一方、慢性閉塞性肺疾患は、主要な原因を喫煙として、末梢気道病

変と肺の気腫性病変が様々な程度で複合的に作用し不可逆な気流制限を呈し、通常

は進行性の疾患であり、慢性的な喀痰、咳嗽及び労作時呼吸困難などの症状をきた

す[5, 6]。疾患の病態の形成の過程で、気道炎症の存在が極めて重要であることが

知られているが、その気道炎症を惹起する細胞やケミカルメディエータの種類も疾

患により各々異なっている。例えば、気管支喘息の気道炎症は、CD4 陽性 T リン

パ球、好酸球、肥満細胞が主に関与しているとされ、サイトカインでは CD4 陽性

である T helper (Th) type 2 細胞より産生される Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-13 が主に

関係していると報告されている[7]。一方、慢性閉塞性肺疾患における気道炎症は、

CD8 陽性 T リンパ球、マクロファージ、好中球が主に関与しているとされ、

Interferon-gamma や Tumor necrosis factor (TNF)-αや IL-6, CXC chemokine ligand 
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(CXCL)8 などが主に関与することが報告されている[8]。 

慢性炎症性呼吸器疾患の病態の一つである急性増悪は、主にウイルス感染が

主因となり、その疾患の重症度と共に頻度が増加する。急性増悪は、患者の呼吸機

能や全身状態を悪化させ、またステロイド等の治療に抵抗性でありそれが高い死亡

率の誘因となっている[9-13]。しかしながら、急性増悪の病態は、いまだ十分に解

明されていない。その中で、過去に様々な、急性増悪中における気道炎症の病態の

評価に関する研究報告がある。例えば、気管支喘息患者の急性増悪においては、喀

痰中の CC chemokine ligand (CCL)11 といった好酸球遊走性ケモカイン及び好酸球

の上昇の報告に加えて、喀痰や気道吸引物中の好中球走化性ケモカインである

CXCL8、好中球が高度に増加し、気道吸引物中の CXCL8 の増加が人工呼吸器離脱

期間の延長に有意に相関していたという報告がある[14-16]。一方慢性閉塞性肺疾患

患者の急性増悪時の喀痰中には IL-1, IL-6, CXCL8, IL-10, TNF-αなどのサイトカイ

ンの増加に加えて、CD8 陽性 T リンパ球、好中球が増加しており[17-21]、喀痰中

の好中球の増加が増悪時における呼吸機能の低下や低酸素血症といった重症度を

示す指標と相関することが報告されている[22, 23]。このように気管支喘息及び慢

性閉塞性肺疾患の急性増悪に共通する特徴として、気道中の CXCL8 及び好中球の

増加、それに引き続く好中球性の気道炎症が挙げられ、治療抵抗性・難治性の病態

と関連していることが示唆されている。 
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IL-17 は分子量が約 21KDa のポリペプチドから成るホモ二量体の糖蛋白質で、

1995 年に T 細胞より産生されるサイトカインとして発見され、主に Th17 細胞より

産生される[24]。IL-17は、その後の研究で、6つのファミリー（IL-17A, IL-17B, IL-17C, 

IL-17D, IL-17 E, IL-17F）から成り、各々が異なった機能を果たすことが明らかにな

った[25]。中でも、IL-17A は、T 細胞のプライミング、B 細胞の抗体産生の促進の

他に、マクロファージ、上皮細胞、内皮細胞、ケラチノサイト、滑膜細胞等から炎

症性サイトカインの誘導や好中球の遊走を促す機能を持っており[25]、関節リウマ

チ、乾癬、多発性硬化症などの様々な慢性炎症性疾患の病態の形成に関与すること

が報告されている[26, 27]。近年の報告で IL-17A は種々の呼吸器疾患の病態にも関

与することが示唆されており[28]、気管支喘息患者や慢性閉塞性肺疾患患者の肺組

織に IL-17A が高発現していること、呼吸機能の低下とその発現が相関しているこ

とが報告されている[29, 30]。気道炎症の形成においても、IL-17A は気道上皮細胞

から好中球走化性因子である CXCL8 の産生を促進することが分かっており、また

喘息患者の喀痰中での IL-17A と CXCL8 の発現や好中球数が相関していることが

報告されている[31-34]。IL-17A 欠損マウスを用いた実験では、アデノウイルス感

染後の気管支肺胞洗浄液を分析したところ、野生型マウスに比べて IL-17A 欠損マ

ウスの気管支肺胞洗浄液において好中球増加が抑制されたとの報告もある[35]。こ

のようなことから、IL-17A は好中球性の気道炎症に関与することが考えられるが、
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前述のように好中球性の気道炎症を特徴とする慢性炎症性呼吸器疾患の急性増悪

との関連は、いまだ十分な解明に至っていない。 

Toll-like receptors (TLRs)は自然免疫において、細菌やウイルスの構成成分を認

識する受容体蛋白質であり、炎症性サイトカインやケモカインを誘導することによ

り免疫応答の誘導に重要な役割を担っている[36]。TLRs のうち TLR1, 2, 4, 5, 6 は細

胞表面に局在し、病原体の表層成分を認識する一方、TLR3, 7, 8 はエンドソーム、

リソソーム、滑面小胞体などの細胞小器官に局在し、これらは、エンドソームでリ

ガンドを認識し、シグナリングを伝達することが知られている[37]。TLR3 はウイ

ルス由来の double-stranded (ds) RNA を認識することで、その後の免疫応答を誘導す

ることが知られている[38]。また、TLR3 は ds RNA 以外に single-stranded RNA も認

識するという報告があり、障害された細胞やウイルス感染細胞由来の RNA を感知

し、速やかに免疫系を発動させていることが推測されている[39]。過去に呼吸器内

科領域においては、気道感染の原因として頻度が高く重要であるライノウイルスや

インフルエンザAウイルスによる感染に伴う気道上皮細胞からのCXCL8を含めた

炎症性サイトカインの産生に TLR3 のシグナリングが関与するという報告がある

[40, 41]。また、マウスモデルにおいては、TLR3 欠損マウスは野生型マウスに比べ

て、ライノウイルス感染後の肺組織における CXCL1 や CXCL2 等の好中球遊走性

サイトカインの発現や好中球数が減少していた[42]。このような報告からも、TLR3
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は呼吸器感染において重要なウイルスの感染に伴う炎症性サイトカインの産生や

好中球の誘導などの免疫応答に関与していることが示唆されている。Poly(I:C)はウ

イルス ds RNA のアナログであり、TLR3 のリガンドの働きがあり、ウイルス感染

のモデルとして使用されている。過去に poly(I:C)の刺激により気道上皮細胞から

CXCL8 を含めた炎症性サイトカインの発現が誘導され、またマウスに対する

poly(I:C)投与でマウス肺に好中球の誘導をきたしたことが報告されており、好中球

性気道炎症を惹起することが示唆されている[43, 44]。 

以上の経緯より、本研究では、外界から経気道的に侵入したウイルスに最初に

暴露され、豊富な炎症性サイトカインの供給源となる気道上皮細胞に着目し、ウイ

ルス感染に伴う慢性炎症性呼吸器疾患の急性増悪時にみられる好中球性炎症の病

態に IL-17A がどのように関与するかを解明することとした。 
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目的 

IL-17A がウイルス感染によって生じる慢性炎症性呼吸器疾患の急性増悪にお

ける病態において、TLR3 シグナリングとの相互作用で気道上皮細胞からのケモカ

イン産生に関与すると仮説を置き、IL-17A 及び poly(I:C)の刺激により、気道上皮

細胞から産生されるケモカインを評価し、ケモカイン産生における細胞内シグナリ

ング、mRNA の安定性を含めた内部の機構について研究を行うことを目的とした。 
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方法 

1. 試薬 

Recombinant human IL-17A は R&D (Minneapolis, MN, USA)より、poly(I:C) 

sodium salt は Tocris (Bristol, UK)より購入した。MEK1/2 選択的阻害薬(Erk1/2 リン

酸化酵素阻害)の U0126 (10 μM)、JNK-1,-2,-3 選択的阻害薬の SP600125 (10 μM)、p38 

MAPK 選択的阻害薬の SB203580 (25 μM)は Cell Signaling Technology (Beverly, MA, 

USA)から購入し、IκBα 選択的阻害薬の BAY11-7082 (10 μM)は Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA)より、MK-2 及び MK-3 の選択的阻害薬の MK-2 inhibitor III (7 μM)

は Santa Cruz (Dallas, TX, USA)より、MNK1/2 の選択的阻害薬の ETP-45835 (5 μM)

は Calbiochem (Billerica, MA, USA)より、MSK1/2, protein kinase A, protein kinase B, 

ribosomal S6 kinase and p70
S6Kの選択的阻害薬の SB747651A (5 μM)は Tocris より購

入した。全ての阻害薬は dimethyl sulfoxide (DMSO)に溶解した。 

 

2. 細胞株及び培養 

BEAS-2B 細胞（非癌患者の気道上皮より分離され、不死化された細胞株であ

り、気道上皮細胞の機能解析に広く用いられている）は the American Type Culture 

Collection (Manassas, VA. USA)より購入した。ヒト気道上皮細胞(NHBE: normal 

human bronchial epithelial cells)は Takara Bio Inc. (Tokyo, Japan)より購入した。細胞は
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collagen type 1 で覆われたディッシュ(Iwaki, Tokyo, Japan)に撒き、37°C 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を行った。培養液は専用の serum 

free の上皮増殖培地である Bronchial Epithelial Cell Growth Medium (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 extract, 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。細胞の刺激の前日には、Bullet Kit を添加しない BEGM

培地に換え、培養を行った。 

 

3. ケモカインアレイアッセイ 

ケモカインアレイアッセイは、RayBio Human Chemokine Array C1 kit 

(AAH-CHE-1; RayBiotech, Inc., Norcross, GA)を使用した。手順としては、細胞の培

地の上清をメンブレンに添加し 2 時間 incubate を行った。上清を吸引、洗浄した後

に、Biotinylated Antibody Cocktailを加え、2時間 incubateを行った。さらにBiotinylated 

Antibody Cocktail を吸引、洗浄し、horseradish peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin

を加え、2 時間 incubate を行った。その後、HRP-streptavidin を吸引、洗浄し、メン

ブレンを 1X detection buffers C and D で処理し、画像を冷却 CCD カメラの使用によ
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り撮影した。各ブロットのデンシトメトリーの評価はCS Analyzer 3.0 (ATTO, Tokyo, 

Japan)を使用して行った。デンシトメトリーの強度はバックグランドを差し引くこ

とで標準化を行った。 

 

4. 定量的 RT-PCR 

Total RNA は RNeasy Mini Kit (Qiagen, Tokyo, Japan)をプロトコールに従い、使

用し抽出を行った。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。その後、SuperScript III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて cDNA を合成した。定量的 RT-PCR

は、Mx-3000P (Stratagene, La Jolla, CA)を用い、QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen)

で行った。相対的な mRNA の発現は ΔΔCt 法を用いて、計算した。サンプル間の

cDNA 量の変動を補正するために glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)を内部コントロールとして用いた。用いたプライマーの配列を次のページ

の Table. 1 に示す。 
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(TRIF: TIR domain-containing adapter-inducing interferon-β) 

Table. 1 使用した primer 配列 

 

5. ELISA 

BEAS-2B 細胞及び NHBE 細胞を 1.0 x 10
5/well ずつ 24 ウェルプレートに撒い

た。その 48 時間後に無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)及び poly(I:C) (2.5 μg/mL)を単独

もしくは同時に刺激する群の 4 群に分け、刺激を行った。阻害薬は刺激の 1 時間前

に予め加えた。刺激の 24 時間後に培地の上清を回収した。上清中の CXCL8 蛋白

濃度は PeliKine Compact human CXCL8 ELISA kit (Sanquin, Amsterdam, Netherlands)

で、CXCL1 蛋白濃度は human CXCL1/GRO alpha Quantikine ELISA kit (R&D)で各々

プロトコールに従い測定した。 

  

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

GAPDH CACCATCTTCCAGGAGCGAG 
CCTTCTCCATGGTGGTGAAG

AC 

CXCL8 ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC AACCCTCTGCACCCAGTTTT 

CXCL1 
TCTTTCTGGCTTAGAACAAAGGGG

C 

AGTAAAGGTAGCCCTTGTTT 

CCCCC 

TLR3 
AGAGTTGTCATCGAATCAAATTAA

AG  

AATCTTCCAATTGCGTGAAA

A 

TRIF CCGGATCCCTGATCTGCTTG ATGTCGAAGGCGCTAGGAAG 
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6. small interfering RNA (siRNA) experiment 

TLR3及びTRIFに対する siRNAを Invitrogen (Tokyo, Japan)より購入した(TLR3: 

#1: HSS110815; #2: HSS110816; #3: HSS110817, TRIF: #1: HSS152364; #2: 

HSS152365; #3: HSS175528) (Stealth RNAi™ Pre-Designed siRNAs; Invitrogen)。また、

negative control として Stealth RNAi™ Negative Control Duplexes (#12935-300, 

Invitrogen)を使用した。BEAS-2B 細胞は、Lipofectamine RNAiMAX Transfection 

Reagent (Invitrogen)を用いて 20nM の siRNA をトランスフェクションした。ノック

ダウン効率は、トランスフェクションの 72 時間後に qRT-PCR 及び Western blotting

を用いて確認を行った。使用した siRNA sequence を下の Table. 2 に示す。 

 

Set Sense Antisense 

TLR3 #1 
AAUAAAUGGGACCACCA

GGGUUUGC 

GCAAACCCUGGUGGUCCCAUU

UAUU 

TLR3 #2 
AAAGGUAGUGGCUUGAC

AGCUCAGG 

CCUGAGCUGUCAAGCCACUAC

CUUU 

TLR3 #3 
AAGAAAGUUGUAUUGC

UGGUGGUGG 

CCACCACCAGCAAUACAACUU

UCUU 

TRIF #1 
CCAUGAUGAGCAACCUC

ACGCGACA 

UGUCGCGUGAGGUUGCUCAUC

AUGG 

TRIF #2 
CCCAUUGACGGUGUUUC

GGACUGGA 

UCCAGUCCGAAACACCGUCAA

UGGG 

TRIF #3 
CCAUCACUUCCUAGCGC

CUUCGACA 

UGUCGAAGGCGCUAGGAAGUG

AUGG 

Table. 2 siRNA sequence: Invitrogen より予め設計された配列を購入した 
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7. Western blot analysis 

細胞は、lysis buffer solution (20 mM Tris-HCl, pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)で溶解し、SDS 化後、

電気泳動(SDS-PAGE)で蛋白の分離を行った。すべてのサンプルは BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)を用いて濃度を統一し、泳動を行っ

た。泳動後蛋白はセミドライ式で PVDF メンブレンに転写を行った。その後、ブロ

ッキングバッファーとして、2% ECL Prime Blocking Reagent (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK)を TBS-T バッファー(50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 

0.1% Tween-20)で希釈したものを使用し、メンブレンを 1 時間浸してブロッキング

を行った。ブロッキング後に、一次抗体反応及び二次抗体反応を行った。抗体反応

の際には、一次抗体、二次抗体をブロッキングバッファーで希釈したものを使用し

た。希釈倍率は「8. 抗体及び希釈倍率」の項目に示す。検出には、ECL Prime Western 

Blotting Detection Kit (GE Healthcare)を用い、冷却 CCD camera (EZ-Capture MG; 

ATTO)により撮影を行った。 

 

8. 抗体及び希釈倍率 

使用した抗体と希釈倍率を示す。Rabbit anti-TLR3 antibody (1:1000), rabbit 

anti-TRIF antibody (1:1000), rabbit anti-Erk1/2 antibody (1:1000), rabbit 
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anti-phospho-Erk1/2 antibody (1:1000), rabbit anti-phospho-p38 MAPK antibody 

(1:1000), rabbit anti-p38 MAPK antibody (1:1000), rabbit anti-phospho-stress-activated 

protein kinases/JNK antibody (1:1000), rabbit anti-stress-activated protein kinases/JNK 

antibody (1:1000), mouse anti-phospho-IκBα antibody (1:1000), mouse anti-IκBα 

antibody (1:1000), rabbit anti-nuclear factor-κB (NF-κB)-p65 antibody (1:1000)を一次

抗体として用い、anti-mouse IgG, HRP-linked antibody (1:10000)及び anti-rabbit IgG, 

HRP-linked antibody (1:10000)を二次抗体として用いた。上記の抗体はすべて、Cell 

Signaling Technology より購入した。蛋白量の確認は内部コントロールとして、

全細胞溶解液には、mouse anti-α-tubulin antibody (1:5000) (Sigma-Aldrich)を用い、

核抽出物に関しては、 rabbit anti-histone H3 antibody (1:1000) (Cell Signaling 

Technology)を使用した。 

 

9. Nuclear extraction 

BEAS-2B 細胞を 10-cm ディッシュに培養し、無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)及

び poly(I:C) (2.5 μg/mL)を単独もしくは同時刺激する群の 4 群に分け、刺激を行った。

刺激の 1 時間後に nuclear extraction kit (Active Motif, Tokyo, Japan)をプロトコールに

従って用い、核の抽出を行った。 
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10. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

転写因子活性の解析は、pathway profiling system kit (BD Biosciences Clontech, 

UK)及び activator protein 1 (AP-1) luciferase reporter vector kit (Iwai, Tokyo, Japan)を用

いて行った。Pathway profiling system kit の中には、ルシフェラーゼ遺伝子の上流に

特異的な cis-acting DNA 配列(エンハンサーエレメント)を有したルシフェラーゼレ

ポーターベクターが複数含まれており、またネガティブコントロールとして、ルシ

フェラーゼ遺伝子の上流にエンハンサーエレメントを含有しないpTALベクターも

含まれている。トランスフェクション効率を標準化するために内部コントロールと

して pRL-TK Renilla luciferase (pRL-TK-Rluc)を二重トランスフェクションした。

BEAS-2B 細胞へのトランスフェクションは、FuGENE HD transfection reagent 

(Promega, Tokyo, Japan)をプロトコールに従って用いることで行った。BEAS-2B 細

胞は 48 ウェルプレートで培養し、0.2 μg のレポーターベクターと 0.01μg の

pRL-TK-Rluc をトランスフェクションした。トランスフェクションの 48 時間後に

細胞を無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)及び poly(I:C) (2.5 μg/mL)を単独または同時に

刺激する群の 4 群に分けて刺激を行い、刺激の 24 時間後に細胞を回収した。ルシ

フェラーゼ活性はDual-Luciferase Reporter Assay System試薬(Promega)及び計測装置

としてルミノメーター(Luminescencer-Octa, AB-2270; ATTO)をプロトコールに従い、

使用することで行った。相対的なルシフェラーゼ活性を triplicate で評価し、Renilla 
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luciferase で標準化を行った。 

 

11. Actinomycin D chase experiment 

BEAS-2B 細胞を 6 ウェルプレートに培養し、poly(I:C) (2.5 μg/mL)単独刺激群

と IL-17A (100 ng/mL)及び poly(I:C) (2.5 μg/mL)の共刺激群の 2 群に分けて、刺激を

行った。刺激を行った 3 時間後に actinomycin D (10 μg/mL) (Sigma-Aldrich)を新規の

mRNA の転写を阻害する目的で加えた。Actinomycin D を加えた 0, 30, 60, 120, 180

分後に各々の刺激群における CXCL8 及び CXCL1 の mRNA の発現について

qRT-PCR を用いて解析を行った。経時的な mRNA の発現をプロットしたグラフの

AUC は台形法で計算した。 

 

12. 統計解析 

結果は少なくとも 3 回実験を施行して確認し、データは平均±標準誤差で表示

した。統計解析は JMP(version 10.0.2; SAS Institute Japan Ltd., Tokyo, Japan)ソフトウ

ェアを使用した。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。相乗効果の有無

は、two-way ANOVA 法で交互作用を検定することにより評価を行った。コントロ
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ールに対する比を取った値の群間の比較はWilcoxon’s rank-sum testを用いて行った。

p < 0.05 を有意差ありとした。 
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結果 

IL-17A と poly(I:C)の刺激で気道上皮細胞から相乗的にケモカインの産生が起きた。 

最初に、IL-17A 及び poly(I:C)の刺激に伴う気道上皮細胞のケモカインの産生

について評価した。まず、ケモカインアレイアッセイを行い、刺激に伴う BEAS-2B

細胞からのケモカインの産生について網羅的に評価を行った(Fig. 1A)。デンシトメ

トリー解析の結果、IL-17A単独刺激群ではGRO (CXCL1, CXCL2, CXCL3から成る), 

CXCL1, CCL1 などのケモカインで、軽度の上昇を認めたが、無刺激群に比べて 3

倍以上の上昇を示すケモカインは認めなかった。一方、poly(I:C)単独刺激群では、

Fig. 1B の色付き（青色及び灰色）のセルで示されるように、GRO, CXCL1, CCL1, 

CXCL8, CXCL10, CCL2, CCL5 などのケモカインで無刺激群に比べて 3倍以上の上

昇を認めた。さらに、それらのケモカインのうち、IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激

群では、灰色で示された GRO, CXCL1, CXCL8 の 3 つのケモカインにおいて

poly(I:C)単独刺激群に比べて 3 倍以上の上昇を認めた。ケモカインアレイアッセイ

のデンシトメトリーのデータの詳細は、Table. 3 に示す。 
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Figure. 1 

 

Figure. 1 IL-17A 及び poly(I:C)による気道上皮細胞からのケモカイン産生 

BEAS-2B 細胞を IL-17A (100 ng/mL), poly(I:C) (2.5 μg/mL)で刺激し、24 時間後に上

清を回収し、ケモカインアレイアッセイを施行した。 

(A) 各々の刺激条件下でメンブレンに検出されたシグナルを示している。 

(B) アレイマッピングとデンシトメトリーの増減の識別を色で示している。 

色付きのセル(青色+灰色):無刺激群に比べて 3 倍以上発現が亢進したもの。 

灰色:無刺激群に比べて 3 倍以上発現が亢進し、かつ poly(I:C)単独刺激群に比べて 3

倍以上発現が亢進したもの。 

略称: POS, positive control; NEG, negative control; GRO, growth-related oncogene 
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NC IL-17A / NC poly(I:C) / NC IL-17A + poly(I:C) / NC IL-17A + poly(I:C) / poly(I:C) 

CXCL1 1 1.44 5.11 22.6 4.42 

GRO 1 1.60 3.07 11.9 3.86 

CXCL8 1 1.04 3.59 13.6 3.78 

CCL20 1 1.26 1.50 2.98 1.99 

CXCL5 1 0.861 0.911 1.51 1.66 

CCL2 1 1.09 6.53 10.7 1.63 

CXCL13 1 0.828 0.960 1.53 1.60 

CCL19 1 0.906 1.94 2.88 1.48 

CCL11 1 0.900 1.07 1.58 1.48 

CCL24 1 0.746 0.734 1.05 1.43 

CXCL7 1 0.890 0.672 0.959 1.43 

CCL3 1 0.819 0.865 1.204 1.39 

CCL22 1 1.04 1.10 1.52 1.38 

CCL23 1 0.944 0.910 1.24 1.36 

CXCL11 1 0.835 0.927 1.23 1.33 

CXCL12α 1 1.41 2.11 2.80 1.33 

CX3CL1 1 0.839 1.18 1.52 1.29 

CCL13 1 1.30 3.94 5.07 1.29 

CCL15 1 1.12 0.882 1.10 1.25 

CXCL6 1 1.06 1.42 1.74 1.22 

CXCL9 1 1.06 0.931 1.11 1.12 

CCL17 1 1.35 1.17 1.37 1.17 

CXCL12β 1 1.21 1.58 1.84 1.17 

CCL25 1 1.22 1.16 1.34 1.16 

CCL26 1 1.38 1.84 2.08 1.13 

CCL8 1 0.826 1.53 1.66 1.09 

CXCL10 1 0.908 9.90 10.2 1.03 

CCL4 1 0.951 1.03 1.02 0.995 

XCL1 1 0.333 0.801 0.763 0.953 

CXCL16 1 1.02 1.33 1.27 0.953 

CCL23 1 0.924 1.14 1.07 0.941 

CCL27 1 1.03 1.40 1.31 0.938 

CCL16 1 0.926 1.19 0.984 0.830 

CCL5 1 0.992 9.31 7.17 0.770 
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CCL28 1 0.955 1.43 1.02 0.713 

CCL1 1 2.89 73.0 38.9 0.533 

CCL7 1 0.277 not detected not detected not detected 

CCL18 1 0.939 4.51 1.45 0.321 

 

Table. 3 ケモカインアレイのデンシトメトリー解析の詳細な結果 

この Table は Figure. 1 のデンシトメトリー解析の詳細な結果を示している。一番左

の列に今回評価したケモカインを示している。そこから右 3 列は IL-17A 単独刺激

群、poly(I:C)単独刺激群、共刺激群の各々のケモカインのデンシトメトリーの無刺

激群に対する比を示しており、3 倍を超えた数字はイタリック体で表記している。

一番右側の列は、共刺激群の poly(I:C)単独刺激群に対する比を示しており、3 倍を

超えた数字は太字で表記している。 
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続いて、IL-17A や poly(I:C)で刺激に伴う BEAS-2B 細胞や NHBE 細胞における

CXCL8 及び CXCL1 の mRNA の発現や蛋白の産生について、qRT-PCR 及び ELISA

を用いることで評価を行った。共刺激に伴うケモカインの mRNA 発現増強を確認

するために、共刺激による BEAS-2B 細胞からの CXCL8 及び CXCL1 の mRNA の

発現の推移を経時変化で評価した。両者の mRNA の発現が共刺激後 6 時間でピー

クを迎えたため、刺激 6 時間後に mRNA の発現を評価することとした(Fig. 2)。

IL-17A 単独刺激群では、BEAS-2B 細胞より CXCL8 mRNA の発現を軽度誘導した

(無刺激群に対して 7.2 倍) (Fig. 3A)。Poly(I:C)単独刺激群では過去に報告されてい

るように強力に CXCL8 mRNA の発現を誘導した[43, 44]。 

そして、Fig. 3A 及び 3B に示したように、IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激は

BEAS-2B細胞より相乗的に CXCL8 mRNAの発現と蛋白の産生を誘導した(p < 0.05, 

two-way ANOVA)。また、上記と同様の結果が NHBE 細胞でも得られた(Fig. 3C,3D)。 

また、IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激は CXCL8 の場合と同じく、BEAS-2B 細

胞及び NHBE 細胞より相乗的に CXCL1 mRNA の発現と蛋白の産生を誘導した(p < 

0.05, two-way ANOVA) (Fig. 4A–D)。 
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Figure. 2 

 

 

 

Figure. 2 IL-17A 及び poly(I:C)共刺激後の BEAS-2B 細胞における CXCL8 及び

CXCL1 mRNA の経時的発現 

IL-17A (100 ng/mL)及び poly(I:C) (2.5 μg/mL)共刺激に伴う BEAS-2B 細胞における

CXCL8 及び CXCL1 mRNA の発現を刺激後 0, 1, 3, 6, 12, 24 時間後に解析した。 

A) 共刺激後の BEAS-2B 細胞における CXCL8 mRNA 発現量の刺激前群に対する 

比の経時的推移を示している。 

B) 共刺激後の BEAS-2B 細胞における CXCL1 mRNA 発現量の刺激前群に対する 

比の経時的推移を示している。 

n = 3 separate experiments. 

 

 

 

 

 

 

 

A) B) 
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Figure. 3 

 

Figure. 3 IL-17A 及び poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞及び NHBE 細胞における

CXCL8 mRNA の発現及び蛋白の産生 

無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)単独刺激群、poly(I:C) (2.5 μg/mL)単独刺激群、共刺激

群の 4 群に分け、刺激を行い、刺激の 6 時間後の mRNA の発現を解析した。また、

刺激の 24 時間後の培地の上清を回収し ELISA を施行した。 

A) 各刺激に伴う BEAS-2B 細胞における CXCL8 mRNA の発現量のコントロール 

群に対する比を示している。 

B) 各刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの CXCL8 蛋白の産生を示している。 

C), D) NHBE 細胞において A), B)と同様の項目を見たものを示している。 

n = 3 separate experiments. *: p < 0.05 vs poly(I:C)  
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Figure. 4 

 

Figure. 4 IL-17A 及び poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞及び NHBE 細胞における

CXCL1 mRNA の発現及び蛋白の産生 

無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)単独刺激群、poly(I:C) (2.5 μg/mL)単独刺激群、共刺激

群の 4 群に分け、刺激を行い、刺激の 6 時間後の mRNA の発現を解析した。また、

刺激の 24 時間後の培地の上清を回収し ELISA を施行した。 

A) 各刺激に伴うBEAS-2B細胞におけるCXCL1 mRNAの発現量の無刺激群に対す

る比を示している。 

B) 各刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの CXCL1 蛋白の産生を示している。 

C), D) NHBE 細胞において A), B)と同様の項目を見たものを示している。 

n = 3 separate experiments. *: p < 0.05 vs poly(I:C) 
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Poly(I:C)は主に TLR3/TRIF 経路を介して、気道上皮細胞からケモカイン産生を誘

導した。 

IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激による気道上皮細胞からの相乗的なケモカイン

産生のメカニズムを調べるために、ケモカイン産生に関わる細胞内シグナリングに

ついて評価を行った。 

細胞内シグナリングの評価は正常気道上皮細胞と同様の動態を示すと想定し

て BEAS-2B 細胞に統一して実験を行った。また、シグナリングの検討においては

急性増悪時に発現の上昇が報告されており、好中球性気道炎症の主たるメディエー

ターである CXCL8 に対する関与を主に検討した。 

まず、poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞からのケモカイン産生における TLR3

の関与について、TLR3 を標的とした 3 組の siRNA を用いて検討した。siRNA を

BEAS-2B 細胞にトランスフェクションすることにより、充分に細胞の TLR3 mRNA

の発現及び TLR3 蛋白レベルが抑制されることを確認した(Fig. 5A, 5B)。続いて、

TLR3 をノックダウンすることにより poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの

CXCL8 及び CXCL1 mRNA の発現が有意に抑制された(Fig. 5C)。 

次に TLR3 の重要なアダプター分子である TRIF を介したシグナルのケモカイ

ン産生における関与について TRIF を標的とした siRNA を用いて評価した。まず、

siRNAが十分に TRIF mRNAの発現及び蛋白の産生を抑制することを確認した(Fig. 
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6A, 6B)。さらに、TRIFをノックダウンすることによりpoly(I:C)刺激に伴うBEAS-2B

細胞からの CXCL8 及び CXCL1 mRNA の発現が有意に抑制された(Fig. 6C)。 
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Figure. 5 

 

 

Figure. 5 Poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B細胞からのケモカイン産生に対する TLR3 

siRNAの影響 

A) Negative Control (NC) siRNA 及び 3 組の TLR3 siRNA (#1-#3)をトランスフェク 

ションし、72 時間後に定量的 RT-PCR で mRNA のノックダウン効率を確認した。 

B) A)と同様の 4 種類の siRNA をトランスフェクションし、72 時間後での蛋白 

のノックダウン効率を Western blotting で確認した。 

C) A)でノックダウン効率の高かった 2 種類の siRNA (#2, #3)及び NC siRNA を 

BEAS-2B 細胞にトランスフェクションした。72 時間後に poly(I:C) (2.5 μg/mL)で刺

激を行い、刺激 6 時間後の CXCL8 及び CXCL1 の mRNA の発現を解析した。 

n = 3 separate experiments. *: p < 0.05 vs NC 
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Figure. 6

 

 

Figure. 6 Poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B細胞からのケモカイン産生に対する TRIF 

siRNAの影響 

A) NC siRNA 及び 3 組の TRIF siRNA (#1-#3)をトランスフェクションし、72 時間 

後に定量的 RT-PCR で mRNA のノックダウン効率を確認した。 

B) A)と同様の 4 種類の siRNA をトランスフェクションし、72 時間後での蛋白 

のノックダウン効率を Western blotting で確認した。 

C) A)でノックダウン効率の高かった 2 種類の siRNA (#1, #3)及び NC siRNA を 

BEAS-2B 細胞にトランスフェクションした。72 時間後に poly(I:C) (2.5 μg/mL)で刺

激を行い、刺激 6 時間後の CXCL8 及び CXCL1 の mRNA の発現を解析した。 

n = 3 separate experiments. *: p < 0.05 vs NC 
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BEAS-2B 細胞において、IL-17A 及び poly(I:C)の刺激により p38, Erk1/2, IκBαの

リン酸化が促進された。  

次に、IL-17A 及び poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの CXCL8 の産生に

おける MAPK 及び NF-κB の関与について検討した。まず、MAPK 及び IκBα のリ

ン酸化について解析した。BEAS-2B 細胞を IL-17A 及び poly(I:C)双方で刺激を行う

と p38, Erk1/2, IκBα のリン酸化が誘導された(Fig. 7A, 7B)。その一方で、JNK のリ

ン酸化は誘導されなかった(Fig. 7C)。 

p38 及び Erk1/2 のリン酸化が特に際立って誘導されたため、次に IL-17A 単独

刺激群、poly(I:C)単独刺激群におけるリン酸化との比較を行った。その結果、単独

刺激群に比べて共刺激群において著しく p38 及び Erk1/2 のリン酸化が誘導された

(Fig. 7A)。単独刺激群及び共刺激群における p38 及び Erk1/2 のリン酸化の程度を解

析したデンシトメトリーの結果を Fig. 8 に示す。リン酸化した p38 及び Erk1/2 の割

合の刺激前からの経時的な推移を見た。IL-17A 単独刺激群では、経時的に明らか

な変化は認められず、poly(I:C)単独刺激群では各々15 分をピークにリン酸化の割合

の上昇を認めた。共刺激群では、単独刺激群に比べてより強いリン酸化が認められ

た。 
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Figure. 7 

 

 

Figure. 7 IL-17A 及び poly(I:C)刺激後の BEAS-2B 細胞の MAPK 及び IκBαのリン

酸化 

A) IL-17A 単独刺激群、poly(I:C)単独刺激群、共刺激群に分け刺激を行い、刺激後 

の 0, 5, 15, 30, 60, 120 分後の p38 及び Erk1/2 のリン酸化を示している。 

B) IL-17A 及び poly(I:C)共刺激後の 0, 2, 5, 15, 30, 60 分後の IκBα のリン酸化を示 

している。 

C) IL-17A 及び poly(I:C)共刺激後の 0, 5, 15, 30, 60, 120 分後の JNK のリン酸化を 

示している。 

n = 3 separate experiments. 
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Figure. 8 

 

Figure. 8 IL-17A 及び poly(I:C)刺激後の BEAS-2B 細胞の p38 及び Erk1/2 のリン酸

化のデンシトメトリー解析 

A) Figure.7A に示した各群における p-p38/p38 の刺激前に対する比の経時的推移を 

示している。 

B) A)と同様に各群における p-Erk/Erk の刺激前に対する比の経時的推移を示して 

いる。 

n = 3 separate experiments  
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IL-17A 及び poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの CXCL8 の産生は、p38, 

Erk1/2, IκBαのリン酸化阻害薬で抑制され、特に前 2 者で著しく抑制を認めた。 

次に、IL-17A 及び poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの CXCL8 の産生に

おける MAPK の選択的阻害薬(SB203580, U0126, SP600125)及び IκBα リン酸化阻害

薬(BAY11-7082)の影響について評価した。 

SB203580, U0126, BAY11-7082 はそれぞれ、有意に IL-17A 及び poly(I:C)の共刺

激に伴う CXCL8 の産生を抑制し、特に SB203580 及び U0126 では、著しくその産

生を抑制した。一方、JNK 選択的阻害薬である SP600125 は有意な抑制は認めず、

逆に共刺激により産生は軽度の増加を認めた(Fig. 9)。 
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Figure. 9 

 

 

Figure.9 IL-17A及び poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B細胞からの CXCL8の産生にお

ける MAPK 選択的阻害薬及び IκBαリン酸化阻害薬の影響 

BEAS-2B 細胞を無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)単独刺激群、poly(I:C) (2.5 μg/mL)単

独刺激群、共刺激群の 4 群に分け、刺激を行い、刺激の 1 時間前に阻害薬を加える

群、加えない群に分けた。刺激の 24 時間後に培地の上清を回収し、ELISA で CXCL8

の蛋白の産生について評価を行った。 

n = 3 separate experiments. *: p < 0.05 vs no inhibitor 
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IL-17A 及び poly(I:C)共刺激に伴う BEAS-2B 細胞における NF-κB, AP-1 の転写活

性は poly(I:C)単独刺激群の場合と有意差は認めなかった。 

通常、TLR3 刺激によって誘導される炎症性サイトカインの産生に関係する転

写因子としてNF-κB及びAP-1が挙げられる[13, 45, 46]。そのため、IL-17A, poly(I:C)

刺激後の BEAS-2B 細胞におけるそれらの転写活性についてルシフェラーゼレポー

ターアッセイを行うことで評価した。 IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激により

BEAS-2B細胞のNF-κBの活性は無刺激群や IL-17A単独刺激群に比べて有意な増強

を認めたが、poly(I:C)単独刺激群とは有意な差を認めなかった(Fig. 10A)。次に、

AP-1 の転写活性についても、共刺激群で有意な転写活性の増強は認めなかった(Fig. 

10A)。 

また、刺激後のNF-κBの核内移行について、核抽出物内のNF-κB-p65をWestern 

blotting で解析することで評価したが、共刺激群と poly(I:C)単独刺激群では大きな

差を認めなかった(Fig. 10B)。 
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Figure. 10 

 

 

Figure. 10 IL-17A, poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B細胞における NF-κB, AP-1 の転写

活性及び NF-κBの核内移行 

A) BEAS-2B 細胞にルシフェラーゼ遺伝子を含有するベクターを導入し、48 時 

間後に無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)単独刺激群、poly(I:C) (2.5 μg/mL)単独刺激群、

共刺激群の 4 群に分け、刺激を行った。刺激 24 時間後に細胞を回収し転写因子活

性を反映するルシフェラーゼ活性を測定した。TNF-α (10 ng/mL), PMA (10 ng/mL)

刺激群をポジティブコントロールとしておいた。 

n = 9 separate experiments for NF-κB; n =3 separate experiments for AP-1. *: p < 0.05 vs 

poly(I:C) 

(B) BEAS-2B 細胞を A)と同様の 4 群に分け刺激を行い、刺激 1 時間後に核を抽出

し、Western blotting で核内にある NF-κB-p65 を評価した。 

n = 3 separate experiments. 
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IL-17A は poly(I:C)刺激後に産生される CXCL8 mRNA の安定化をもたらした。 

Actinomycin D chase study を施行し、ケモカイン産生の増強に IL-17A の転写後

調節が関与しているか評価した。Fig. 11A で示されるように、BEAS-2B 細胞に

actinomycin D を加えた後も IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激群では、poly(I:C)単独刺

激群に比べて経時的に高値の CXCL8 mRNA の発現を維持した。AUC も有意差を

もって共刺激群が高値であった(79.0 ± 4.3 vs. 48.8 ± 6.0, p < 0.05)。一方、CXCL1 

mRNA に関しては、actinomycin D 投与後の各々の計測時間における mRNA の発現

や AUC に有意差を認めなかった(120.5 ± 10.0 vs. 132.8 ± 12.8) (Fig. 11B)。この結果

により、IL-17A は、CXCL8 に関しては mRNA の安定化により継続的な CXCL8 

mRNA の発現の維持をもたらしたと考えられる。  
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Figure. 11 

 

 

Figure. 11 poly(I:C)刺激後の BEAS-2B 細胞からのケモカイン産生における IL-17A

の転写後調節 

BEAS-2B 細胞を使用し、poly(I:C) (2.5 μg/mL)単独刺激群と IL-17A (100 ng/mL)との

共刺激群に分けた。刺激 3 時間後に actinomycin D を加え、その 0, 30, 60, 120, 180

分後の CXCL8 及び CXCL1 mRNA の発現を経時評価した。 

n = 3 separate experiments. *: p < 0.05 vs poly(I:C) 
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IL-17A 及び poly(I:C)共刺激に伴う CXCL8 の産生は、MK2, MNK1/2, MSK1/2 リ

ン酸化阻害薬では抑制されなかった。 

最後に、p38 シグナル系の下流にあり、mRNA の翻訳、転写や mRNA の安定

化に重要な役割を果たす MK2, MNK1/2, MSK1/2 のケモカイン産生における関与に

ついてリン酸化阻害薬を使用することで評価した。 

Figure. 12 に示すように、IL-17A, poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの

CXCL8の産生はMK-2 inhibitor III, ETP-45835, SB747651Aでは有意な抑制は認めな

かった。 
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Figure. 12 

 

 

Figure. 12 IL-17A, poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞からの CXCL8 蛋白産生に対

する阻害剤の影響 

BEAS-2B 細胞を無刺激群、IL-17A (100 ng/mL)単独刺激群、poly(I:C) (2.5 μg/mL)単

独刺激群、共刺激群の 4 群に分け、刺激を行い、刺激の 1 時間前に阻害薬を加える

群、加えない群に分けた。刺激の 24 時間後に培地の上清を回収し、ELISA で CXCL8

の蛋白の産生について評価を行った。 

n = 3 separate experiments.  
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考察 

慢性炎症性呼吸器疾患の急性増悪における好中球性炎症に関して、IL-17A と

poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞からのケモカイン産生を評価し、さらに細胞内シ

グナリングや mRNA の安定化を含めた機構について解析を行った。まず、IL-17A

及び poly(I:C)の刺激により BEAS-2B 細胞及び NHBE 細胞から相乗的に CXCL8 及

び CXCL1 の mRNA の発現及び蛋白の産生が誘導されるのを見出した。Poly(I:C)

刺激に伴うBEAS-2B細胞からのケモカイン産生は主にTLR3/TRIF経路を介して行

われた。IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激は p38 及び Erk1/2 経路を著しく活性化させ

る一方、NF-κB の核内移行や NF-κB, AP-1 の転写因子の活性は poly(I:C)単独刺激群

と比べてほぼ違いを認めなかった。さらに IL-17A は poly(I:C)刺激によって発現す

る BEAS-2B 細胞からの CXCL8 mRNA の安定化をもたらした。  

IL-17A は健常人では、喀痰中での発現はほとんどが検出感度以下であったこ

とが報告されている[47]一方、慢性呼吸器疾患患者の肺組織、喀痰中で高発現して

おり、呼吸機能低下と相関することが報告されている[29, 30, 47]。IL-17A は、p38

及び Erk1/2 経路を介して気道上皮細胞から CXCL8, CXCL1, CXCL6 などの好中球

走化性のケモカインを誘導することが報告されており[31-33]、また、慢性呼吸器疾

患患者の気道中の CXCL8 の発現は気道中の好中球数と相関することも報告されて

いる[34, 48, 49]。さらに、気道中の好中球は慢性炎症性肺疾患の重症度やステロイ

ドに対する治療抵抗性に関係する[50-52]ことが報告されている。そのため、
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IL-17A/CXCL8 axis は、気道炎症性疾患において、重症度や治療抵抗性に関して重

要な役割を果たしていると考えられる。治療抵抗性という側面において、IL-17A

と慢性呼吸器疾患の治療薬であるステロイドとの関連を調べた過去の研究では

Th17細胞からの IL-17Aの産生はステロイドにより抑制されなかったと報告されて

いる[53]。また Th17 細胞が注入されたマウスでは、卵白アルブミンで誘発された

気管支喘息に対してステロイド投与を行った後も気管支肺胞洗浄液中では好酸球

やリンパ球が減少している一方、IL-17A は減少せず好中球遊走性ケモカインや好

中球の増加を認め、気道過敏性が改善しなかったという報告がある[53]。このよう

に、IL-17A はステロイド投与では産生が抑制されず、好中球性炎症を通じてステ

ロイド治療抵抗性と関与することが示唆されている。慢性炎症性肺疾患患者の急性

増悪は、ウイルス感染により惹起されることが多く、死亡率が高く治療抵抗性であ

り、また原疾患の重症度とともにその頻度が増加する。急性増悪では様々な炎症性

細胞やメディエーターが関与するが、中でも気道中の好中球増加や CXCL8 の発現

の増加が急性増悪の特徴であると報告されている[17-21]。以上から本実験では、

IL-17A が高発現している環境下を想定し、IL-17A の刺激を行い、さらにウイルス

感染モデルとして poly(I:C)の刺激を行い、気道上皮細胞からのケモカインの発現を

評価した。前述のように慢性炎症性肺疾患患者で高発現を認めている IL-17A であ

るが、ヒトの局所での発現濃度の報告は無い。過去の研究では、IL-17A を 1, 10, 100, 
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1000 ng/ml の濃度で気道上皮細胞に刺激した所、濃度上昇と共に CXCL8 蛋白の産

生が増加したことが報告されており[54]、気道上皮細胞の多くの研究で過去に使用

されている濃度(100 ng/ml)に則って、本実験では IL-17A の刺激を行った[31, 55, 56]。

また、poly(I:C)の濃度は予備実験で 1, 2.5, 5, 10, 50μg/mL に濃度を振り刺激を行っ

たが、2.5 μg/mL を超えた濃度では CXCL8 の mRNA 発現がそれ以上増加しなかっ

たため、2.5 μg/mL の濃度で刺激を行った。今回、IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激が

相乗的に CXCL1, CXCL8 を誘導することを示した。これらのことから、IL-17A の

存在はウイルス感染時に気道上皮細胞から好中球走化性のケモカインの産生を相

乗的に促進することで、ウイルス感染によって引き起こされる慢性呼吸器疾患の急

性増悪の好中球性炎症の病態に重要な役割を果たすことが示唆された。 

さらに、IL-17A 存在下での poly(I:C)刺激による CXCL8 産生の相乗作用をきた

す機序を解明するために、各受容体からの細胞内シグナリングの評価および mRNA

の安定化に関する解析を行った。IL-17 受容体は種々の細胞で恒常的に発現してお

り、IL-17A によって惹起される炎症は、主に IL-17 receptor A と IL-17 receptor C か

らなるヘテロダイマー受容体を介して起こることが知られている[57, 58]。従来の

報告より IL-17A は気道上皮細胞を介して CXCL8 産生を誘導することは知られて

いるが、本実験の検討では IL-17A による CXCL8 の産生は、poly(I:C)による CXCL8

の産生より弱く、そのため、IL-17A の存在下での poly(I:C)刺激による CXCL8 産生
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の相乗効果は、poly(I:C)の細胞内シグナルに影響する可能性が高いと考えた。そこ

で、次いで poly(I:C)の受容体に関して検討した。Poly(I:C)の受容体として知られる

TLR3 をターゲットにした siRNA をまず使用したところ、TLR3 をノックダウンす

ることで poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞からの CXCL8, CXCL1 の mRNA の発現

が抑制されることを確認した。さらに、TRIF は TLR3 の重要なアダプター分子で

あり、TRIF を介した経路が TLR3 による炎症性サイトカインや type I interferon の

産生に重要であることが知られている[59, 60]ため、TRIF を介したシグナリングに

関しても評価を行った。TRIF をターゲットにした siRNA を用いて、CXCL8, CXCL1 

mRNA の発現の解析を行った。TRIF を siRNA でノックダウンすることにより、明

らかに poly(I:C)刺激による気道上皮細胞からの CXCL8, CXCL1 の mRNA の発現が

抑制された。以上より、poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞からのケモカインの産生

は主に TLR3/TRIF 経路を介すると考えられた。他に poly(I:C)刺激では、retinoic 

acid-inducible gene I, melanoma differentiation-associated gene 5, double-stranded 

RNA-dependent protein kinase といった複数の受容体を介することも知られている

[61, 62]が、過去の研究においてこれらの受容体を siRNA でノックダウンを行って

も、poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞からのケモカイン産生に影響しなかったこと

も報告されており[63]、今回の結果を支持しているものと考えられる。 

次に MAPK 及び NF-κB 経路の関与について検討した。従来の報告では、IL-17A
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による気道上皮細胞からの CXCL8 の産生には、p38 および Erk1/2 が関与すること

が示唆されている[31-33]が、本研究の実験系では IL-17A 単独刺激による CXCL8

の産生は微量であり、また、細胞内シグナル伝達経路でも IL-17A 単独では p38 お

よび Erk1/2 のリン酸化も明らかでなかった。一方、TLR3 を介する poly(I:C)におい

ても、過去に poly(I:C)単独刺激による気道上皮細胞からの CXCL8 産生には、p38

及び Erk1/2 経路を介することが報告されている[64]。本実験では、poly(I:C)単独刺

激で p38 および Erk1/2 のリン酸化は 15 分をピークに誘導され、IL-17A 単独刺激群

に比べてリン酸化は高度であった。また、各々のリン酸化阻害剤による CXCL8 産

生抑制も確認できた。さらに、IL-17A および poly(I:C)での共刺激下では明らかに

IL-17A の存在により単独刺激群に比べて、p38 および Erk1/2 のリン酸化の誘導が

増強され、その阻害剤で産生が高度に抑制されることが確認できた。共刺激では、

Erk1/2 が遅れて 120 分頃から高度にリン酸化を認めている。この現象に関しては

IL-17A の存在下で、poly(I:C)単独刺激時に比べて直接的な経路以外に特定のある経

路が活性化され、そこから二次的に Erk1/2 が活性化された可能性が示唆される。 

以上のことから、本実験で IL-17A 及び poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞から

の相乗的なケモカインの産生において p38 及び Erk1/2 経路が極めて重要であるこ

とが分かった。一方、通常、TLR3 刺激によって誘導される炎症性サイトカインの

産生に関係する転写因子として NF-κB 及び AP-1 が挙げられる[13, 45, 46]。そのた
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め、本実験では両者の転写活性及び TLRs の刺激に誘導される NF-κB-p65 の核内移

行[65]に関して各々の条件で比較検討を行ったが、IL-17A, poly(I:C)共刺激群では

poly(I:C)単独刺激群に比べて転写活性に有意差はなく、また NF-κB-p65 の核内移行

も poly(I:C)単独刺激群に比べて大きな差は認めなかった。以上より、NF-κB 経路は

ケモカイン産生における相乗効果には関与しないことが今回の結果から示唆され

た。 

IL-17A は様々な刺激、細胞種において mRNA の安定化によってケモカインの

産生を増強することが過去に報告されている[66-68]。本実験での actinomycin D 

chase experiments では、IL-17A は poly(I:C)刺激に伴う BEAS-2B 細胞からの CXCL8 

mRNA の安定化をもたらした。過去に mRNA の分解や安定化において 3’非翻訳領

域のAU rich elementに結合するAU rich element binding proteins (AUBps)が関与して

いることが報告されており、AUBps には TTP, AUF-1, HuR, KHSRP, TIA-1, TIAR が

ある[69]。また、その他に microRNA が 3’非翻訳領域を介した mRNA 分解に関与し

ていることが報告されている[70]。ヒト肺粘液性類表皮癌由来の肺上皮様細胞を用

いた実験では、IL-17A の存在下で microRNA-16 の発現が抑制され、mRNA 分解に

関わる TTP や KHSRP との複合体形成が抑制されるという機序やまた mRNA 安定

化に関わる AUF-1 の mRNA への結合を促進するという機序で、TNF-α の刺激に伴

い発現した CXCL8 mRNA の安定化をもたらしたと報告されている[69]。一方、
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IL-17A による CXCL1 mRNA の安定化は TTP や KHSRP とは独立した機序で[71]、

3’非翻訳領域に結合する TRAF5 や ASF が関係していると報告されている[72]。こ

のように mRNA の安定化に関与する分子はケモカインによって異なる。今回の実

験において、CXCL8 や CXCL1 mRNA の安定化に関与する分子の影響は検討して

いないが、poly(I:C)刺激によって変動した細胞内の condition において安定化に関与

する分子の活性に違いが生じ、CXCL8 mRNA のみ安定化が生じたのではないかと

推測している。IL-17A による mRNA の stabilization の効果は、今回の poly(I:C)およ

び IL-17A による CXCL8 産生の相乗作用に影響している可能性があると考えられ

る。 

今回の結果の中で、特に p38 及び Erk1/2 のリン酸化の阻害薬が著明に CXCL8

の産生を抑制したことから、さらにその下流の経路に注目した。過去に IL-17A ま

たは poly(I:C)の単独刺激は、p38 及び Erk1/2 経路を介してケモカイン産生をするこ

とが報告されている[31, 33, 64]が今回の結果から、IL-17A 及び poly(I:C)の共刺激は

単独刺激に比べて著しく p38 及び Erk1/2 のリン酸化をもたらした。そこで、p38 及

び Erk1/2 経路に関係する分子がこの相乗的なケモカインの産生のメカニズムに関

与するのではないかと推測した。従って、p38 シグナル系の下流にあり、mRNA の

翻訳、転写や mRNA の安定化に重要な役割を果たす MK2, MNK1/2, MSK1/2[73-76]

のケモカイン産生における関与についてリン酸化阻害薬を使用することで評価し
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たが、これらのリン酸化阻害薬では有意なケモカインの抑制は見られず、これら以

外の経路によると考えられた。 

以上から、IL-17A は poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞からのケモカイン産生

を mRNA stabilization を伴いながら主に p38, Erk1/2 経路を介して促進させることが

判明した。それに加えて、p38 及び Erk1/2 間の相互作用や p38 及び Erk1/2 の下流

の何らかの分子が相乗的なケモカイン産生の機構に関与しているのではないか、と

推測している(Fig. 13)。 

本実験では、ウイルス感染病態下での気道上皮細胞からのケモカイン産生にお

ける IL-17A の関与を評価するにあたって、細胞に IL-17A と poly(I:C)を同時に刺激

することで解析を行った。しかし、予め IL-17A に細胞が暴露された条件下で

poly(I:C)刺激を行う実験系は検討していない。今後、IL-17A に予め暴露された環境

下にある気道上皮細胞からの poly(I:C)の刺激に伴うケモカイン産生の検討や

IL-17A に暴露された細胞が遺伝子レベルでどのような変化をきたし、それがウイ

ルス感染病態下でのケモカイン産生に関与してくるか検討していく必要があると

考えられる。また、今回はケモカイン産生におけるシグナル経路の解析でリン酸化

阻害薬を使用した。過去の研究で広く使用されている特異性の高い阻害薬を選択し

ているが、非特異的な阻害の要素を除外しきれていない。今後は、siRNA によるシ

グナル経路に関わる分子のノックダウンなどさらに精度の高いシグナルの関与の
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解析を行っていきたい。また、今回は p38 及び Erk1/2 の経路に関係した MK2, 

MNK1/2, MSK1/2 のみ検討したが、共刺激による細胞内の分子の発現・活性につい

て網羅的な解析がさらに必要と考えられた。 

今後の実臨床における治療への応用として、他分野では例えば尋常性乾癬や乾

癬性関節炎の治療薬として 2014年に抗 IL-17Aモノクローナル抗体が世界で初めて

承認された。乾癬性関節炎に対しては、2015 年 9 月に抗 IL-17A 抗体の一つである

セクキヌマブが第 3 相試験で、その有効性及び忍容性が確認されている[77]。本実

験の結果から、将来的に気道中の IL-17A が高発現している慢性炎症性肺疾患患者

に対して、IL-17A や受容体をターゲットとした治療を導入することでウイルス感

染に伴う急性増悪時における好中球性気道炎症を抑制し、それによる早期の症状、

予後の改善がもたらされることが期待される。 
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Figure. 13 

 

 

 

Fig. 13 本実験から推定される IL-17A及びpoly(I:C)刺激に伴うCXCL8産生の細胞

内シグナリング 

Poly(I:C)刺激に伴うケモカイン産生は主に TLR3/TRIF 経路を介する。IL-17A は

poly(I:C)刺激に伴う気道上皮細胞からのケモカイン産生を mRNA stabilization を伴

いながら主に p38, Erk1/2 経路を介して促進させる。 

実線:本実験で示された pathway                       

点線:本実験の結果から推定される pathway      
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