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研究成果の概要（和文）：本研究では、先行するウィルス感染様刺激によって喘息の

発症促進あるいは抑制が認められるマウスモデルを利用して、その機序の解明を目指

した。その結果、先行するウィルス感染様刺激はCD8+T細胞および IL-13を介して促
進的に働くこと、また、CD8+T細胞ならびに IFN-gを介して抑制的に制御しているこ
とを見いだした。さらに、これらの反応はいずれもTLR3、TLR4ならびにMDA-5非
依存的であった。  
 
研究成果の概要（英文）： In the present study, we examined the effect of intratracheal 
administration of double-stranded RNA (dsRNA), produced during virus replication, prior 
to the repeated instillation of mite extract into the airways on the development of 
asthma-like phenotypes by in mice. As a result, a lower amount of dsRNA augmented the 
onset of asthma-like phenotypes, whereas a higher dose of dsRNA inhibited the 
development of the pathophysiological changes. These effects by dsRNA are dependent of 
CD8+T cells and IL-13 or CD8+T cells and IFN-g, respectively. Furthermore, we 
demonstrated that these modifications by dsRNA were not dependent on TLR3, TLR4 or 
MDA-5. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 昨年度の厚生労働科学研究の疫学調査

では国民の約 1/3 が何らかのアレルギー疾患

に罹患していることが報告され、この患者数

増加の原因を追及することは医学的にも医療

経済的にも重要である。 
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(2) 喘息の発症要因としては、遺伝的要因

と環境的要因が考えられるが、遺伝子の改変

は短期間では起こりにくいため、この急増の

原因は環境的要因であると考えられる。環境

的要因としては、室内環境因子であるダニ抗

原とウィルス感染が特に注目されている。 

(3) Respiratory Syncytial virus や

Rhinovirus などのウィルス感染と気管支喘

息の発症については、古くから「乳幼児期の

感染とその後の喘息発症との関連性」が指摘

されてきたが、相反する報告が散見され、詳

細に関しては現在でも不明である(Eder W, et 

al., New Engl J Med 2007)。一方、ダニ抗原

はアトピー型喘息の最も重要な室内環境抗原

である(Sporik R, et al., Clin Exp Allergy 

1992)。 

(4) 近年、TLR が宿主の微生物のパターン

認識を媒介することが明らかにされつつある。

ウィルス感染時にはウィルス自身の複製の際

に産生される二本鎖 RNA（double-stranded 

RNA (dsRNA)）を TLR3 などが認識し、生体防

御反応、特に type I interferon (IFN-a/b)

の産生に重要であることが示された(Kawai T 

& Akira S, Semin Immunol 2007)。従って、

先行するウィルス感染が TLRs のような先天

性免疫のシグナルを介し、喘息の発症を正負

に制御している可能性が高い。 

(5) 申請者らは臨床を意識したモデル作

製を企図し、昨年、主要な室内環境因子であ

るダニ抗原をマウスの気管内に繰り返し投

与することにより、アジュバントを加えるこ

となく喘息様病態形成が認められるモデル

を確立した。本モデルでは、気管内に投与す

るダニ抗原の量に依存して病態形成が生ず

る。従って、本モデルを用いて喘息様病態形

成に必要な閾値レベルのダニ抗原量を投与

することにより、共存あるいは先行する環境

要因（ウィルス感染あるいは大気汚染など）

の影響を検討することができるようになっ

た。 

(6) 最近、申請者らはダニ抗原あるいは
TLRリガンド（病原微生物由来刺激）をそれ
ぞれ単独で気道内に投与した場合には喘息

様病変が認められないが、あらかじめ低用量

の TLRリガンドを気道内に投与し、その後、
ダニ抗原を反復投与した場合には喘息様病

態形成が促進されることを見出した。一方、

高用量の TLR リガンドを前投与することに
より、ダニ抗原自身による喘息様病態形成が

抑制されることも併せて明らかにした（未発

表成績）。 
 
２．研究の目的 
本研究ではアレルギー疾患、特にアトピー

型気管支喘息の発症頻度の増加メカニズム

を、申請者らが最近確立した新規マウス喘息

モデルを用いて、“toll-like receptor(TLR)を
はじめとする自然免疫応答による獲得免疫

応答への影響”という観点に立ち、in vivo

および in vitro の両面から網羅的に解析す

ることを主眼とした。 

 
３．研究の方法 
(1) DNA array 解析：dsRNA前処置による
喘息様病態形成の促進および抑制に関与す

る遺伝子を、in vivoモデルの気管および肺
のサンプルを使用して DNAマイクロアレイ
により網羅的に解析することとした。すなわ

ち、マウスの気管内に dsRNAのみを投与し
た群、ダニ抗原のみ投与した群、dsRNA先
行投与後にダニ抗原を気管内投与した群か

らそれぞれ気管・気管支・肺実質を回収し、

それらをサンプルとして DNAマイクロアレ
イによる実験を実施した。 

(2) dsRNA刺激の責任受容体の解明：
dsRNA刺激による喘息様病態形成の正負の



 

 

促進機序に関与する責任受容体を明らかに

する目的で、TLR3、TLR4ならびにMDA-5
遺伝子欠損(KO)マウスを用いて検討した。 

(3) 抗 CD8抗体の影響：dsRNAによるダニ
抗原の cross presentationが生じている可能
性を検討する目的で、抗 CD8抗体を実験期
間中に投与し、低用量ならびに高用量の

dsRNAによる表現型に及ぼす影響を検討し
た。また、CD8+T細胞の遊走に関与すること
が知られている leukotriene B4 (LTB4)の意
義についても、選択的拮抗薬を投与し、検討

を行った。 
(4) IL-13の意義：抗 IL-13抗体を樹立し、

特に少量 dsRNA前処置による喘息様病態形
成の促進機構における IL-13の意義を検討す
る。すなわち、抗 IL-13抗体をダニ抗原 5回
目の投与時から 8回目の投与時まで、計４回、
腹腔内投与し、その影響を検討した。 
 

４．研究成果 

 (1) DNA array 解析：ダニ抗原低用量投与群

に比しダニ抗原低用量+dsRNA 低用量投与群に

おいて、投与後 2、8、24 時間後の全ての時間帯

に遺伝子発現が 2倍以上に亢進または低下してい

る遺伝子数はそれぞれ 31 または 0 であった。こ

れに対し、ダニ抗原低用量投与群に比しダニ抗原

低用量+dsRNA 高用量投与群においてはそれぞ

れ 270または 207であった。一方、対照として検

討したダニ抗原低用量投与に比し高用量投与に

おいて、投与後 2、8、24 時間後の全ての時間帯

に遺伝子発現が 2倍以上に亢進または低下してい

る遺伝子数はそれぞれ 28 または 0 であった。成

果に関しては、現在、解析途中であるが、今後、

注目すべき遺伝子に関しては、強制発現系あるい

は中和抗体や遺伝子欠損マウスを用いて、その意

義を検討する予定である。 

 (2) dsRNA刺激の責任受容体の解明：TLR3、
TLR4ならびにMDA-5KOマウスでは、野生

型マウスと同様に dsRNAにより喘息発症の
促進と抑制が観察された。従って、これらの

受容体以外の関与が考えられる。今後、

NLRP3 などの受容体についても検討を行う
予定である。 

 (3) 抗 CD8抗体の影響：In vivoにおける CD8

陽性細胞の意義を検討した。抗 CD8抗体を実験期

間中に投与し、低用量ならびに高用量の dsRNA

による表現型に及ぼす影響を検討した。その結果、

抗CD8抗体は低用量 dsRNA投与による喘息発症

の促進および高用量 dsRNA による喘息様病態形

成の抑制を有意に抑制した。また、CD8細胞の遊

走に関与することが知られている LTB4 の関与を

抗 LTB4 受容体拮抗薬を用いて検討したところ、

低用量 dsRNA による喘息発症促進の系において

好酸球増多を有意に抑制した。従って、恐らくは

CD8+T細胞が dsRNA刺激によりクロスプレゼン

テーションを受け、この系によって外来抗原に対

する免疫応答が正負に制御されている可能性が示

唆される。 

(4) IL-13の意義：抗 IL-13抗体は dsRNA前処

置による喘息様病態形成の促進を有意に抑制し

た。従って、ウィルス感染による喘息発症促進機

序の一部に IL-13が重要な役割を有していること

が明らかとなった。 
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