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研究成果の概要（和文）：本研究では、アレルギー性喘息時の気道過敏性発現に関与するエピゲノム変化の同定
を試みた。喘息モデルマウスでは、RhoAタンパク質過剰発現を伴う気管支平滑筋過敏性が獲得されていた。この
RhoA過剰発現は、親世代と比較してF3世代で増強される傾向が認められた。喘息群の気管支平滑筋において、93
遺伝子のCpG islandsメチル化レベルの変動が認められたが、RhoA遺伝子のCpGメチル化には変化は認められなか
った。一方、14種のmiRNAsおよび131種のlncRNAsに発現変動が認められ、これらエピゲノム変化が気道過敏性発
現に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The current study was performed to identify epigenetic changes associated 
with the pathogenesis of airway hyperresponsiveness (AHR) in asthma. In bronchial smooth muscles 
(BSMs) of mice with asthma, a BSM hyperresponsiveness with an up-regulation of RhoA protein was 
observed. The RhoA up-regulation induced by antigen tended to be augmented in BSMs of the F3 
generation compared to those of the parents. A MeDIP-Seq analysis revealed 93 differentially 
methylated regions of CpG islands between the diseased and control BSMs. However, no change in the 
CpG methylation of RhoA gene was observed. Microarray analyses revealed 14 and 131 differentially 
expressed miRNAs and lncRNAs, respectively, in BSMs of the diseased mice. Some of the ncRNAs that 
might be associated with RhoA translation are also differentially expressed. These findings suggest 
that wide variety of epigenetic changes, including changes in functional ncRNA expression, in the 
BSMs are involved in the development of AHR in asthma.

研究分野： 生理学、病態生理学、薬理学。特にアレルギー疾患時の平滑筋等の過敏性発症機序。
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１．研究開始当初の背景 
近年のアレルギー研究は、おもに免疫細

胞を中心とした発症機序解明に力が注がれ、
成果をあげている。しかしながら、実際の患
者は「今ある症状」に苛まれており、この症
状を急速かつ永続的に緩解させるような薬
物・治療法の確立が望まれている。多くのア
レルギー疾患で問題となるのが標的臓器・組
織の過敏性であり、例えば気管支喘息の根底
には気道過敏性が存在し、わずかな刺激でも
気道が過剰に収縮し、喘息死の原因となる。
アレルギー性鼻炎やアトピー性皮膚炎にお
いても鼻粘膜や皮膚の過敏性が根底に存在
しており、わずかな刺激でも激しい症状が惹
起され、患者の QOL を著しく低下させてし
まう。一方、喘息発作に短時間作用型b2作動
薬が著効を示すことから、発作時の気道狭窄
には気管支平滑筋の過剰収縮が深く関与し
ていることがうかがえる。研究代表者はこれ
までに、この点に着目して種々の検討を行い、
アレルギー反応時に気管支平滑筋自体に質
的変化が惹起され、収縮反応性の亢進すなわ
ち気道過敏性が獲得されることを証明した。
すなわち、喘息時の気管支平滑筋細胞におい
て RhoA タンパク質発現が増加している。
RhoA は平滑筋収縮、特に Ca2+ に対する感
受性を亢進させる Ca2+ sensitizationに関与
する中心的なタンパク質で、この RhoAの発
現増加により軽微な刺激でも過剰な収縮反
応を惹起し、これが気道過敏性の一因である
可能性を示唆した。しかしながら、病態時に
RhoA 発現が変動するメカニズムについては
まだ完全には解明されていない。 
近年、エピジェネティクスと呼ばれるゲノ

ム DNA 塩基配列の変化を伴わずに遺伝子発
現を高次元に制御する機構が明らかとなっ
た。このエピジェネティクス機構の一つに
DNAメチル化があり、プロモータ領域 CpG
が高度にメチル化されると、その遺伝子発現
は抑制される。アレルギー・免疫領域におい
ても、例えば T細胞の Th1、Th2への分化に
IL-13や IL-4の CpGメチル化レベルが関与
するなど、いわゆる免疫細胞を中心とした解
析が進んでいる。しかしながら、多くのアレ
ルギー疾患で問題となる標的臓器・組織の過
敏性、すなわち喘息時の気管支平滑筋細胞な
どアレルギー病変部位の非免疫細胞に関す
る情報は皆無である。さらに、DNA メチル
化変動が複数世代にわたり遺伝する可能性
も報告されて (Science 2005; 308: 1466-9, 
Nature 2010;467:963-6, Cell 2011; 145: 
1049-61)、我が国のスギ花粉症を例に挙げた
場合、スギを植林した時代の親世代、子世代
そして孫世代を含めた現在まで長年にわた
りスギ花粉に曝露され、これに起因するDNA
メチル化の変化が遺伝・継承され患者数の爆
発的増加につながったとも考えられる。 
以上の研究代表者のこれまでの研究成果

と他の研究者による学術的背景を発展的に
融合させる形で、「例えば気管支喘息におけ

る RhoA遺伝子のようなアレルギー症状関連
遺伝子、あるいは miRNA等その発現制御因
子のレベル低下によりその遺伝子発現が増
加して症状が発現するのではないか？」、「こ
の miRNAレベル低下に、プロモーター領域
の CpG メチル化あるいは host gene のイン
トロンの CpG メチル化が関与しているので
はないか？」さらに「この DNA メチル化レ
ベルの変化が次世代に継承されるのではな
いか？」と考え、本研究計画の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
近年、気管支喘息やアレルギー性鼻炎、ア

トピー性皮膚炎などのアレルギー疾患罹患
率が全世界的にも飛躍的に増大しており、我
が国ではスギ花粉症が今や「国民病」とまで
言われるほど患者が増えている。その原因を
解明すべく、下図のような仮説を立てた。す
なわち、一般に DNA メチル化レベルが高い
とその遺伝子の発現は抑制されるが、アレル
ギー促進遺伝子の発現増加あるいは抑制遺
伝子の発現減少に DNA メチル化レベルの変
化が関与しているのではないか？ さらに、
この DNA メチル化レベルの変化が次世代に
継承されるのではないか？ 本研究計画では、
このようなエピジェネティクスの観点から
アレルギー症状が発現するメカニズムを解
明するとともに、アレルギー体質すなわちア
レルギー症状の発現しやすさが遺伝する可
能性を証明する。 

 
 

３．研究の方法 
雌雄 BALB/c マウス(7 週齢)にアレルゲン

として OA、アジュバントとして alum を腹腔
内投与して感作を施し、5 日後に同様の方法
で追加感作を施した。初回感作の 12、16 お
よび 20 日後に、OA 溶液のエアゾールを 30 分
間吸入させることによりチャレンジを行い、
喘息様症状を惹起させた。これら動物を
Parent群として交配させ、各世代ごとに同様
に喘息症状を惹起させた F1〜F3 世代を準備
した。Parent 群と F3 群について、最終抗原
チャレンジ 24 時間後に実験に供し、気管支
肺胞洗浄液(BALF)の採取、摘出左主気管支リ
ング標本を用いた tension	study、主気管支



組織からの total	RNA 抽出およびタンパク質
サンプルの調製を行った。	
	

４．研究成果	
４-１.	喘息モデルマウスにおける気管
支平滑筋過敏性の確認	
喘息群(Chal)の摘出左主気管支平滑筋の

アセチルコリンに対する収縮反応性を測定
したところ、コントロール群(NC)と比較して
その濃度-反応曲線は左上方にシフトし、気
管支平滑筋過敏性が獲得されていることを
再確認できた(Fig.	1)。	

Fig.	1	
	
４-２.	喘息マウスの過敏性気管支平滑
筋における RhoA	up-regulation および
F3 世代におけるその変化	
Fig.	2 に示すように、喘息群の主気管支

組織において RhoA	up-regulation が確認で
き、F3群でわずかに増強される傾向が認めら
れた。一方、F3群では各種サイトカインレベ
ルが有意に低く(Fig.	3)、すなわち F3 群で
はより少ないサイトカインレベルで RhoA	
up-regulation が惹起され、複数世代にわた
る抗原暴露によりわずかな抗原刺激でも気
管支平滑筋過敏性が形成されやすくなる可
能性が示唆された。	
	

Fig.	2	
	

Fig.	3	
	

４-３.	喘息マウスの過敏性気管支平滑
筋における CpG メチル化レベルの変化	
MeDIP-Seq を用いて喘息時の気管支平滑

筋における DNA メチル化レベルの変化につい
て検討を行ったところ、喘息群では 62 の CpG

メチル化が増加しており、31 の CpG メチル化
が減少していた(Fig.	4)。しかしながら、RhoA
遺伝子の CpG メチル化には変化は認められな
かった(Fig.	5)。	
	

Fig.	4	
	

Fig.	5	
	

４-４.	喘息マウスの過敏性気管支平滑
筋における各種 miRNA レベルの変化	
マイクロアレイ法を用いて網羅的解析を

行ったところ 14 種の miRNAs に発現変動が認
められ(Table	1)、RT-qPCR 法を用いて検討を
行ったところ、RhoA 翻訳を抑制的に制御する
ことが知られている miR-133a-3p 発現が有意
に低下していた(Fig.	6)。	
	

	

Fig.	6	
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４-５.	喘息マウスの過敏性気管支平滑
筋における各種 lncRNA レベルの変化	
マイクロアレイ法を用いて網羅的解析を

行ったところ 104 種の lncRNAs に発現増加が
認められ(Table	2)、27 種の lncRNAs に発現
低下が認められた(Table	3)。RT-qPCR 法を用
いて検討を行ったところ、miR-133a-3p に対
する sponge 効果を有することが知られてい
る Malat1 発現が有意に増加していた(Fig.	
7)。	
	

	

	

Fig.	7	
	
以上の結果より、喘息時の気管支平滑筋細

胞では Malat1 発現が増加しており、その
sponge 効果で miR-133a-3p が低下して RhoA
翻訳抑制が解除され、これにより RhoA	
up-regulation がもたらされる可能性が示唆
された。	
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