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研究成果の概要（和文）：TLRを介した粘液線毛輸送系の促進機序を解明すべく，TLR3経路に着目して，polyI:C
ならびにインフルエンザAウイルス（IAV）感染による線毛輸送能・線毛活性の促進作用を，マウス気管組織培養
と線毛運動イメージング解析法を用いて評価した．その結果，polyI:CならびにIAV感染は，TLR3経路を介して気
道上皮のATP放出を増加させ，線毛輸送系を促進することを見出した．また，喘息・COPD治療に用いる長時間作
用性抗コリン薬（LAMA）が線毛輸送能・線毛活性に与える作用を解析した．LAMAであるチオトロピウム及びグリ
コピロニウムは，気道上皮の線毛輸送能を促進することを見出した．

研究成果の概要（英文）：Mucociliary clearance is an airway defense mechanism that removes pathogens 
from the respiratory tract. However, the impact of innate immune response on mucociliary clearance 
remains unclear. To elucidate the mechanism of TLR-mediated promotion of mucociliary clearance, we 
focused on the TLR3 pathway and evaluated the effects of polyI:C and influenza A virus (IAV) 
infection on the promotion of ciliary activity and cilia-driven flow using murine tracheal tissue 
culture model. We found that polyI:C and IAV infection readily increased ciliary activity and 
cilia-driven flow via TLR3 activation. Mechanically, extracellular ATP release in response to TLR3 
activation promotes ciliary activity through autocrine ATP-P2R loop.
We also analyzed the effects of long-acting muscarinic antagonists (LAMAs), therapeutics for asthma 
and COPD, on ciliary activity and cilia-driven flow. We found that the LAMAs, tiotropium and 
glycopyrronium, exerted a direct effect to enhance airway ciliary function.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 線毛輸送系　ウイルス感染　線毛運動　Toll-like receptor　生体防御　長時間作用性抗コリン薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により，IAV感染において、気道上皮は線毛輸送系を促進して、気道の生体防御に寄与することが明
らかとなった．この結果は，IAVだけでなくRNAウイルス全般（コロナウイルス，ライノウイルスなど），ひいて
は現在猛威を振うCOVID-19に対する気道の生体防御機構の解明に応用できる．さらに，メカニズムを詳細に解明
することにより，線毛輸送系の促進をターゲットにした新たな創薬研究に発展させることが可能となる．
また，既存の治療薬であるLAMAの新規作用として，線毛機能促進作用を明らかにしたことは，慢性気道疾患にお
ける生体防御の観点から臨床的な意義は大きい．

※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 
粘液線毛輸送系は，気道に侵入した異物や病原体を物理的に排除する機構であり，気道の感染

防御機構として重要な役割を果たしている．その中で気道の線毛細胞は，管腔側に 200 から 300
本の線毛を持ち，線毛の精緻な共調運動により粘液と共に異物を運搬して線毛輸送系の主役を
担っている．気管支拡張症をはじめ，COPD，気管支喘息などの様々な慢性気道疾患において，
それぞれ根本的な病態は異なるものの，共通して粘膜線毛輸送系の障害がみられる．しかしなが
ら，粘液線毛輸送系，とくに線毛運動の調節機構が十分に解明されておらず，現在まで直接的に
粘液線毛輸送系の障害を改善させる薬物は開発されていない． 
気道上皮は，気腔の内面を覆い，侵入する細菌やウイルスと最初に接触して気道感染防御の第

一線を担う組織である．また，気道上皮細胞は Toll-like receptor（TLR）などのパターン認識受
容体（pattern-recognition receptors: PRRs）を発現する．申請者は先行研究にて，気道上皮におけ
る TLR リガンドを介した自然免疫応答によるインターフェロンなどの発現機序を解析して，感
染防御に果たす気道上皮の役割を示してきた．一方，気道の物理的バリア機構である粘液線毛輸
送系と TLR を含む自然免疫との関連は，これまで検討されていない． 
 本研究では，申請者らが開発したマウス気管の組織培養と，蛍光顕微鏡・ビデオカメラを駆使
して線毛輸送系を客観的に評価できる解析システムを用いて，TLR シグナルが粘液線毛輸送系
に与える作用を解析した． 
 
２．研究の目的 
本研究では，「TLR3 を介した粘液線毛輸送系の促進機序を解明し，その結果により，粘液線毛

輸送能を高める新規薬剤の開発に向けた基盤を作る」ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
粘液線毛輸送能の定量評価には，マウス（BALB/c, 10 週齢）より採取した気管の組織培養を用い
て，以下 2 つの解析を行った． 

■線毛輸送能の解析：流体移動速度の測定． 
マウス気管を組織培養し，培養液中に蛍光ビーズを添加して，蛍光顕微
鏡とビデオカメラを用いて，線毛輸送による気管内腔の液体の流れを“蛍
光ビーズの移動”として可視化し，ビーズの移動する距離と時間から流体
移動速度を算出する（図1）． 
■ 線毛活性の解析：線毛打頻度（ciliary beat frequency: CBF），有効打速度，
回復打速度，有効打と回復打の非対称性の測定． 
前述の組織培養を用い，色素標識した線毛先端の動きを高速ビデオカメラ
で撮影し，専門画像ソフトで線毛先端の動きを解析して，CBF を算出す
る．また，線毛の連続運動を有効打（液体を流す方向働く運動）と回復打
（流れに逆いながら戻る運動）に分け各々の速度を算出し，非対称性運動も評価する．  

 
① PolyI:Cによる線毛輸送能・線毛活性の促進作用の解析：  PolyI:C添加による流体移動速度

の経時的変化を確認するとともに，また，線毛活性については，polyI:C添加によるCBF・
有効打速度・回復打速度の変化，非対称性運動について解析する．  

② TLR3欠損マウスを用いた，粘液線毛輸送系の解析：  PolyI:Cによる粘液線毛輸送系の活性
化が，TLR3に依存する応答であるか検証するため，TLR3欠損マウスより採取した気管の組
織培養を用いて，同様の検討を行う． 

③ A型インフルエンザウイルス（influenza A virus: IAV）感染による，粘液線毛輸送系の促進作
用の同定． 
IAVを気道上皮に感染させ，polyI:Cと同様に，TLR3を介して線毛輸送能・線毛活性が増加
するか，野生型（WT）マウスおよびTLR3欠損マウスより採取した気管組織を用いて検証
する． 

④ TLR3を介する粘液線毛輸送系を特異的に活性化する経路の探索． 
線毛運動を亢進する候補因子としては，細胞外刺激として ATP，UTP，苦味物質等が，また
細胞内シグナル分子としてカルシウムイオン（Ca2+），NO，cAMP 等があげられる．そこで，
以下の検討を行う． 
 細胞外ATP濃度の測定と，P2受容体アンタゴニストを用いた解析． 

PolyI:Cが細胞外ATP濃度を変化させるか検証するため，polyI:C添加時と非添加時で
WTマウス気管の組織培養液におけるATP濃度を測定する．ATPの受容体としてP2受容



体ファミリーが知られている．そこで，polyI:C刺激により培養液中のATP濃度が上昇
すれば， P2受容体アンタゴニスト（suramin）を添加して線毛輸送能・線毛活性を解
析し，polyI:Cによる粘液線毛輸送能の促進におけるATP-P2受容体経路の関与を検証す
る．また，TLR3欠損マウスを用いて同様の解析を行い，polyI:CによるATP濃度の変化
はTLR3を介する応答であるか検証する． 

 細胞内Ca2+濃度の測定とTRPチャネルの関与の解析． 
PolyI:C添加による線毛細胞内のCa2+濃度の変化を，Ca2+蛍光プローブ（Fura2-AM）を
用いて測定する．温度や浸透圧に応答するTRPチャネルの活性化により，細胞内Ca2+

濃度は上昇することが知られているので，polyI:C添加により細胞内Ca2+濃度の増加が
検出されれば，TRPチャネルの関与につきTRP欠損マウスより採取した気管の組織培
養を用いてその関与を解析する． 

 
４．研究成果 
 
(1) WT マウス気管における IAV 感染による線毛輸送能・線毛活性の増加 
WT マウスより気管組織を採取し，IAV 添加培地で 1 時間培養した後，線毛輸送能，線毛活性を
評価した． 
蛍光ビーズの移動の軌跡を撮影しトレースした（4.4 秒間）．ビーズの移動距離は，IAV 感染によ
りコントロール（Ctrl）と比較して延長した（A）．IAV 感染により、流体移動速度はコントロー
ル（Ctrl）と比較して増加した（B, C）．Kymographs (D)：A 型インフルエンザ感染（IAV）、コン
トロール（Ctrl）．IAV 感染により線毛打頻度（CBF）はコントロール（Ctrl）と比較して増加し
た（E）． 

（2）TLR3-KO マウスを用いた IAV 感染による線毛輸送能・線毛活性の変化 
TLR3-KO マウスより採取した気管組織を用いて，IAV 感染（1 時間）による線毛輸送能・線毛活
性を評価した．TLR3-KO では，IAV 感染による流体移動側度の増加（A, B, C），CBF 増加（D, E）
は消失した． 

 
（3）PolyI:C 添加による線毛輸送能・線毛活性の変化 
WT マウスの気管組織培養では，polyI:C 添加（30 分）により流体移動側度，CBF は増加したが，
TLR3-KO 気管組織では polyI:C による増加作用は消失した． 
 
      WT マウス                      TLR3-KO マウス 

 

 
以上の結果より，IAVと polyI:CはTLR3 を介して線毛輸送系を促進することが明らかとなった． 
 



（4）TLR3 を介した ATP 放出の促進と ATP-P2R 経路を介した線毛機能促進作用 
WT マウス気管組織培養において，polyI:C 添加により培養上清中 ATP 濃度は有意に増加した．

一方，TLR3-KO マウス気管では polyI:C による ATP 濃度上昇は見られなかった．Suramin（非選
択的 P2Rアンタゴニスト）は polyI:C による流体移動速度・CBF の増加を抑制した.  
 

 

 
以上より，IAV 感染ならびに polyI:C は，TLR3 を介して気道上皮における ATP 放出を増加させ，
放出された ATP は P2R 経路を介した線毛機能を促進することが明らかとなった． 
 
 
（5）長時間作用性抗コリン薬（LAMA）が線毛輸送能・線毛活性に与える作用の解析 
WT マウス気管組織培養に，グリコピロニウム（glycopyrronium: GLY）又はチオトロピウム
（tiotoropium: TIO）添加して 1 時間培養し，線毛輸送能・線毛活性を評価した．GLY 又は TIO 添
加により，流体移動側度，CBF は有意に増加し，LAMA は気道上皮に直接作用して線毛輸送能
を促進することが実証された． 
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