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研究成果の概要（和文）：真菌の一種であるアルテルナリアは喘息の重症化と強い相関がある。細胞の自食作用（オー
トファジー）はその役割が恒常性の維持のみならず免疫応答にもおよぶことがわかってきた。我々は、アルテルナリア
刺激で気道上皮から炎症誘導因子(IL-18)が分泌することを報告した。今回はそのIL-18が、オートファジーを介するの
ではないかと仮説をたてた。そして、アルテルナリアはダニ抗原と部分的に異なるサイトカインプロファイルを持つこ
と、ダニの主成分であるLPSはアルテルナリアと同様に気道上皮のオートファジーを引き起こすもののその反応は中途
で停止してしまうことで、IL-18の分泌に至らないことを発見した。

研究成果の概要（英文）：A fungi, Alternaria alternata, is reported to correlate with exacerbation of 
asthma. The roles of autophagy has been clarified. It plays an important role not only in homeostasis of 
cells, but also in immune response. We have previously reported that the stimulation of airway epithelial 
cells by Alternaria induces the release of IL-18. We then have hypothesized that this IL-18 from 
Alternaria stimulation is released by autophagy. In this project, we show that Alternaria and house dust 
mite release partially different kinds of cytokines. In addition, the major content of house dust mite, 
LPS, can also induce the autophagy, however the autophagy cascade stops on the way. As a result, house 
dust mite cannot induce the release of IL-18.

研究分野：アレルギー
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１．研究開始当初の背景 

近年、小児気管支喘息には種々のフェノタ
イプが存在し、単一の疾患ではないことがわ
かってきた。様々な喘息のフェノタイプの中
でも、吸入ステロイドを高用量使用してもコ
ントロール不良であるステロイド抵抗性難治
性喘息は、現在においても喘息死の中の80～
85％を占めている。気道アレルギーの病態に
おいて、吸入抗原に対する免疫学的な防御機
構としての気道上皮の重要性が認識されつつ
ある。吸入抗原の暴露によって、警告サイト
カイン（アラーミン）が気道上皮から分泌さ
れ、樹状細胞による抗原提示に先立ち、種々
の免疫応答の引き金を担い、いろいろな細胞
に警告信号を伝達するという役割が明らかに
なってきたことがその理由のひとつである。
一方、1960 年代に発見された自食作用（オー
トファジー）という現象は、タンパク質のリ
サイクルや感染防御などのいろいろな部位の
ホメオスタシスに深く関与することが明らか
にされつつあり、免疫応答における役割が注
目されている。申請者はこれまでに種々のア
レルギー抗原の暴露時に気道上皮がどのよう
な機序で免疫応答を引き起こすかという点を
中心に研究を行なってきた。従来より、カビ
の一種であるアルテルナリアは多数の疫学調
査により小児気管支喘息を含む気道アレルギ
ー疾患の発症と強い相関があることが指摘さ
れている。申請者は、気道上皮がアルテルナ
リアの暴露を受けると、細胞死が誘導される
と同時に、炎症性サイトカインであるIL-18 
を迅速に分泌すること、またIL-18 がnaïve T 
細胞に直接作用し、アレルギー疾患と深く関
係のあるTh2 細胞への分化を促進する新たな
経路が存在することを報告した（Murai et al. 
Plos One, 2012）。 
 

２．研究の目的 

(1.) 喘息の発症・増悪因子となりうる様々な
アレルギー抗原刺激によって、気道上皮から
分泌されるアラーミンを同定しどのような共
通性があるかどうか明らかにする。 
(2.)気道上皮由来のオートファジーが関与す
るアラーミンの分泌機序を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1.) 種々の吸入抗原で気道上皮を刺激し、気
道上皮から分泌されるアラーミンのプロファ
イルをbioplex を用いて測定し、その産生プ
ロファイルの共通性を解析する。 
(2.) オートファジーを介する気道上皮由来
アラーミンの分泌機序を明らかにする。 
 

４．研究成果 

まず、気道上皮由来のアラーミンの同定と
オートファジーに関するアラーミンの分泌機
序の解明を主に行った。本研究に先立って、
気道上皮細胞が真菌の一種であるアルテルナ
リア(以下ALT)の刺激をうけるとアラーミン
である、IL-18を分泌するとのデータを得てい
た。そのデータを検証するため、A549細胞に
おいて同様の実験を行った。A549細胞におい
てもALT刺激によって経時的、および濃度依存
的にIL-18の分泌を上昇させることができた。
次に正常ヒト気道上皮細胞を培養し、ALTおよ
び、コナヒョウヒダニ抗原(以下DF) (ともに
greer lab, USAから購入、米国テキサス大学
Sanjiv Sur研究室との共同研究)によって15
分刺激した上清をbioplex を用いて測定、
Ingenuity pathway analysis を用いてその相
関を検討した。ALT抗原刺激群では、以前と同
様にIL-18の著明な増加が認められるととも
に、近年アレルギー疾患に関わるIL-17及びそ
の下流に存在する  IL-3, IL-9, IL-10, 
IL-12,IL-13, CCL2, CCL1, IL-6, CCL3, G-CSF
などの上昇を認めた。DFとALT-Eに共通するサ
イトカインとしては、IL-3, HGF, CXCL1, 
IL-13などの上昇を認めた。次に、IL-18の分
泌機序に関する検討を行った。A549 細胞を
ALTにて刺激後、Western blotting を用いて
autophagy誘導蛋白であるLC3-IIとp62を測定
したところ刺激後、LC3-IIの増加とp62の減少
を認めた。gfp を用いたLive cell imaging 
(cyto ID autophagy detection kit, enzo, 
NY )においても autophagosome の増加を認
め、この結果より、ALT刺激によってautophagy
が誘導された。そしてその結果をより強固な
ものにするために3-MA, Bafilomycin A1 など
のautophagy inhibitor を用いて、気道上皮
からのIL-18の放出抑制を観察した。その結果
２種類の異なるオートファジーインヒビター
を用いても共にIL-18の分泌を抑制すること
が確認できた。また、気道上皮細胞からの
IL-18分泌シグナルが、どのようなToll like 
receptor を介するのかを観察するために、
TLR 1-9 inducerを用いてIL-18の観察実験を
行ったが、IL-18分泌は抑制されず、ALT-E刺
激によるIL-18分泌はTLRを介さないことが判
明した。最後にアルテルナリア抗原がダニ抗
原とどのように異なるのかを調べるために、
ダニの主要抗原であるLPSを用いて検討を行
った。LPSもまたautophagy inducerであるこ
とが、知られているがLPS刺激においては気道
上皮からのIL-18の分泌は確認されなかった。
そしてLPS刺激群においては、アルテルナリア
抗原と異なり、オートファジーの比較的初期
の段階である、オートファゴソーム形成は引
き起こされる(LC3-I→LC3-II conversion)
ものの、オートライソゾーム形成（p62 
degradation）は引き起こされず、IL-18 の分



泌においてはオートライソゾームが必要であ
ることが判明した。 
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