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研究成果の概要（和文）：難治性喘息の病態は明らかではない。 これまでの報告からインターロイキンIL-17F
は難治性喘息への関与が示唆されているがそのメカニズムは不詳であった。我々は以下を明らかにした。IL-17F
は気道平滑筋細胞からのIL-8の発現を介して難治性喘息に関与する可能性が示唆された。転写伸長因子P-TEFbは
難治性喘息の新たな治療標的になるであろう。

研究成果の概要（英文）：IL-17F is involved in the pathogenesis ofsevere asthma. However, the effects
 of steroids on the function of IL-17F signaling mechanisms are largely unknown. One of the 
transcription elongation factors, P-TEFb composed of cyclin T1 and CDK9, is known as a novel 
checkpoint regulator of gene expression via Brd4. We reported that IL-17F markedly induced the 
expression of the IL-8 in human airway smooth muscle cells . Pretreatment of CDK9 inhibitor and 
transfection of siRNAs targeting CDK9 abrogated IL-17F-induced IL-8 production. Transfection of 
siRNAs targeting Brd4 and cyclin T1 diminished IL-17F-induced phosphorylation of CDK9 and IL-8 
production. Moreover, budesonide decreased CDK9 phosphorylation and markedly inhibited 
IL-17F-induced IL-8 production. P-TEFb is involved in IL-17F-induced IL-8 expression and that 
steroids diminish it via the inhibition of CDK9 phosphorylation. IL-17F and P-TEFb might be novel 
therapeutic targets for severe asthma.

研究分野：アレルギー
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１．研究開始当初の背景 
難治性喘息の病態には好中球性炎症とス
テロイド抵抗性が関与している。近年、Th17
細胞がこれらの病態に関与することが報告
されたがそのメカニズムは不詳である。Th17
細胞は IL-17F を産生することが知られてい
る。2001 年に我々は IL-17F(ML-1)を発見し
た(Kawaguchi et al. J.Immunol.2001)。さ
らに 2003 年にマウス IL-17F(IL-17Ftv)のク
ロ ー ニ ン グ に も 成 功 し た
（GenBank#AB116259）。IL-17F の機能は多彩
であり、様々なサイトカインやケモカインの
産生を気道上皮細胞などから誘導すること
を報告してきた（Kawaguchi et al. J Allergy 
Clin Immunol.2004, Kawaguchi et al. Am J 
Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2009, 
Kawaguchi et al. Clin Exp Allergy.2010 な
ど）。さらに喘息患者の気道で IL-17F の発現
が亢進し(Kawaguchi et al. J Immunol.2001)、
IL-17F 遺伝子のアミノ酸変異を伴う一塩基
多型 7488T/C が喘息と有意な相関を認め、喘
息の重症化に関与することも報告してきた
（Kawaguchi et al. J Allergy Clin Immunol. 
2006）。このことから IL-17F が喘息の病態形
成に深く関与していることが予想される。一
方、これまで気道平滑筋細胞における IL-17F
の機能とシグナル伝達経路は全く検討され
ていない。気道平滑筋細胞は気道収縮のみに
関与するだけではなく、サイトカインやケモ
カインを強力に産生し、積極的に喘息の病態
に関与する。これまでの予備実験から IL-17F
がヒト正常気道平滑筋細胞から IL-6、IL-8
の産生を誘導し、喘息患者由来の気道平滑筋
細胞ではさらにその産生が増強することを
発見した。IL-6 や IL-8 は重症喘息で高発現
しており、強力に好中球を気道に遊走させ、
活性化させる作用を有している。難治性喘息
の病態には好中球性炎症が関与しているこ
とから IL-17F は治療標的となる可能性が示
唆される。さらに最近 TGFβ-activated 
kinase(TAK)1 のステロイド感受性への関与
が報告されたがその誘導因子は不明である
（Am J Respir Crit Care Med.2013）。そこ
で TAK1 が IL-17F によって活性化されると考
えた。以上より気道平滑筋細胞の機能におけ
る IL-17F の役割を詳細に検討することは難
治性喘息の主たる病態である好中球性炎症
とステロイド抵抗性の解明と臨床応用につ
ながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 難治性喘息患者の病態を解明することは
今日の喘息診療において最重要課題の一つ
である。難治性喘息には好中球性炎症やステ
ロイド抵抗性が関与するがその分子機構は
不明である。2001年に我々が発見したIL-17F 
は喘息患者の気道で高発現しており、難治性
喘息の病態に深く関与する Th17 細胞から産
生される。IL-17F は喘息の治療戦略上重要

な標的分子の一つと考えられるが、その機能
的役割の全容は未だ明らかではなく、特に気
道平滑筋細胞は全く検討されていない。さら
に吸入ステロイド薬（ICS）と長時間作用性
β２刺激薬(LABA)が IL-17F の 機能に与え
る効果も不明である。そこで今回、2 つの基
礎的な研究を立案した。①気道平滑筋細胞を
IL-17Fで刺 激してIL-6,8の発現とその発現
機構、②ICS と LABA が IL-17F の機能に与え
る影響とその分子メカニズムを検討するこ
とで難治性喘息の病態解明および治療にお
ける IL-17F の意義を明らかにした。 
 
３．研究の方法 
研究 1-1：IL-17F による炎症性サイトカイン
の発現解析. 6 ウェルプレートにまかれた気
道平滑筋細胞をヒトリコンビナント IL-17F 
(10, 100ng/ml)にて 4～48 時間刺激した。細
胞および上清を回収し、細胞からは RNA を抽
出し、IL-6, IL-8 の遺伝子発現を Real time 
PCR 法で解析した 。上清中の IL-6 と IL-8 蛋
白濃度を ELISA 法で解析した。 
研究 1-2：IL-17F による細胞内シグナル伝達
経路の解析. IL-17F による TAK1, NF-κB
（p65）および P-TEFb（CDK9）の活性化につ
いて Western blotting で検討した。ヒト リ
コンビナント IL-17F (100ng/ml)で 6 ウェル
プレートにまかれた気道平滑筋細胞を 0～
120 分間刺激し、細胞を回収した。その後、
TAK1, NF-κB（p65）および P-TEFb（CDK9）
の活性化を各々の抗体と対応するリン酸化
抗体を 用いて Western blotting で検討した。
メンブレンの撮影はゲル撮影装置を用いた。
次 に 0.1 ～ 10 μ M の TA K1 阻 害 薬
(5Z-7-Oxozeaenol)と 0.5～5μMの NF-κB阻
害薬(Bay-11-7082)で気道平滑筋細胞を 1 時
間前処理し、その 後、ヒトリコンビナント
IL-17F (100ng/ml)で 24～48 時間刺激した。
次に TAK1,NF-κB, P-TEFb を標的とした siRN 
A を気道平滑筋細胞にそれぞれ移入した。移
入 後 に ヒ ト リ コ ン ビ ナ ン ト IL-17F 
(100ng/ml)で 24～48 時間刺激し、 細胞と上
清を回収した。研究 1-1 と同様に IL-17F に
よる IL-6、IL-8 発現への阻害効果を Real 
time PCR 法と ELISA 法で検討した。さらに
TAK1 の siRNA を移入した検体で IL-17F によ
る NF-κB（p65）および P-TEFb（CDK9）のリ
ン酸 化への抑制効果を Western blotting で
解析し、TAK1-NF-κB（p65）, TAK1- P-TEFb
（CDK9）経路のつながりを検討した。 
研究２：吸入ステロイド薬の IL-17F の機
能への抑制効果とそのメカニズムの同定. 6



ウェルプレートにまかれた気道平滑筋細胞
を ICS （Budesonide：0.1～10nM）で前処理
し、ヒトリコンビナント IL-17F (100ng/ml)
で 4～48 時間刺激し、細胞および上清を回収
した。IL-6, IL-8 の遺伝子発現を Real time 
PCR 法で、上清中の蛋白発現を ELISA 法にて
検討した。 次に Budesonide で前処理し、
IL-17F (100ng/ml)にて 0～120 分刺激し、細
胞を回収した。細胞溶解液にて細胞抽出液を
作成し、SDS-PAGE を行い、Budesonide によ
る NF-κB および P-TEFb（CDK9）の活性化へ
の抑制効果を抗 NFκB（p65）抗体、抗 P-TEFb
（CDK9）抗体および対応するリン酸化抗体を
用いて Western blotting で検討した。次に
P-TEF b（CDK9）の siRNA を気道平滑筋細胞
に移入し、Budesonide による IL-17F 刺激に
より誘導されたIL-8発現への抑制 効果が減
弱するか IL-8 の遺伝子発現レベルおよび上
清中の蛋白濃度で検討した。同様に NF-κB
（p65）の siRNAを 気道平滑筋細胞に移入し、
Budesonide による IL-17F 刺激により誘導さ
れた IL-6 発現への抑制効果が減弱するか IL 
-6 の遺伝子発現レベルおよび上清中の蛋白
濃度で検討した。  
 
４．研究成果 
 結果の一部を報告する。IL-17F は気道平滑
筋細胞から濃度依存的に IL-8 mRNA の発現を
誘導し、IL-8 蛋白の産生を刺激後２４時間を
ピークに誘導した（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

続いてステロイドの抑制効果を検討した。 
吸入ステロイドで使用される（Budesonide：
0.1～10nM）は濃度依存的に IL-17F による
IL-8 の産生を有意に抑制した（右上）。 

 
次に転写伸長因子である P-TEFb の構成因
子である CDK9 のリン酸化を検討した。その
結果、下図のようにIL-17F刺激後５分でCDK9
のリン酸化を認め、６０分にはベースライン
までリン酸化が戻った。対照的にトータル
CDK9 は各タイムポイントで等しく発現して
いた（下図）。 
 

次に CDK9 の阻害剤を用いて、IL-8 の発現
に対する影響を検討した。その結果、CDK9 阻
害剤は有意に IL-17F による IL-8 の産生を抑
制したことから P-TEFb は IL-8 の産生に重要
な役割を担うことが明らかになった(下図)。 

 
次に P-TEFb の IL-8 産生への関連をさらに
詳細に検討するために上流の Brd4、P-TEFb
の構成分子である CDK9, Cyclin T をそれぞ
れ siRNA で阻害するといずれの siRNA も有意
に IL-17F による IL-8 の産生を有意に抑制し
た（下図）。このことから Brd4- P-TEFb 経路
が IL-8 産生に重要であることが判明した。 
 
 



 
 
次に NFκB（p65）の関連について検討した。 
その結果、NFκBの阻害剤や siRNA は IL-17F
による IL-8の産生を抑制しなかった（下図）。 
このことからIL-17FによるIL-8の発現にNF
κBの関与は低いと考えられた。 
 
 

 
 
 
 

 
 
最後に Budesonide による CDK9 の活性化へ
の影響を検討した。その結果、Budesonide は
CDK9 のリン酸を抑制した。しかしながら
Budesonide は NFκB（p65）の活性化を抑制
しなかった。このことからステロイド薬の新
たな薬理作用として P-TEFb の活性化を抑止
することを我々は明らかにした（右上）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上から難治性喘息において IL-17F や
P-TEFb は新たな治療標的になる可能性が示
唆された。 
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