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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、アレルギー疾患における気道粘膜IgA の役割を明らかにすることと
した。secretory IgA (sIgA)は、レセプターCD71を介して正常ヒト肺線維芽細胞（NHLF）からの炎症性サイトカ
インの産生および増殖能を有意に増強した。また、特発性肺線維症（IPF）患者の肺切片において、気腔内に
sIgAが強く発現していた。本研究から、IgAは肺線維芽細胞を活性化することにより、肺における炎症を増強す
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The precise effects of IgA on lung fibroblasts remain unclear. This study 
aimed to elucidate how IgA activates human lung fibroblasts. Secretory IgA (sIgA) induced 
interleukin (IL)-6, IL-8, monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 and granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor (GM-CSF) production by normal human lung fibroblasts (NHLFs). sIgA also 
promoted proliferation of NHLFs. Among known IgA receptors, NHLFs significantly expressed CD71. 
Immunohistochemistry revealed that sIgA is abundant in lung sections from patients with idiopathic 
pulmonary fibrosis (IPF). Our findings suggest that sIgA may promote human lung inflammation by 
activating human lung fibroblasts.

研究分野： 呼吸器内科、免疫、アレルギー

キーワード： IgA　肺線維芽細胞　特発性肺線維症　サイトカイン　CD71
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研究成果の学術的意義や社会的意義
気道粘膜を含め生体内において大量に存在する免疫グロブリンであり、抗原曝露の第一線に存在するIgAは、元
来生体防御因子として重要視されてきたが、本研究から、肺の炎症を増強することで病原性役割があることが示
唆された。本研究の結果を踏まえて、IgAが肺線維芽細胞を活性化する機構を明らかにできれば、IgAの役割の一
部を標的とした予防あるいは治療戦略の確立につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

IgA は生体内において 1 日当たり最も大量に産生される免疫グロブリンであり、粘膜で重要な

生体防御機構を形成していると考えられている。アレルギー疾患においては、抗原チャレンジ後、

粘膜局所に抗原特異的 IgA が増加することが報告されていることからも、アレルギー疾患にお

ける IgA の重要な役割が推測されるが、これまでアレルギー疾患における粘膜 IgA の作用を系

統的に研究した報告は見当たらない。 

 

２．研究の目的 

アレルギー疾患における気道粘膜IgA の役割を明らかにすることを本研究の目的とした。近

年、腸管上皮におけるIgA の新たな役割が明らかになる等、IgA が再び注目されており、本研

究の成果はIgA の予防医学的または治療的臨床応用につながる可能性がある。 

 
３．研究の方法 

（１）細胞 

ヒト肺線維芽細胞であるNormal Human Lung Fibroblasts(NHLF)を用いた。また、気道上皮細胞

株、A549細胞を用いた。 

（２）サイトカイン濃度の測定 

購入したヒト分泌型IgAおよび単量体IgAで細胞を刺激して得られた上清中のサイトカイン濃度

をCytometric Bead Assay; CBAおよびELISA法で測定した。 

（３）Real―time PCR  

細胞を刺激した後、細胞からtotal RNAを抽出した。その後mRNAからcDNAに逆転写を行い、

Thermo Fisher Scientific社作成のprimerおよびTaqman probeを用いて、レファレンス遺伝子

をβ-actinとしてΔΔCt法で相対定量した。 

（４）細胞増殖測定 _ 

細胞を刺激する試薬をブロモデオキシウリジン(Bromodeoxyuridine: BrdU)と共に添加して培養

し、細胞増殖についてCell Proliferation ELISA kit, BrdU (Roche Applied Science)を用い

て測定した。 

（５）フローサイトメトリーによる解析 _ 

細胞表面発現については、各種特異抗体で標識後、FACSVerse(BD Biosciences)で測定した。

IgA結合については、まずIgAと共に細胞を培養し、その後細胞をAPC-conjugated mouse anti-

human IgA antibodyで標識してFACSVerse(BD Biosciences)で測定した。 

（６）Western blot analysis 

刺激後の細胞をlysis buffer (RIPA buffer)で溶解し、SDS化、還元熱処理し､ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動を行なった。ウェット式でpolyvinylidene difluoride (PVDF)メンブレンに

転写し、抗体で標識後化学発光し、Amersham Imager 600(GE Healthcare Japan)で撮影した｡ _ 

（７）siRNAを用いたノックダウン 

siRNAをHiPerFect Transfection Reagent(Qiagen)に懸濁し、ノックダウンの評価については

FACSおよびPCRで解析し、確認を行った。 _ 

（８）肺組織の免疫染色  

一次抗体として、Anti-IgA antibodyおよびAnti-secretory component antibodyを使用した。

VECTASTAIN ABC kit(VECTOR)を用いて染色した上で光学顕微鏡BZ-X710(Keyence)で観察、撮影

した。 



（９）統計解析 

連続変数の二群間比較はMann-Whitney’s U検定で、多群間比較はKruskal-Wallis検定で評価

し、統計学的有意差はP < 0.05とした。 

 

４．研究成果 

（１）IgA による NHLF のサイトカイン・ケモカイン産生亢進作用 _ 

線維芽細胞が産生する様々な炎症性メディエーターに対する IgA の作用を明らかにするために、

monomeric IgA(mIgA)および secretory IgA(sIgA)で NHLF を刺激し、CBA および PCR を用いて解

析した。Fig.1 に示す通り、mIgA 100μg/ml では NHLF のサイトカイン産生に変化がなかったの

に対して、sIgA 100μg/ml では NHLF による IL-6、IL-8、CCL2/MCP-1 および GM-CSF の産生が有

意に上昇した(Fig.1)。sIgA 刺激による IL-6、IL-8、CCL2/MCP-1 および GM-CSF の mRNA 発現レ

ベルも sIgA 100μg/ml 刺激群で有意に増強した。同様に、sIgA による刺激で、A549 細胞からの

VEGF-A、TGF-β1、IL-8 の産生が有意に増強した。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 IgA によるサイトカイン・ケモカインの産生 

n=3  **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 

 

（２）sIgA 刺激による NHLF の増殖とコラーゲンゲル収縮の促進  

sIgA 10, 100 μg/ml により、線維芽細胞の増殖を増強する因子として知られている TGF-β1の

刺激と同程度に NHLF 増殖能が促進された(Fig.2)。また NHLF によるコラーゲン基質収縮能は、

sIgA 刺激で TGF-β1と同程度に促進された。 

 

  
Fig. 2  sIgA 刺激による NHLF の増殖 

n=3  *p < 0.05, ***p < 0.001 

 

（３）sIgA による NHLF 細胞のαSMA およびコラーゲン I（Col I）産生促進 

Fig.3 に示す通り、sIgA と共培養した NHLF においては、mRNA およびタンパクレベルでαSMA お

IL-6 CXCL8 CCL2 GM-CSF 



よび Col I の発現増強を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 sIgA による NHLF 細胞のαSMA およびコラーゲン I（Col I）産生 

n=3  *p<0.05,  ***p<0.001 

 

（４）IgA の NHLF への結合と NHLF の IgA 受容体発現 _ 

sIgAがNHLFに結合するか明らかにするために、IgAと共にNHLFを培養し、その後APC-conjugated 

mouse anti-human IgA antibody で標識して FACSVerse で測定した。濃度依存的に sIgA の結合

量が増えた。既知の IgA 受容体の中では CD71 の発現が NHLF 上で最も高く、抗 CD71 抗体を用い

た免疫染色においても、明らかな発現が確認された。同様に A549 上でも CD71 が高発現してい

た。 

 

（５）IgA の CD71 を介した NHLF に対する作用 _ 

CD71 に対する siRNA を用いて CD71 をノックダウン後、sIgA の NHLF への結合および sIgA によ

る NHLF のサイトカイン産生を解析した。CD71 siRNA により NHLF に対する sIgA 結合は低下傾向

を示し、CD71 ノックダウン後 sIgA 刺激を加えると、NHLF による IL-8 および CCL2/MCP-1 の産

生は完全ではないものの、有意に低下した（Fig.4A）。同様に、CD71 ノックダウン後 sIgA 刺激

を加えると、A549 細胞による VEGF、TGF-β1、IL-8 の産生は、有意に低下した（Fig.4B）。 
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Fig.4 CD71 siRNA 導入による sIgA のサイトカイン産生 

(A) NHLF, n=3  *p<0.05, **p < 0.01, n.s., not significant 

(B) A549 細胞, n=4-12 *p < 0.05, ***p < 0.001 

 

（６）IPF 患者肺における sIgA の発現 

切除肺の標本を用いて、sIgA に対する免疫染色を行なった。Fig.5 に示す通り、IPF 患者におい

て気腔内に粘液貯留を認める箇所に一致して IgA および secretory component (SC)が強陽性に

染色された。 

 
Fig.5 肺組織の IgA および SC 発現 

健常肺（最上段）、IPF 患者肺（中段、最下段） 

 

以上、本研究から sIgA は、NHLF のサイトカインの産生、NHLF によるコラーゲン産生、細胞増殖

能の亢進を誘導し、その機序の一部には CD71 が関与している可能性が示唆された。この反応に

細胞内のシグナル伝達がどのように関与しているかについてもさらに検証を重ね、検証結果か

ら今後気管支喘息のリモデリングや IPF を含む異常な線維化を来たす疾患における治療薬とし

て臨床応用できるかどうかも検討する価値があると考える。 
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