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研究成果の概要（和文）：気管支喘息の病態形成には気道上皮細胞などの組織構築細胞とT細胞、樹状細胞
DCs)、自然リンパ球などの免疫細胞との相互作用が重要なことが示唆されているがその詳細は依然不明である。
本研究では、気道上皮細胞、及びDCsの高純度単離法と、RNAシークエンス、クロマチン免疫沈降シークエンスな
どの解析技術を用いて、アレルゲン刺激下の気道上皮細胞とDCsの相互作用の分子機構を解析した。その結果、
アレルギー性気道炎症の成立過程では、気道上皮細胞とDCsの複雑な細胞間相互作用が連鎖的に誘導され、樹状
細胞の形質変化と1型炎症、2型炎症、2型+3型炎症の動的変化をもたらすことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that the interactions between airway epithelial cells 
and immune cells such as T cells, dendritic cells (DCs), and innate lymphocytes are important in the
 pathogenesis of bronchial asthma, but the details remain unclear. In this study, we analyzed the 
molecular mechanisms of the interactions between airway epithelial cells and DCs under allergen 
stimulation by using efficient isolation methods of airway epithelial cells and DCs and recent 
analytical techniques such as RNA-sequencing and chromatin immunoprecipitation-sequencing. The 
results showed that complex cell-cell interactions between airway epithelial cells and DCs are 
induced during the allergic airway inflammation, resulting in the changes in characteristics of 
monocyte-derived dendritic cells and the dynamic changes of inflammation types from type 1 to type 2
 and type 2+3.

研究分野： アレルギー病学

キーワード： 気管支喘息　気道上皮細胞　樹状細胞　スーパーエンハンサー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
気管支喘息は人口の約6%が罹患するアレルギー性呼吸器疾患である。吸入ステロイド薬が普及した現在において
も、依然として十分なコントロールが得られない難治性喘息患者が5％程度存在し、新たなコンセプトに基づく
治療法の開発が待たれる。本研究により、アレルギー性気道炎症誘導時の気道上皮細胞と樹状細胞のスーパーエ
ンハンサーとスーパーエンハンサー関連遺伝子が明らかとなり、喘息の発症機構の一端が明らかになった。さら
なる研究により、アレルギー性気道炎症の誘導に関与する気道上皮細胞と樹状細胞の相互作用を制御する重要因
子が同定され、新たな病態の理解に基づく創薬基盤が確立されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、気道上皮細胞が物理的・化学的バリアとして生体防御に機能するだけでなく、外界から

の様々な刺激に反応して種々のサイトカイン・ケモカインを産生し、自然免疫および獲得免疫の

始動・活性化に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。Th2 型免疫応答の誘導におい

ても、アレルゲンや感染性微生物の刺激を受けた気道上皮細胞から産生・放出される IL-25、IL-
33、TSLP 等の上皮関連サイトカインが重要な役割を果たしていることがマウス喘息モデルの

解析より明らかとなっている。上皮関連サイトカインによる Th2 型免疫応答の誘導機構の解明

も進み、1) TSLP は主に樹状細胞(DCs)の活性化を介して Th2 細胞の分化を誘導すること、2) 
IL-25 と IL-33 は、Th2 細胞、NKT 細胞などの獲得免疫系の細胞に加え、2 型自然リンパ球

(ILC2)に作用し、IL-5、IL-13 などの産生を誘導することが明らかとなった。ILC2 と Th2 細胞

は相互刺激により Th2 型応答を増幅することも明らかとなっている。 
 一方、本研究者らは、喘息の本態であるアレルギー性気道炎症の局所において CD4 陽性 T 細

胞が気道上皮細胞の機能を制御していることを明らかにした。すなわち、CD4 陽性 T 細胞が産

生する IL-22 は気道上皮細胞のサイトカイン産生を抑制することでアレルギー性炎症を抑制す

ること(Takahashi et al. J Allergy Clin Immunol 2011)、IL-22 による気道上皮細胞のサイトカ

イン産生抑制には抗菌ペプチドとして知られる Reg3gが重要な役割を果たしていること(Ito et 
al. J Exp Med 2017)を示した。DCs が気道上皮細胞のバリア機能の維持に重要な役割を果たし

ていることも示唆されている(Lambrecht et al., J Allergy Clin Immunol 2014)。以上より、気

道上皮細胞は外界からの刺激に応答し免疫系を始動・活性化する一方で、T 細胞、DCs 等の免疫

細胞によりその機能が制御されており、その相互作用がアレルゲン感作やアレルギー性気道炎

症の病態形成に深く関与していることが推測される。特に DCs は気道上皮細胞と直接接し、密

接な相互作用のもと、感作の成立や免疫応答の性質を制御していることが推測されるが、その分

子機構は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、本研究者らが確立した肺 DCs、及び気道上皮細胞の高純度単離法と、RNA シーク

エンス(RNA-seq)、クロマチン免疫沈降シークエンス(ChIP-seq)、マルチカラーFACS 解析など

の最新の解析技術を用いて、1) アレルゲン刺激下の気道上皮細胞と DCs の相互作用の分子機

構、2) アレルゲン刺激に反応し気道上皮細胞が IL-25、IL-33、TSLP を産生する分子機構を解

析することで、肺内において Th2 細胞分化や ILC2 活性化を誘導する tissue checkpoint 機構を

解明し、喘息を始めとするアレルギー性肺疾患の新規治療戦略の分子基盤を確立することを目

的とした。 
 
３．研究の方法 
研究計画 1. アレルゲン刺激時の気道上皮細胞と DCs のトランスクリプトーム・エピゲノムの

網羅的解析 
チリダニアレルゲン(House dust mite, HDM)の投与前、及び経気道投与後、経時的に高純度単

離法を用いて気道上皮細胞(CD31- CD45- EpCAM+)、単球由来 DC、CD11b 陽性 DC を採取す

る。それぞれに対し、下記の解析を行う。 
1) RNA-seq によるトランスクリプトーム解析 
2) ChIP-seq (H3K27ac)による活性化プロモーター/エンハンサー領域の解析 
3) ATAC-seq によるオープンクロマチン領域の解析 
それぞれのデータを統合し、HDM 刺激により各細胞に発現誘導される分子、及びその発現制御



 

 

機構を解析する。 
本研究により、アレルゲン刺激下の気道上皮細胞と DCs のトランスクリプトーム・エピゲノム

の動態が網羅的に明らかになる。 
 
研究計画 2.アレルゲン刺激時の気道上皮細胞と DCs のシグナル伝達分子活性化と転写因子発現

の包括的解析 
マルチカラーFACS 解析を用いて、気道上皮細胞及び DCs に発現する蛋白を HDM投与前、及

び経気道投与後に解析する。 
本研究により気道上皮細胞及び DCs のサブタイプごとの細胞内シグナル伝達分子(リン酸化シ

グナル伝達分子含む)と転写因子の発現・活性化レベルが明らかとなる。 
 

４．研究成果 

病態解析モデルとして、マウスの HDM 誘導性アレルギー性気道炎症モデルを用いた。このモ

デルでは、HDM の反復投与とともに気道の好酸球性炎症、粘液産生、気道過敏性の亢進、HDM
特異的抗 IgE 抗体産生など、ヒトのアトピー型喘息に類似した病態が認められる。アジュバン

トを使用せず、主要アレルゲンである HDM の反復投与のみで気道炎症を誘導することが可能

なため、気管支喘息の動物モデルとして汎用されている。 
本研究では野生型マウスに HDM 誘導性アレルギー性炎症を惹起し、その時間経過とともに気

道上皮細胞、単球由来 DC、CD11b 陽性 DC をフローサイトメトリーを用いて単離し、H3K27ac 
ChIP-seq によりゲノムの活性化領域を、RNA-seq によりトランスクリプトームを、ATAC-seq
によりクロマチンの状態を網羅的に解析した。さらにスーパーエンハンサー関連遺伝子の探索、

gene ontology 解析、サイトカイン/ケモカインのネットワーク解析により形質の変化と相互作用

を解析した。 
まず始めに、H3K27ac ChIP-seq を用いたスーパーエンハンサー解析により、気道上皮細胞、

単球由来 DC、CD11b 陽性 DC、それぞれにおいて約 1200 のスーパーエンハンサー領域を同定

した。本実験系によりヒトアレルギー疾患の重要因子の抽出が可能か否かを評価するため、抽出

したマウススーパーエンハンサー領域を、対応するヒトゲノム領域へと変換し、気管支喘息関連

SNPs と I 型アレルギー関連 SNPs がその領域に集積するか否かを検討した。その結果、気道上

皮細胞、DC のいずれの細胞においても有意な SNPs の集積を認めた。特に気道上皮細胞では I
型アレルギー関連 SNPs に比して気管支喘息関連 SNPs への集積が強く認められた(1.9e-9 vs 
3.0e-12)。一方、CD11b 陽性 DC、単球由来 DC では I 型アレルギー関連 SNPs に強い集積を認

めた(CD11b 陽性 DC：1.6e-20 vs 8.0e031、単球由来 DC：4.9e-17 vs 1.5e-26)。疾患コントロ

ールとして肺を病態の主座とする COPD においても同様の解析を行ったが、いずれの細胞にお

いても低い集積しか認めなかった(気道上皮細胞：1.5e-2、CD11b 陽性 DC：1.6e-1、単球由来

DC：6.7e-2)。以上より、本研究におけるスーパーエンハンサー解析の妥当性が確認されるとと

もに、アレルギー病態への関与様式が細胞種ごとに異なることが示唆された。 
次にスーパーエンハンサー関連遺伝子であり、かつアレルギー性気道炎症誘導後に有意に発現

が変動した遺伝子をアレルギー性気道炎症関連スーパーエンハンサー関連遺伝子として、抽出

を行った。その結果、各細胞において数百のアレルギー性気道炎症関連スーパーエンハンサー関

連遺伝子が同定された（図 1）。そして、1) 他の細胞に先駆けて単球由来 DC においてトランス

クリプトーム変化が誘導されること、2) 単球由来 DC はアレルギー性気道炎症の早期相(day7-
9)では炎症誘導に関連する表現型を示すが、後期相では免疫反応の抑制とホメオスタシスの維持、

創傷治癒に関連する表現型を示すことが明らかとなった。以上より、単球由来 DC は早期相での

炎症のイニシエーターとしての役割と、後期相での炎症のターミネーターとしての役割の、相反

する役割を担うことが示唆された。 



 

 

図１ 気道上皮細胞、単球由来 DC(moDC)、CD11b 陽性 DC(cDC2)におけるアレルギー性気

道炎症関連スーパーエンハンサー関連遺伝子の経時的変化 
 
次にサイトカイン/ケモカインの発現変動データを基にネットワーク解析を行った。その結果、

単球由来 DC と CD11b 陽性 DC の産生するサイトカインが各種細胞に作用し、サイトカイン/ケ
モカインカスケードを誘導していることが示唆された。さらに、早期相では 1 型炎症、中期相で

は 2 型炎症、後期相では 2 型+3 型炎症と炎症の性質が変化し、複雑な細胞間ネットワークが形

成されることが明らかとなった。 
さらに、アレルギー性気道炎症の病態形成に関連する細胞間相互作用を解明するため、サイト

カイン-サイトカイン受容体/ケモカイン-ケモカイン受容体のネットワーク解析を行った。その結

果、アレルギー性気道炎症の早期に DC の活性化とともにサイトカイン X が産生され、各種細

胞を刺激していることが明らかとなった。引き続き、細胞表面分子を介した細胞間相互作用と細

胞内転写プログラムの動態を評価する予定である。 
本研究では、アレルギー性気道炎症誘導における気道上皮細胞、単球由来 DC、CD11b 陽性 DC
の経時的・包括的解析により、アレルギー性気道炎症の成立過程では、複雑な細胞間相互作用が

連鎖的に誘導され、DC の形質変化と 1 型炎症、2 型炎症、2 型+3 型炎症の動的変化をもたらす

ことが明らかとなった。DNA マイクロアレイ、RNA-seq 等のトランスクリプトーム解析により

遺伝子発現"量"の網羅的な解析が可能となったが、各遺伝子発現の"質・重要性・意義"へのアプ

ローチは個々の遺伝子の欠損マウス・細胞や過剰発現細胞を用いて一つ一つ確認することが必

要であった。一方近年、ゲノムの特定の領域が通常とは異なる非常に強い活性化を受けることが

見いだされ、スーパーエンハンサーと名付けられた。スーパンエンハンサーは近傍の遺伝子(関
連遺伝子)の発現調節に強く関与しており、このスーパーエンハンサー関連遺伝子は細胞のアイ

デンティティーに深く寄与することが明らかと成りつつある。そして本研究により、アレルギー

性気道炎症誘導時の気道上皮細胞と DC のスーパーエンハンサーとスーパーエンハンサー関連

遺伝子の一端が明らかになった。今後の研究により、アレルギー性気道炎症の誘導に関与する気

道上皮細胞と DC の相互作用を制御する重要因子が同定され、新たな病態の理解に基づく創薬

基盤が確立されることが期待される。 
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