
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

重症喘息におけるIL-23産生樹状細胞誘導機構の解明

Elucidation of mechanisms underlying IL-23 production from dendritic cells in 
refractory asthma

２０４５６０１５研究者番号：

玉地　智宏（Tamachi, Tomohiro）

千葉大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２５４６１４９２

平成 年 月 日現在２８   ５ １５

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究では気管支喘息の難治化機構の解明を目的に、樹状細胞によるIL-23産生を誘導する
因子の同定、及びアレルギー性気道炎症における真菌成分αマンナンの受容体Dectin-2とNF-κB関連蛋白であるIκBNS
の役割の解明を行った。その結果、①Dectin-2を発現するCD11b陽性樹状細胞はIL-23を発現しており、アレルギー性気
道炎症を誘導すること、②血球系細胞に発現するIκBNSはアレルギー性気道炎症を抑制することを明らかにした。現在
、樹状細胞にIL-23産生を誘導する気道上皮細胞由来分子の同定を目指し、研究を継続している。

研究成果の概要（英文）：　To elucidate the underlying mechanisms of refractory asthma, our objective was 
to identify the factor that induces IL-23 production from dendritic cells. We also aimed to clarify the 
roles of Dectin-2, a C-type lectin receptor for fungal α-mannan, expressed on dendritic cells and the 
roles of IκBNS expressed in hematopoietic cells in HDM-induced allergic airway inflammation.
　We found Dectin-2 expressed on CD11b+ DCs induced IL-23 expression and promoted HDM-induced airway 
inflammation. We also found CD11b+ DCs isolated from Dectin-2-deficent mice expressed lower levels of 
proinflammatory cytokines and co-stimulatory molecules which could lead to Th2 and Th17 cell 
differentiation than those from wild-type mice. In addition, we found HDM-induced airway inflammation was 
exacerbated in mice lacking IκBNS in hematopoietic cells. We are currently searching for epithelial 
cell-derived factors that induce IL-23 production from dendritic cells in asthma by a novel co-culture 
approach.

研究分野：アレルギー学

キーワード： 難治性喘息　IL-23　樹状細胞
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１．研究開始当初の背景 
	
 
	
 気管支喘息患者の 5-10%は、ステロイド吸
入薬を基本とした通常の治療に抵抗性を示
し、難治性の病態をとることで多くの医療資
源を必要としており問題となっている。本研
究者らは、①気道上皮細胞から産生される
IL-25 が好酸球性気道炎症の増悪に関わるこ
と(Tamachi	
 et	
 al.	
 J	
 Allergy	
 Clin	
 Immunol	
 
2006)、②アレルギー性気道炎症の局所で樹
状細胞が IL-23 を産生し、Th17 細胞依存的な
好中球性炎症を誘導するとともに、Th2 細胞
依存的な好酸球性炎症を増強すること	
 
(Wakashin	
 et	
 al.	
 Am	
 J	
 Respir	
 Crit	
 Care	
 Med	
 
2008)	
 を報告してきた。	
 
	
 このようにアレルギー性気道炎症におい
ては、気道上皮細胞と樹状細胞の相互作用が、
Th 細胞の分化に影響を与えることが明らか
にされてきたが、樹状細胞に IL-23 産生を誘
導する分子機構は不明であった。	
 
	
 
	
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究では、樹状細胞に IL-23産生を誘導
する分子の同定と重症喘息における同分子
の役割を解明することにより、重症喘息に対
する新たな治療戦略の基盤を構築すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
	
 
研究計画 1.	
 樹状細胞に IL-23 産生を誘導す
る因子の同定	
 	
 
a)	
 マ ウ ス に チ リ ダ ニ (house	
 dust	
 
mite(HDM))を反復気道投与する重症喘息モ
デル(HDM 喘息モデル)と非喘息コントロール
の気道上皮細胞を単離し、それぞれ骨髄由来
樹状細胞(BMDC)と共培養し、BMDC における
IL-23p19 の発現を定量的 RT-PCR 法により解
析し、重症喘息モデルの気道上皮細胞が
IL-23p19 産生を誘導するか否かを検討する。	
 
b)	
 HDM喘息モデルと非喘息コントロールのマ
ウスから単離した気道上皮細胞より RNA を抽
出し、RNAseq 解析を行い、重症喘息モデルの
気道上皮細胞に特異的に発現する分子を抽
出する。	
 
c)	
 候補分子を上皮細胞株に発現させ、BMDC
と共培養する。IL-23p19 産生をハイスループ
ットな定量 RT-PCR 法で評価し、IL-23p19 産
生誘導能を有する分子を同定する。	
 	
 
	
 
研究計画 2.	
 重症喘息モデルの樹状細胞にお
ける Dectin-2 の役割の解明	
 
a) 	
 HDM 喘息モデルを誘導したマウスの肺か
ら上皮細胞及び血球系細胞を単離し、各細胞
分画の Dectin-2 の発現を検討する。	
 
b)	
 Dectin-2 欠損(Clec4n-/-)マウスおよびコ	
 
ントロールの野生型(WT)マウスに HDM 喘息モ

デルを誘導し、アレルギー性気道炎症におけ
る Dectin-2 の役割を明らかにする。	
 
c) Clec4n-/-マウスおよび WT マウス由来の
BMDC における IL-23 産生能を比較検討する。	
 
d)	
 Clec4n-/-マウスおよび WT マウスから BMDC
を調整し、HDM 刺激をした後に経気道的に
Clec4n-/-マウスに移入し、HDM 喘息モデルの
解析を行うことで、樹状細胞に発現する
Dectin-2 の役割を明らかにする。	
 
	
 
研究計画 3.重症喘息モデルの樹状細胞にお
ける IκBNS の役割の解明	
 
a)	
 IκBNS 欠損(Nfkbid-/-)マウスおよび WT マ
ウスに HDM 喘息モデルを誘導し、アレルギー
性気道炎症におけるIκBNSの役割を明らかに
する。	
 
b)	
 WT マウスに Nfkbid-/-マウスの骨髄細胞を
移植する骨髄キメラマウスを作成し、そのマ
ウスに HDM 喘息モデルを誘導することで、ア
レルギー性気道炎症における血球系細胞に
発現する IκBNS の役割を明らかにする。	
 
c)	
 Nfkbid-/-マウスおよび WT マウス由来の
BMDC	
 を HDM 刺激した後に経気道的に
Nfkbid-/-マウスに移入し、HDM 喘息モデルの
解析を行うことで、樹状細胞に発現する
IκBNS の役割を明らかにする。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
研究１. 樹状細胞に IL-23産生を誘導する因
子の同定	
 
	
 
a)HDM 喘息モデルの気道上皮細胞を単離し
BMDC と共培養を行ったが、BMDC における
IL-23p19 の発現を確認するに至らなかった。
原因として、今回の培養法では気道上皮細胞
の viability が十分に保てていない可能性を
考え、現在培養方法の改良を行っている。	
 
b)	
 HDM喘息モデルと非喘息コントロールの気
道上皮細胞から RNA を抽出し、RNAseq 解析を
行い、HDM 喘息モデルの気道上皮細胞に特異
的に発現する候補遺伝子の抽出を行った。現
在、候補遺伝子を上皮細胞株に発現させ、
BMDC と共培養することで、BMDC に IL-23p19
産生を誘導する分子の同定を進めている。	
 
	
 
研究２.	
 重症喘息モデルの樹状細胞におけ
る Dectin-2 の役割の解明	
 
	
 
	
 真菌感染は喘息の重症化への関与が知ら
れており、また、真菌のαマンナンの受容体
である Dectin-2 は Th17 細胞分化を誘導する
ことが報告されている。	
 
a)	
 肺の樹状細胞において Dectin-2 が発現し
ているか否かを明らかとするため、HDM 喘息
モデルを行ったマウスの肺から各細胞分画
を単離し、Dectin-2 の発現を qPCR 法にて解
析した。	
 



	
 
	
 

	
 

	
 
	
 
	
 
その結果 CD11b 陽性樹状細胞および肺胞マク
ロファージに Dectin-2 の発現を強く認めた。
Dectin-2 シグナルを伝達する Fcrγ鎖も同細
胞に発現していることを確認した(図１)。	
 
	
 
b) 	
 ア レ ルギー性気道炎症における
Dectin-2 の役割を明らかにするため、
Dectin-2 欠損(Clec4n-/-)マウスおよびコン
トロールの WT マウスに HDM 喘息モデルを誘
導し、気道炎症を評価した。	
 

	
 
	
 	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
その結果、Clec4n-/-マウスでは WT マウスに比
して、BALF 中への好酸球、リンパ球および
CD4 陽性 T 細胞の浸潤(図 2A)、肺組織におけ
る炎症細胞浸潤および杯細胞分化(図 2B)が
減弱していた。またそれに伴い気道過敏性も
減弱しており(data	
 not	
 shown)、Clec4n-/-マ
ウスではアレルギー性気道炎症が減弱する
ことが明らかになった。	
 
	
 次にサイトカインプロファイルを明らか
にするため、縦隔リンパ節から調整した細胞
を HDM で再刺激した際のサイトカイン産生を
比較した。その結果、Clec4n-/-マウスでは WT
マウスに比して上清中の IL-5,	
 IL-13,	
 
IL-17A レベルが低下し(図 3A)、細胞内サイ
トカイン染色でも Clec4n-/-マウスでは IL-13
および IL-17A 陽性細胞は減少していた(図
3B,3C)。以上の結果より、Dectin-2 は Th2 細
胞および Th17 細胞の誘導とアレルギー性気
道炎症の惹起に重要な役割をもつことが明
らかとなった。	
 

	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
c)	
 HDM 刺激が Dectin-2 依存的に樹状細胞を	
 
活性化し、IL-23 を含めたサイトカイン産生
に影響を与えるか否かを明らかにするため、
Clec4n-/-マウスおよび WTマウスの BMDCを in	
 
vitro で刺激する実験系(図 4A)、および HDM
喘息モデル(図 4B)を用いて解析した。	
 

	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
その結果、Clec4n-/-	
 BMDC では WT	
 BMDC に比し
て IL-1β,	
 IL-6,	
 IL-23 の産生が低下してい
た(図 4A)。また HDM 喘息モデルにおいても
Clec4n-/-マウスではWTマウスに比してCD11b
陽性樹状細胞における IL-6,	
 IL-23	
 p19 の発
現が低下していた(図 4B)。Clec4n-/-マウスで
は CD11b 陽性樹状細胞における OX40,	
 CD40,	
 
CD80,	
 CD86 の発現も低下していた(data	
 not	
 
shown)。以上より、Dectin-2 は HDM による
DC の活性化と、IL-23 のみならず IL-1βと
IL-6 の産生にも関与していることが明らか
となった。	
 
	
 
d) 樹状細胞に発現する Dectin-2 のアレルギ	
 
ー性気道炎症における生体内での役割を明
らかにするため、Clec4n-/-マウスおよび WT
マウス由来の BMDC を HDM 刺激した後に経気
道的に Clec4n-/-マウスに移入し、その後 HDM
喘息モデルを誘導し、気道炎症を評価した。	
 
その結果、Clec4n-/-	
 BMDC を移入した群は	
 
WT	
 BMDC を移入した群に比して、好酸球性の
炎症(図 5A,	
 B)、気道における IL-5,	
 IL-13,	
 
および IL-17A の産生(図 5C,	
 D)が低下した。
以上より、樹状細胞に発現する Dectin-2 が
HDM 喘息モデルにおけるアレルギー性炎症の
惹起に重要な役割を果たしていることが示
唆された(文献 1)。	
 



	
 

	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
研究 3.	
 重症喘息モデルにおける樹状細胞に
発現する IκBNS の役割の解明	
 
	
 
	
 HDMはNF-κBの活性化を介して炎症病態を
惹起する。NF-κB シグナルの制御には
atypical	
 IκB ファミリー蛋白の一つである
IκBNS が重要な役割を果たすことが知られて
いるが、そのアレルギー性気道炎症における
役割は不明である。	
 
a) アレルギー性気道炎症における IκBNS の	
 
役割を明らかにするため、IκBNS 欠損(Nfkbid	
 
-/-)マウスを用いて、HDM 喘息モデルの解析を
行った(図 6A-C)。	
 

	
 

	
 

	
 
	
 
	
 

	
 
その結果、Nfkbid-/-マウスでは WT マウスに比

して、BALF 中への好酸球、リンパ球および
CD4 陽性 T 細胞の浸潤(図 6A)、肺組織におけ
る炎症細胞浸潤および杯細胞分化(図 6B)が
増強していた。またサイトカインプロファイ
ルを明らかにするために、HDM 喘息を誘導し
たマウスから調整した血球系細胞を HDM で再
刺激した際のサイトカイン産生を比較した。
その結果、Nfkbid-/-マウスでは WT マウスに比
して上清中の IL-5,	
 IL-13,	
 IL-17A レベルの
上昇を認めた(図 6C)。	
 
	
 
b)血球系細胞に発現するIκBNSのアレルギー
性気道炎症における役割を明らかにするた
め、WT マウスに Nfkbid-/-マウスの骨髄細胞を
移植する骨髄キメラマウス(K→W)を作成し、
HDM 喘息モデルの解析を行った(図 7)	
 

	
 

	
 
その結果、血球系細胞で IκBNS を欠損するマ
ウス(K→W)では、コントロールの野生型マウ
スの骨髄細胞を移植したマウス(W→W)に比
して、BALF 中への好酸球、リンパ球および
CD4 陽性 T 細胞の浸潤が増強する傾向を認め
た(図 7)。	
 
	
 以上の結果より、血球系細胞に発現する
IκBNS はアレルギー性気道炎症を抑制してい
ることが明らかになった。	
 	
 
	
 現在、血球系細胞の中でも樹状細胞に発現
するIκBNSのアレルギー性気道炎症における
役割を明らかにするために、Nfkbid	
 -/-マウス
およびWTマウス由来のBMDC	
 を HDM刺激した
後に経気道的に Nfkbid-/-マウスに移入し、そ
の後 HDM 喘息モデルを誘導する実験系を用い
て解析を進めている。	
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