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研究成果の概要（和文）：本研究はIgAの呼吸器疾患に対する病原性作用を明らかにすることを目的とした。
喘息、IPFモデルマウスにおいて気管支肺胞洗浄液中IgAは上昇した。また、外因性IgAにより、総細胞数および
サイトカインが上昇した。IgAは気道平滑筋細胞および血管内皮細胞からのサイトカイン産生を増強することを
見出し、英文学術誌へ公表した。また、気道上皮細胞株と免疫沈降を用いた研究から、新規のIgAレセプター
ANXA2を同定し、ANXA2がIgAによる気道上皮細胞からのサイトカイン産生増強作用に一部寄与していることを見
出し、英文学術誌へ公表した。本研究からIgAが呼吸器疾患に対して病原性作用を示す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to determine the pathogenic effects of IgA on 
respiratory diseases.
IgA in bronchoalveolar lavage fluid was elevated in mouse models of asthma and IPF. We found that 
IgA enhanced cytokine production from airway smooth muscle cells and vascular endothelial cells, and
 published our findings in an English journal. Using airway epithelial cell lines and 
immunoprecipitation, we identified a novel IgA receptor, ANXA2, and found that ANXA2 contributed in 
part to the enhanced cytokine production from airway epithelial cells by IgA, which was published in
 an English journal. This study suggests that IgA may exert pathogenic effects on respiratory 
diseases.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： IgA　レセプター　ANXA2　サイトカイン　気管支平滑筋細胞　血管内皮細胞　気道上皮細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を含め、当研究室ではこれまでにIgAが呼吸器構成細胞を活性化することを系統的に明らかにしてきた。
これまでIgAの生体保護的な役割には注目されてきたが、病原性役割について明らかにした本研究データの蓄積
は世界的にも見当たらず、独自のものである。さらに今回IgAに対する気道上皮細胞上の新たなレセプターを同
定し得た。本研究成果から、IgAおよびANXA2が呼吸器疾患の新規治療標的となる可能性が想起され、意義深い研
究になったと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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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。一方、近年 IgA の病原性作用にも注目が集ま
っている。申請者は、これまで IgA の主に呼吸器構成細胞に対する病原性作用を報告してきた
が、in vivo の作用は未だに明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は IgA の呼吸器疾患に対する病原性作用とその機序を明らかにし、IgA をターゲットと
した治療介入の可能性を探求することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞および実験動物 
ヒト気管支上皮細胞株 BEAS-2B、腺癌由来ヒト肺胞底層上皮細胞株 A549、ヒト気道平滑筋細
胞 BSMCs、肺微小血管内皮細胞 HMVEC-L およびヒト単球系細胞株 U937 を用いた。 
マウスは C57BL/6（6-12 週齢）を使用した。 
（2）培養上清中サイトカイン濃度の測定 
購入したヒト血清 IgA (Abcam)またはヒト分泌型 IgA (secretory IgA; sIgA, MP Biomedicals)で
細胞を刺激し、得られた培養上清を MAGPIX System (Luminex)で測定した。 
（3）呼吸器疾患モデルマウスの作製と気管支肺胞洗浄 (BAL) 
PBS と 1.25mg/ml のアルテルナリア抽出液 (Alt)は、40µl を 2 回点鼻した翌日に気管支肺胞洗
浄 (BAL)を行った。 
外因性 IgA の呼吸器疾患への影響を確認するために、OVA 感作・チャレンジと共に 100µg human 
IgA を投与し、BAL を行った。 
（4）フローサイトメトリーによる解析 
細胞表面タンパクの発現は、各種特異抗体で標識後、FACSVerse(BD Biosciences)で測定した。 
（5）HMVEC-L に対する白血球接着能の定量 
HMVEC-L に対する白血球接着能の定量には、Cytoselect Leukocyte-Endothelium Adhesion 
Kit (Cell Biolabs)を用いた。HMVEC-L に接着した U937 細胞は蛍光顕微鏡 (KEYENCE)およ
び蛍光プレートリーダー (PerkinElmer)を用いて解析した。 
（6）免疫沈降 
ビオチン化した BEAS-2B 細胞を溶解し、ライセートを sIgA またはヒト IgG を架橋したセファ
ロースビーズとインキュベートした。sIgA または IgG に結合したタンパク質を分離し電気泳動
し、sIgA特異的バンドを検出した。SDS ゲルにおける同一バンドを銀染色で検出して、切り出
し、MALDI-TOF MASS による PMF 分析を行った。 
（7）sIgA と ANXA2 の ELISA 
96 ウェルプレートに Annexin A2 または sIgA をコートし、各濃度の sIgA または ANXA2 を
反応させた後、TMB で発色させた。 
（8）siRNA を用いたノックダウン 
4D-Nucleofector (Lonza)を用いて、ANXA2 siRNA または control RNA (SIGMA)を遺伝子導
入した。 
（9）Real-time PCR 
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。 
（10）Western blot analysis 
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
気泳動を行った抗体で標識後化学発光し、Amersham Imager 600 で撮影した｡ 
（11）統計 
統計解析は、2群間比較には paired two-tailed t-test、複数群間比較には Tukey's test を用いた
一元配置分散分析で実施した。 
 
４．研究成果 
（1）呼吸器疾患モデルマウスにおける IgA 量の変化 
Alt および OVA 感作・チャレンジによる喘息モデルマウス、シリカ点鼻投与による IPF モデル
マウスにおいて、BALF 中の IgA 量を ELISA 法で測定した。いずれの呼吸器疾患モデルマウス
においても気管支肺胞洗浄液中の IgA 量が上昇した (Fig.1)。 
 



(a)                  (b) 

 
Fig.1 呼吸器疾患モデルマウスの気管支肺胞洗浄液中 IgA 量 
(a)Alt または OVA による喘息モデルマウス(n=3)、(b)シリカ投与による IPF モデルマウス (n=7
～8)の BALF 中 IgA値を示す。**p < 0.01 versus PBS。 
 
（2）呼吸器疾患モデルマウスにおける IgA の役割の解析 
OVA 感作・チャレンジによる喘息モデルマウスに単量体 IgA を投与することで、BALF 中の総
細胞数に変化は見られなかったが、human sIgA を投与することにより、BALF 中総細胞数が有
意に増加した(Fig.2)。また、mouse IgA により BALF 中 Eotaxin が上昇し、sIgA により BALF
中 MMP8 が上昇した。 

 
Fig.2 OVA 感作・チャレンジによる喘息モデルマウスにおける外因性 IgA の作用 
OVA による喘息モデルマウスに、図中の IgA を点鼻投与し、BALF 中の細胞数を測定した(n=3
～9)。*p < 0.05 versus PBS。 

 
（3）培養細胞を用いた血清 IgA 機能の解明 
これまでに A549 細胞およびヒト肺線維芽細胞である NHLF において、sIgA によるサイトカイ

ン産生が誘導されることを報告してきた 1,2。 
そこで、血清中 IgA について、呼吸器構成細胞の機能に対する影響を明らかにするため、BSMCs
および HMVEC-L を血清 IgA で刺激し、培養上清のサイトカインとケモカインを MAGPIX 
System で測定した。Fig. 3 に示す通り、BSMCs、HMVEC-L のいずれも血清 IgA 10 µg/ml か
ら培養上清中の IL-6、IL-8値が有意に上昇した。HMVEC-Lにおいては、接着分子である ICAM1
および VCAM1 も有意に上昇した。 
 (a) BSMCs 

 
 

(b) HMVEC-L 
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Fig.3 血清 IgA による BSMC および HMVEC-L のサイトカイン・ケモカイン産生 
(a) BSMC、(b) HMVEC-L を図中に記載した濃度の血清 IgA で刺激し、培養上清中の液性因子

を測定した。* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 versus cells without stimulus。 
 
（4）血清 IgA による HMVEC-L の細胞接着能の解析 
HMVEC-L の細胞表面の接着分子の発現レベルをフローサイトメトリーにより測定した。血清

IgA 100 µg/ml の刺激によって、無刺激よりも ICAM1 および VCAM1 の発現が増強した。また、

血清 IgA100 µg/ml で刺激した HMVEC-L と U937 細胞を共培養したところ、U937 細胞の

HMVEC-L に対する接着が増強した(Fig.4)。 

 
Fig.4 血清 IgA による HMVEC の接着能 
培養した HMVEC-L 上に標識した U937 を培養し、接着した細胞を蛍光プレートリーダーで検

出した値を示す。* p < 0.05; *** p < 0.001 versus cells without stimulus。 
 
（5）新規 IgA レセプターの同定 
気道上皮細胞における sIgA の新規受容体を検出することを目的とし、免疫沈降と質量分析を行

った。BEAS-2B 細胞の細胞表面タンパク質をビオチン化した後に溶解し、sIgA架橋セファロー

スビーズを用いて細胞溶解液を免疫沈降した (Fig. 5a)。IgG を negative control としてストレ

プトアビジン-ALP で発光したところ、sIgA に特異的なバンドが約 35 kDa に明瞭に検出され

た。このバンドを単離し、MS 分析と PMF 分析を行った結果、ANXA2 が sIgA の新規受容体の

候補であることが判明した。 
ANXA2と sIgAとの結合を調べるために、ELISAを行った (Fig. 5b)。sIgA (Fig. 5b i) とANXA2 
(Fig. 5b ii) の両方を複数の濃度に希釈したものをそれぞれ ANXA2、sIgA と結合させ標識、発

光させたところ、濃度依存的に光学濃度 (OD)が有意に上昇し、ANXA2 が sIgA に結合するこ

とが示唆された。 
 (a)               (b) 
(i)       (ii)         (i)           (ii) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5 sIgA の免疫沈降 (a)と、sIgA と ANXA2 の ELISA (b) 
(a) 免疫沈降後の渡銀染色 (i)、ストレプトアビジン-ALP による染色 (ii)を示す。 
(b) sIgA をコーティングした ELISA (i)、ANXA2 をコーティングした ELISA の結果を示す。

** p < 0.01 versus 0。 
 

（6）気道上皮細胞に発現する IgA受容体 
気道上皮細胞における ANXA2 の発現量を明らかにするために、BEAS-2B 細胞と A549 細胞の

両方を用いて FACS 解析を行ったところ、細胞表面に低レベルの ANXA2 が発現していた。 
 
（7）sIgA 刺激によるサイトカイン産生における ANXA2 の役割 
最後に、ANXA2 を標的とする siRNA を導入した A549 細胞において、ANXA2 mRNA および

タンパクの発現が低下していることを確認し、これらの細胞を sIgA で刺激し、培養上清中の IL-
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8/CXCL8、IL-6、CCL2/MCP-1 を測定した結果、これら 3つのサイトカインの産生が ANXA2 
siRNA を導入した細胞において有意に低下していたことから、ANXA2 が sIgA によるサイトカ

イン産生誘導に関与していることが示唆された(Fig. 7)。 

 
Fig. 7 ANXA2 のノックダウンによる sIgA 刺激に対するサイトカイン産生の変化 
ANXA2 に対する siRNA を導入し、72時間後に 300µg/ml sIgA で刺激し、培養上清中のサイト

カインを測定した。 
 
(8)まとめ 
本研究により、喘息、IPF モデルマウスの気道 IgA が増加すること、外因性 IgA により気

道炎症が増悪する可能性が示唆された。また、in vitro の研究から、血清 IgA は肺線維芽細

胞および肺微小血管内皮細胞からのサイトカイン産生を増強し、肺微小血管内皮細胞に対

する炎症細胞の接着能を増強することが明らかにされた 3。最後に、気道上皮細胞における

新規 sIgA レセプターとして ANXA2 を同定し、sIgA は ANXA2 を介して気道上皮細胞か

らのサイトカイン産生を誘導することを明らかにした 4。本研究成果から、IgA の作用によ

る呼吸器疾患の新規病態が明らかにされた。 
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