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研究成果の概要（和文）：気道上皮におけるTLR3活性化とIL-17Aの相互作用を解析した．polyI:Cは、正常ヒト
気管上皮細胞における炎症性サイトカイン（G-CSF, IL-8）発現を増加させた。IL-17A / polyI:C 共刺激はこれ
らの発現を相乗的に誘導し、NF-κB 経路・IRF3 経路の阻害は相乗的発現誘導を減弱した。IL-17A / polyI:C 
共刺激により、IκBαリン酸化は増強し、G-CSF, IL-8 のプロモーター領域へのNF-κBの結合は増強した。
IL-17A / polyI:Cは、NF-κB 経路ならびに転写活性を増強して，炎症性サイトカイン発現を相乗的に誘導す
る。

研究成果の概要（英文）：The interaction between IL-17A and TLR3 activation in airway epithelium 
remains poorly understood. In this study, we demonstrated that IL-17A and polyI:C, the ligand of 
TLR3, synergistically induced proinflammatory cytokine and chemokine (G-CSF, IL-8) mRNA and protein 
expression. Inhibition of the NF-κB pathway using NF-κB p65 siRNA, or BAY11-7082 (IκB-α 
inhibitor) attenuated the IL-17A/polyI:C-induced synergistic expression of proinflammatory 
cytokines. Knockdown of IRF3 using siRNA also decreased the synergistic gene expression. In western 
blotting analysis, co-treatment with IL-17A and polyI:C augmented IκB-α phosphorylation compared 
to polyI:C treatment alone. These findings demonstrate that IL-17A and TLR3 activation act in 
concert to potentiate proinflammatory responses in the airway epithelium via NF-κB/IRF3 activation,
 and that enhanced activation of the NF-κB pathway play a key role in the synergism.

研究分野： 呼吸器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
 気管支喘息は，気道炎症に起因する気道狭

窄・気道過敏性の亢進を主病態とする炎症性

肺疾患である．気管支喘息の病態形成には，

RS ウイルス感染等による自然免疫応答と，

引き続く獲得免疫の成立が重要と考えられ

ている．また、喘息発作時には，慢性期病態

としての Th2・Th17 型獲得免疫応答を基盤と

し，ウイルス感染等（自然免疫）により気道

炎症はさらに増悪する．しかしながら，喘息

発作時の気道炎症増悪における獲得免疫と

自然免疫の相互作用は，未だ解明されていな

い 
 
２．研究の目的 
 気管支喘息発作時の気道炎症増悪をもた

らす気道上皮における獲得免疫と自然免疫

のクロストークを解明し，その細胞内機序

を明らかにすることを目的とした． 

 
３．研究の方法 
1) 気道上皮細胞における PAMPs 刺激により

発現が増強する気道炎症関連遺伝子群の

解析． 
 正常ヒト気管上皮初代培養細胞

（normal human bronchial epithelial cell: 
NHBE）へ PAMPs（TLR リガンドなど）

を添加した後に mRNA を抽出して，

real-time PCR を用いて気道炎症促進に

かかわる遺伝子群の発現変化を解析す

る．ウイルス由来 RNA を認識する

TLR-3 のリガンドとして，polyI:C を用

いる．蛋白レベルでの発現誘導に関し

て，培養上清を用いて ELISA 法で測定

する． 
 
2) IL-17存在下におけるPAMPs刺激による炎

症関連遺伝子の相乗的な発現増強効果の

検討．—獲得免疫と自然免疫の相乗作用の

解析— 
 上記で抽出した気道炎症関連遺伝子

に関して，IL-17 の単独添加が，気道上

皮細胞におけるそれらの発現を誘導す

るか否か，real-time PCR 法を用いて検討

する．IL-17A / PAMPs の共刺激を行い,
気道炎症関連遺伝子群が相乗的に誘導

されるか否か，real-time PCR 法を用いて

検討する．  
 
3) 獲得免疫と自然免疫による炎症関連遺伝

子の相乗的発現誘導に関わる細胞内機序

（シグナル伝達ならびに転写調節機構）の

解析． 
 IL-17A シグナルや TLR シグナルに関与

が報告されている経路（NF-κB 経路，IRF
経路）の活性化に関して Western blotting 法

を用いて検討する． 
 相乗的遺伝子誘導を抑制する経路の

同定として、経路特異的阻害剤の添加や

siRNA によるノックダウン（NF-κB 経路, 
IRF 経路）を行う．サイトカインと

PAMPs の共添加を行い，気道炎症関連

遺伝子発現の変化を RT real-time PCR で

解析し、いかなる経路阻害が相乗誘導を

効果的に抑制しうるか、単独添加時の相

違とあわせて検討する．さらに,炎症関

連遺伝子の転写調節機構に関してクロ

マチン免疫沈降法（ChIP assay）を用い

て検討する． 
 

４．研究成果 

(1) PolyI:Cと IL-17Aによる気道上皮における

炎症性サイトカイン・ケモカインの相乗的発

現誘導 
 PolyI:C 刺激は、NHBE における炎症性サイ

トカイン・ケモカイン (G-CSF, IL-8, CXCL1, 
CXCL5, IL-1F9) の mRNA 発現を誘導した．

IL-17A / polyI:C 共刺激はこれらの発現を相

乗的に誘導したが、Ⅰ型インターフェロン 
(IFN-α1, -β) の発現に影響を与えなかった．

タンパクレベルにおいても、IL-17A / polyI:C
共刺激は G-CSF, IL-8 の産生を相乗的に増加

させた． 

 

 
 



(2) PolyI:Cと IL-17Aによる相乗的発現誘導に

関わる細胞内シグナル経路の解析 
 転写後の調節機構の解析では，二次的なタ

ンパク合成を介する経路の関与や mRNA の

安定性に変化は認められなかった．特異的阻

害剤や siRNA を用いた NF-κB 経路および

IRF3 経路の阻害を行うと，polyI:C による

G-CSF, IL-8 の誘導と IL-17A / polyI:C 共刺激

による相乗的発現誘導は減弱した． 

 
           

  

Western blotting では，polyI:C 刺激および

IL-17A / polyI:C 共刺激により IκB-α と IRF3
がリン酸化されることが確認され，IκB-α の

リン酸化は polyI:C 単独刺激と比較して

IL-17A / polyI:C 共刺激で有意に増強した． 

 
 

 

(3) PolyI:C と IL-17A による IL-8, G-CSF 相

乗的発現誘導に関わる転写メカニズムの解

析 
 IL-8, G-CSF のプロモーター領域における

NF-κB p65 の結合に関して，ChIP assay を用

いて検討した．IL-17A / polyI:C 共刺激は，

polyI:C 単独刺激と比較して，IL-8, G-CSF の

プロモーター領域への NF-κB p65 の結合を増

強した． 
 

 以上の結果より，polyI:C 刺激による TLR3
の活性化と IL-17A の刺激は，気道上皮細胞

において NF-κB 経路および IRF3 経路の 
活性化を通じて、相乗的に炎症性サイトカイ

ン発現を誘導することが示された．また，

IL-17A / polyI:C 共刺激による相乗的発現誘

導には，NF-κB 経路ならびに NF-κB 転写活性

の増強が深く関連していることが見出され

た． 
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