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研究成果の概要（和文）：喘息は気道上皮バリアー機能の低下が関与する。真菌曝露による気道上皮細胞への影
響を検討した。気道上皮細胞株16HBE14o-にアルテルナリア抽出液を加え遺伝子・蛋白発現を検討した。RNA-Seq
において、アルテルナリア曝露によりRNA制御や転写関連遺伝子の発現上昇を認めた。細胞内小器官の細胞膜機
能関連遺伝子の低下を認めた。アルテルナリア曝露により炎症性サイトカインIL-6、IL-8の上昇を認め、角層蛋
白フィラグリンの低下を認めた。JTC-801処理を行ったが、フィラグリンの改善は認めなかった。真菌曝露によ
る気道炎症の制御と角層蛋白バリアー機能の保持が真菌感作喘息の病態改善に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Epithelial barrier dysfunction is implicated in asthma. We investigated the 
effects of fungal exposure on airway epithelial cells. Gene and protein expression were examined in 
the airway epithelial cell line 16HBE14o- after exposure to alternaria extract. RNA-Seq revealed 
upregulation of RNA regulation and transcription-related genes upon alternaria exposure. 
Downregulation of genes related to cell membrane function of intracellular organelles was observed. 
Alternaria exposure induced upregulation of the inflammatory cytokines IL-6 and IL-8, and 
downregulation of the filaggrin, a keratinocyte protein. Treatment with JTC-801 did not improve 
filaggrin expression. Control of fungal exposure-induced airway inflammation and maintenance of the 
keratinocyte protein barrier may be involved in the improvement of the pathophysiology of fungal 
sensitization asthma.

研究分野：気管支喘息
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
気管支喘息は成人の5-9%が罹患する疾患であり、コントロール不良は社会経済的な損失を招く。近年、真菌感作
が喘息悪化に深く関与することが示唆されており、その病態解明が重要課題となっている。本研究では、真菌曝
露が気道上皮細胞に及ぼす影響を網羅的に解析し、真菌感作喘息の病態解明に新たな視点を与えることを目的と
した。気道上皮細胞株16HBE14o-にアルテルナリア抽出液を曝露し、遺伝子発現解析、炎症性サイトカイン測
定、角層蛋白発現解析を行った。真菌曝露により、炎症性サイトカインの放出と角層蛋白の減少、細胞膜機能の
低下が認められた。これらの異常は、気道炎症の悪化と気管支喘息の発症に寄与する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 気管支喘息は、気道炎症を主たる病態とする疾患である。外界からのウイルス、アレルゲン（花
粉、真菌など）、大気汚染物質などを吸入することで気道炎症が起こり、気管支喘息の状態が悪
化することが知られている。気道炎症を惹起する原因の１つとして、気道上皮組織の脆弱性が想
定されており、気管支喘息患者の気道上皮バリアー機能が低下していることが報告されている。
気道上皮バリアー機能に関わる因子として、上皮角層蛋白がある。我々は、真菌（アルテルナリ
ア）曝露によるアレルギー性喘息モデルマウスの気道上皮組織を用いた RNA シーケンシング
（RNA-seq）を行い、フィラグリンやケラチン 6b など角層蛋白の遺伝子発現低下が示唆される結
果を報告した。真菌曝露によって気管支喘息が悪化することは以前から知られていたが、真菌曝
露による気道上皮への影響、特に、気道上皮角層蛋白発現や気道上皮バリアー機能に対する影響
は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 真菌曝露による気道上皮角層蛋白発現への影響を明らかにし、真菌曝露の気道上皮バリアー
機能への影響を検索することによって、真菌曝露による気管支喘息悪化の原因を探索すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 気道上皮細胞（16HBE14o-細胞株）を培地に浸した状態(submerged)にし、真菌曝露としてアル
テルナリア抽出液（100μg/ml）を加えて刺激実験を行った。アルテルナリア曝露による気道上
皮細胞の遺伝子変化を検討するため、網羅的遺伝子発現解析の手法の一つである、RNA-Seq を行
った。気道上皮細胞 16HBE14o-にアルテルナリア抽出液(100μg/ml)を over night で曝露を行
い、細胞回収・RNA 抽出を行った。RNA-Seq は NovaSeq 6000 (Illumina)を用い、ペアエンドリ
ード（リード長 100bp）にて RNA-Seq を行った。既知遺伝子および既知転写産物発現量を推定し、
推定発現量を TPM で正規化した。解析方法として、ヒートマップ、ボルカノプロット、Gene 
Ontology（GO）解析、Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）を行った。 
気道上皮細胞への真菌曝露による気道炎症の影響を検討するため、リアルタイム PCR および
ELISA を用いて、炎症性サイトカインと上皮角層蛋白の発現の検討を行った。IL-6 および IL-8、
ケラチン 6B(KRT6B)、フィラグリンの遺伝子発現と蛋白発現の検討を行った。上皮角層蛋白補充
療法の可能性を検討するために、フィラグリンを誘導することが知られている JTC-801(10nM)で
処理を行い、炎症性サイトカインと上皮角層蛋白の発現への効果を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 アルテルナリア真菌曝露による気道上皮細胞への網羅的遺伝子発現変化として RNA-Seq を行
った。コントロール群とアルテルナリア曝露群で比較を行ったところ、統計学的に有意な遺伝子
発現変動遺伝子数は、6,364 遺伝子（増加 1,615 遺伝子、減少 4,749 遺伝子、図 1および図
２）であった。 

発現変動遺伝子の発現量データを用いて GO 解析を行った。アルテルナリア曝露によって発現
が増加した遺伝子において、濃縮が見られた GO タームとして、リボ核タンパク質複合体生合成、
リボソーム生合成、ノンコーディング RNA（ncRNA）・リボソーム RNA（rRNA）処理など、RNA 制
御や転写関連の GO タームが多く認められた（図３および図４）。アルテルナリア曝露によって発
現が低下した遺伝子において、濃縮が見られた GO タームとしては、カルボン酸・有機酸異化経
路、小分子異化経路、リソソーム膜、脂肪酸代謝経路などがあり、細胞内小器官の細胞膜機能の



低下が示唆される結果であった（図５および図６）。 

 
リアルタイム PCR を用いて、上皮角層蛋白と炎症性サイトカインの遺伝子発現の検討を行っ
た。アルテルナリア曝露によって、代表的な炎症性サイトカインである IL-6 および IL-8 の遺伝
子発現上昇が認められた（図７）。角層蛋白遺伝子の発現について、ケラチン 6B(KRT6B)および
フィラグリンの遺伝子発現の上昇が認められた。蛋白発現について ELISA を用いて検討した。炎
症性サイトカインである IL-6 および IL-8 について、細胞培養上清において測定を行い、アルテ
ルナリア曝露によって発現上昇を認めた（図８）。フィラグリンおよびケラチン 6B について、細
胞溶解液において測定を行い、アルテルナリア曝露によってフィラグリンの発現低下をみとめ
た。ケラチン 6B については変化を認めなかった。フィラグリンを誘導することが知られている
JTC-801(10nM)で処理を行い、炎症性サイトカインの発現への効果を検討した。JTC-801 単独処
理でフィラグリンの増加を確認できたが、アルテルナリア曝露と JTC-801(10nM)を同時に処理し
たものでは、IL-6 および IL-8 の減少効果は認めなかった（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 



 
以上の結果から、気道上皮細胞において、アルテルナリア曝露により、リボソーム蛋白関連の
遺伝子発現の上昇が認められた。また、細胞内小器官の細胞膜機能関連の遺伝子の低下が認めら
れた。その下流因子の候補として、IL-6 や IL-8 の炎症性サイトカインの遺伝子および蛋白発現
の上昇が認められ、またフィラグリンでみた上皮角層蛋白の低下が認められた。真菌曝露による
気道上皮障害の治療候補として JTC-801 の効果を検証した。アルテルナリア曝露後の JTC-801 に
よるフィラグリン機能の回復については今後の検討課題として残った。真菌曝露による気道炎
症の制御と角層蛋白バリアー機能の保持が真菌感作喘息に関与する可能性が示唆された結果で
あった。 
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