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研究成果の概要（和文）：生体内外の活性物質が気道上皮にいかなる影響を与えているかを検討した．①気道上皮はTR
PA1とTRPV1を恒常的に発現しており　この発現はウイルス感染モデルであるpoly ICの刺激により増強する．②TRPA1の
agonist; allyl-isothiocynanateはpoly ICの前処置によって炎症性サイトカインIL-6の産生を増強する．③ケラチノ
サイトはIL-33を産生してアレルギー性炎症を惹起することが示されているが，TNFa とINFrはケラチノサイト産生IL-3
3を増強する．④感作によるアレルギー性皮膚炎を起こしたマウスに抗IL-33抗体を皮下注するとほぼ完全に抑制する．

研究成果の概要（英文）：We investigated an interaction between various bioactive substances and humen 
bronchial and skin epithelial cells. We found that (1) human bronchial epithelial cells constantly 
express TRPA1 and TRPV1 which are enhanced by poly IC stimulation,and(2) allyl-isothiocynanate, an 
agonist of TRPA1, stimulates production of IL-6 through pre-treatment of cells with poly IC. We also 
found that (3)the production of IL-33 is enhanced by TNFa and INFr in keratinocytes, human skin 
epithelial cells, and (4)anti-IL-33 antibody completely inhibits allergen induced-dermatitis in mice. 
These results indicate that TRPA1 is associated with airway inflammation induced by viral upper 
respiratory infection. Keratinocyte produced-IL-33 plays an important role in allergic inflammation in 
human skin diseases and IL-33 probably an important target for treatment and management of allergic 
diseases.

研究分野： 小児科学
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１．研究開始当初の背景 
小児に多いアレルギー疾患にはアトピー性
皮膚炎，食物アレルギー，アレルギー性鼻炎，
気管支喘息がある．そのうち，気管支喘息罹
患率はこの 30 年間で倍増した．特に乳幼児
喘息（喘鳴）が増加し，臨床上の大きな問題
になっている．乳幼児喘息増加の機序は明確
ではないが，気道感染を含めた環境要因の変
化により，乳幼児の免疫環境が Th2 優位状態
にシフトしていることが重要な要因として
指 摘 さ れ て い る (Strachan Br Med J 
299:1259,1989)．ところで，乳幼児期の
Th1/Th2 環境を決定する因子として気道上
皮の役割が注目されている．気道上皮はサイ
トカイン，ケモカイン，アラキドン酸代謝物
等に対する種々の受容体を発現し，これらの
活 性 物質か ら のシグ ナ ルを通 し て ，
RANTES・Eotaxin・IL-8 等のケモカイン，
PGE2・15HETEなどのアラキドン酸代謝物，
IL-1β・IL-11・G-CSF などのサイトカイン
を産生する．また， ICAM-1 等の接着因子，
Tall like receptor(TLR-2，3，8，9 など) を
発現し，ウイルス等の病原体に反応してイン
ターフェロンを産生し感染防御に働くと共
に自然免疫担当細胞としても作用している
(Holgate ST, Trends in Immunol 
28:248,2007)．また，気道上皮は Thymic 
stromal lymphopoietin(TSLP)を産生するが，
TSLP は dendric cell の OX40L 発現を誘導
し，Th0 の Th2 への分化を誘導して局所の
Th2 環境を作り出すことが報告されている． 
我々は気道ウイルス感染時にケモカインで
ある RANTES・Eotaxin3・IL-8 の気道上皮
での産生が IL-4 優位の Th2 環境で亢進する
ことを見いだし，ウイルス感染による喘息発
作の誘発がケモカインによる炎症細胞の浸
潤による可能性を報告した (Tsuji K, Eur 
Respir J 26:795,2005)．また，この反応がシ
ステイニールロイコトリエン(cysLTs)により
増幅されることも見いだし，アラキドン酸代
謝物による制御機構が存在することを示し
た．このように気道局所の免疫環境を TH2
へのシフトを促す機能細胞としての気道上
皮役割を検討することは乳幼児のアレルギ
ー疾患，とくに気管支喘息の発症の機序と増
加の原因を検討するうえで重要である． 
 
２．研究の目的 
気道上皮に作用する脂肪酸代謝物を含む
種々の内因性・外因性活性物質と気道上皮の
交互反応を検討することにより気道の局所
環境が Th2 環境にシフトする機序を解明す
る．それによって，小児アレルギー疾患の発
病の機構を明らかにし治療や予防に役立て
ることができる． 
 
３．研究の方法 
(1)気道上皮における温度感受性受容体の発
現と気道炎症における役割 
細胞培養：ﾋ ﾄ気道上皮細胞株 BEAS-2B 

（LHC-9 medium）と正常ﾋﾄ気道上皮細胞 NHBE
は 37 ℃、5 % CO2存在下で培養した． 
mRNA 抽出および定量的 PCR 法：6 well plate
に細胞を播き，培養液中に polyIC, AITC 
(TRPA1 agonist) 等を添加後，決められた時
間培養し，ISOGEN を用いて RNAを抽出後 cDNA
を作成し Taqmqn real-time quantitative 
PCR にて測定した． 
ELISA法による蛋白量測定：上記6 well plate
で培養した細胞の上清を取り出し市販の
assay-kit を用いて測定した． 
 
(2)上皮細胞における IL-33 の誘導の機序 
細胞培養：ヒトケラチノサイト(KERTr 細胞)
は 37 ℃、5 % CO2存在下で 6 well plate で
培養した． 
Western-blotting:一次抗体として市販の抗
IL-33 を用い，二次抗体は (HRP)-conjugated 
ウサギ 抗ヒツジ IgG 抗体を用い，通常の方
法で行った． 
皮 膚 炎 マ ウ ス の 作 成 ： マ ウ ス は 5% 
4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5
-one (oxa)で感作し(day0),実験条件に合わ
せて day 5,7,9,11,13 にチャレンジした．抗
IL-33 抗体は耳介の皮下に注射で投与した
(day9)． 
耳介の組織学的検討：耳介の厚さを測定した
後，組織を固定し免疫染色を行い解析した． 
 
４．研究成果 
(1)気道上皮における温度感受性受容体の発
現と気道炎症における役割 
 TRP 温度感受性受容体は気道の知覚神経終
末に発現していることが知られており，空気
中の化学物資によって受容体が活性化され
て咳嗽や分泌物の増加などが引き起こされ
る．しかし，気道上皮細胞に TRP 温度感受性
受容体が発現しているか否かは不明であっ
た．今回その発現の有無を検討したところ．
気道上皮細胞は TRPA1 および TRPV1 の mRNA
を恒常的に発現していることが判明した．さ
らに，TRPA1 mRNA の発現は気道ウイルス感染
のモデルである polyIC で刺激をすると増強
された．その他種々の刺激物質（IL-4, IL-13, 
IL-6,IL-17, INFr, TNFa, IL-33）を検討し
たが，同様の作用を示す物質は見つからず，
特異的な反応であることが示された． 
 また，気道上皮はIL-6を産生するが，TRPA1
の agonist である allyl-isothiocynanate; 
AITC(わさびの成分)で刺激すると産生がわ
ずかに増加する． polyIC で 24 時間前処理し
た後 AITC でさらに刺激すると IL-6 の産生は
有意に増加することが判明した．Poly IC が
気道上皮のTRPA1発現を増強したことがその
機序と考えられる． 喘息の発症はウイルス
感染と密接に関連していることが多くの研
究で明らかになってきている．感染後に
TRPA1の発現が上昇しIL-6の産生が増加する
ことによって気道炎症・気道過敏性が獲得さ
れる機序の存在が推定された． 



 
 (2)上皮細胞における IL-33 の誘導の機序：
IL-33 は種々の炎症性刺激により上皮細胞や
内皮細胞より産生され，免疫系細胞に作用し
てアレルギー性炎症を引き起こす重要なサ
イトカインとして注目されている．今回，気
道と同じ上皮系細胞であるヒト培養ケラチ
ノサイトを用いてIL-33産生の調節機構を検
討した．TNFa INFr は IL-33 の産生を mRNA お
よび蛋白のレベルで有意に増加させた． 
IL-33 の誘導の機序を介してアレルギー性の
炎症をきたす機構が存在することが判明し
た． 
 次に耳介に炎症を生じさせたマウスを用
いて，抗 IL-33 抗体を投与することにより炎
症が抑制されるか否かを検討した．抗 IL-33
抗体は耳介の腫脹を抑制するのみならず，好
酸球の浸潤を明らかに抑制した．このことは
好酸球性の炎症にIL-33が関与していること
を間接的に示しており，IL-33 の制御がアレ
ルギー性炎症の治療に効果を示す可能性が
あることを示したものである． 
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