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研究成果の概要（和文）：アレルギー性気管支肺真菌症（ABPM）は気道に腐生した真菌に惹起される難治性気道
アレルギー疾患である。本研究では、以前我々が気道上皮細胞からの粘液（ムチン）産生との関連を報告した真
菌（アスペルギルス）抗原のセリンプロテアーゼ活性に着目して、ABPMの新規治療関連分子の検索を行った。気
道上皮細胞株を用いたマイクロアレイでの網羅的検討でセリンプロテアーゼ依存性に２倍以上発現が増強する
428の遺伝子が確認された。その中にはTSLP、IL-1α、VEGFなどのサイトカインーサイトカイン受容体関連遺伝
子群が含まれ、IL-1αなど一部の遺伝子の発現には上皮成長因子受容体（EGFR）が関与していた。

研究成果の概要（英文）：Allergic bronchopulmonary mycosis (ABPM) is a refractory allergic airway 
disease characterized by a hypersensitivity reaction to fungi colonizing the airways. Previously, we
 reported the induction of mucin-related MUC5AC gene in the airway epithelial cells by serine 
protease derived from Aspergillus fumigatus extract. In this study, we conducted DNA microarray 
analysis of a human bronchial epithelial cell line, stimulated with serine protease derived from A. 
fumigatus, to identify novel therapeutic targets for ABPM. We confirmed 428 genes upregulated by 
serine protease, including cytokine-cytokine receptor-related genes, such as TSLP, IL-1α, and VEGF.
 Some of the cytokine-cytokine receptor-related genes were induced through epidermal growth factor 
receptor.

研究分野：呼吸器内科学
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1. 研究開始当初の背景 
 アレルギー性気管支肺真菌症（ABPM）は、
喘息症状、気管支拡張、粘液分泌過多などを
特徴とする気道に腐生する真菌に惹起され
る気道アレルギー疾患であり、難治例・再発
例が多く、時に広範な肺の荒廃を呈する。一
方、気管支喘息患者の中には、吸入ステロイ
ド剤を中心とした抗炎症療法を十分行って
いるにも関わらず、コントロール不良で増悪
を繰り返す難治性の症例が約 10%存在し、難
治化要因の一つが ABPM であることが知られ
ている。 
 近年、病原体に対する自然免疫（innate 
immunity）応答を介した IL-33 を中心とした
Th2 型免疫応答の研究の進歩は急速に進歩し
ている。しかし、未だ ABPM の基礎研究は少
なく、その病態は殆ど解明されていない。ヒ
トにアレルゲンとして作用する環境真菌は
数多くあるが、アスペルギルスは他の真菌に
比し、ABPM の原因真菌としては圧倒的に頻度
が高く、その重症度も高い。申請者らはこれ
までに気道上皮細胞を各種の真菌抽出物で
刺激し、発現が誘導された遺伝子をマイクロ
アレイ解析で網羅的に検討し、185 の遺伝子
がアスペルギルス刺激のみで誘導されるこ
とを確認してきた（Oguma T. et al. J. 
Immunol. 2011）。そして、それらの遺伝子の
中に気道粘液成分のムチン遺伝子の一つで
ある MUC5AC 遺伝子があり、その発現にはア
スペルギルス自体のセリンプロテアーゼが
重要であることを明らかにしてきた。 
 
2. 研究の目的 
 本研究ではアスペルギルス抗原刺激によ
りそのセリンプロテアーゼ活性依存性に気
道上皮細胞から誘導されるアレルギー関連
分子の発現とその発現機構の解明を行う。こ
れらの検討は ABPM の新たな治療ターゲット
の発見、さらには難治性喘息に対する新たな
治療戦略の提示につながる。 
 
3. 研究の方法 
 申請者らはすでにアスペルギルス抽出抗
原の刺激で気道上皮細胞から誘導される分
子群をマイクロアレイ解析で見出している。
本研究ではプロテアーゼ阻害剤でアスペル
ギルス抽出抗原を処理し、アスペルギルス抗
原刺激でプロテアーゼ依存性に誘導される
アレルギー関連分子をマイクロアレイで網
羅的検討し、さらにその発現メカニズムを解
析した。 
1) 気道上皮細胞培養系 
 ヒト気道上皮細胞株は NCI-H292(ATCC)を
用い、10%FBS 加 RPMI1640 で培養した。アス
ペルギルス（Aspergillus fumigatus) 抽出
抗原（Hollister-stier 社）は最終
1,000PNU/ml で用いた。セリンプロテアーゼ
阻害のため、アスペルギルス抽出抗原を PMSF
（最終 0.25mM）と混和し、37℃で 15 分間反
応させた。 

2)マイクロアレイ解析 
 RNA は RNeasy kit (Qiagen)で抽出し、DNA
マイクロアレイは superPrint G3 Human GE  
8x60K ver.2.0 (Agillent Technologies,) を
用いた。Gene Ontology 解析は DAVID 
Bioinformatic Resources 6.8 
(http://david.ncifcrf.gov/) で行った。 
 
３）アレルゲン関連分子の発現の検証と発現
メカニズムの解析 
 アレルゲン関連分子の発現の検証は、mRNA
の発現は Taqman プローブ (Applied 
Biosystems) を用いた定量 RT-PCR で、蛋白
の発現は培養上清を ELISA 法で検討した。 
また、発現機構の解析には上皮成長因子受容
体（EGFR）阻害は AG1480 (Calbiochem) を 
(Calbiochem) 、TNF-a–converting enzyme
（TACE）阻害は TAPI-1 (Calbiochem)を用い
て検討した。 
 
4. 研究成果 
 本研究では、まずアスペルギルス抽出抗原
の刺激でセリンプロテアーゼ依存性に発現
誘導される気道上皮細胞由来の遺伝子を、セ
リンプロテアーゼ阻害剤を用いたマイクロ
アレイ解析で網羅的に検討した。 
刺激後３時間後には図(A)に示すように 428

の遺伝子がプロテアーゼ依存性に発現が増
加していた。 
 これらの遺伝子を Gene Ontology 解析で検
討すると、cytokine-cytokine 受容体関連遺
伝子群、MAPK-signaling 関連遺伝子群、
Toll-like 受容体関連遺伝子群などが発現誘
導されていた。さらに刺激 24 時間後では刺
激後３時間後で認められた。
cytokine-cytokine 受容体関連遺伝子群の他、
B cell 受容体-signaling 関連遺伝子群、
NOD-like 受容体遺伝子群などが発現誘導さ
れていた。 
さらに個々の遺伝子では TSLP、IL-1α、
VEGF,MIP-3αなどが候補遺伝子として見出
され、なかでも IL-1αは刺激早期および後期
で発現誘導されており、mRNA レベルのみなら
ず、蛋白レベルでの発現も確認された（図
(B),(C))。 



さらに、IL-1αの発現メカニズムを解析した
ところ、EGF 受容体阻害剤で著明に抑制され
ることから、その発現が EGF 受容体を介して
いることが明らかになった。 
一方、TACE 阻害剤の作用は限定的であり、
申請者らが以前その関与を報告した MUC5AC
遺伝子の発現機序とは異なるものと考えら
れた (Oguma T. et al. J. Immunol. 2011）。 
 

  
 IL-1αは近年、誘導性気管支関連リンパ組
織の形成促進など新規作用が報告されてい
る (Kurda E.et al. Immunity, 2017) 。IL-1
αの ABPM の病態への関与を今後、in vivo の
系、臨床検体を用いて検討していく予定であ
る。 
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