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第1章 気道平滑筋における IL-17F の機能解析 

 

 

略語 

本論文においては以下の略語を使用した。 

 

 

BET  bromodomains and extra-terminal domain 

Brd4 bromodomain-containing protein4 

CDK9  cyclin dependent kinase9 

DSIF  5,6-dicholoro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazole sensitivity-inducing factor 

ERK  extracellular signal-regulated kinase 

ILC innate lymphoid cell 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

NELF  negative elongation factor 

NFκB  nuclear factor-kappa B 

P-TEFb positive transcription elongation factor b 

TAK1  transforming growth factor β-activated kinase1 

PolⅡ RNA polymerase Ⅱ 
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序章 

 

気管支喘息は、気道狭窄と気道過敏性の亢進、リモデリングによって特徴づけ

られる慢性炎症性疾患である。一般的に気管支喘息は、好酸球性の気道炎症を主

体とする type2 型とそれ以外の non-type2 型に分類される[1]。Type2 型の気道炎

症には、ILC2 や好酸球、肥満細胞や Th2 細胞などが関与する。Type2 型の気管

支喘息は、通常吸入ステロイドをはじめとした既存の治療薬への反応が良好で

あり、IL-4、 IL-5、 IL-13、IgE などを対象とした生物学的製剤の使用も可能な

ため、重症例においても複数の治療選択肢が残されている。一方、Non-type2 型

の気管支喘息は主に好中球主体の気道炎症を特徴とし、ILC3 や Th1 細胞、Th17

細胞などが関与する。また気道の好中球浸潤と喘息の重症度は相関することが

報告されている[2, 3]。さらに吸入ステロイドが奏功しない重症喘息に好中球性

炎症の関与が示唆されている[4, 5]。重症喘息患者は全喘息患者の約 10％を占め

ることから今後の喘息の治療・管理における最重要課題の一つとなっているが、

好中球性炎症の病態は完全には明らかにされていない。これらのことから non-

type2 型気管支喘息に対する有効な治療法は確立されておらず、新たな薬物療法

の開発が期待されている。 

2001 年に川口がクローニングした IL-17F は IL-17 ファミリーに属するサイト

カインであり、IL-6 や IL-8、GROαなどの産生を強力に誘導することで、好中

球性炎症の発現に関与している[6-8]。IL-17F をマウスの気道に過剰発現させる

と、気道の好中球性炎症が誘導される[9]。また、IL-17F は喘息や COPD 患者の

気道で増加し、重症度とも相関することが知られている[10-12]。IL-17F の遺伝

子多型の一つでアミノ酸変異を伴う一塩基多型 (7188T/C) は有意に喘息患者に

多く、かつ気管支喘息患者の肺機能の低下とも関連している[13]。これらの知見

から IL-17F は喘息の発症や病態に関与する重要な因子の一つであると考えられ

る。 

 気道平滑筋は直接的に気道閉塞をきたすため、気管支喘息における気管平

滑筋の役割は、これまで主に機械的な収縮能に着目されてきた。しかし、近年の

研究から気道平滑筋細胞自身が IL-6 を含む炎症性サイトカインを産生する、す
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なわちエフェクター細胞として気道炎症の病態に積極的に関与する事が報告さ

れてきた[14, 15]。気道平滑筋細胞は IL-17F の受容体である IL-17RA と IL-17RC

を発現していることから、IL-17F によるサイトカイン分泌においても何らかの

機能を有していることが推察されるが、その詳細は不明である[16]。IL-17F の気

道平滑筋細胞における役割を明らかにすることは、喘息、特に重症喘息の病態を

解明し新たな創薬治療のターゲットになる可能性があると考えられる。 
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1-1 IL-17F による気道平滑筋細胞からの IL-6 の誘導 

 

 

1．背景  

前述のように IL-6 は喘息の病因に関与する重要な因子である[17]。喘息患者の

血清や気管支肺胞洗浄液では IL-6 の発現が亢進しており、喘息の重症度とも相

関することが知られている[18, 19]。また IL-6 は気管支喘息の特徴の一つである

粘液産生の亢進とも関連している[20]。従って気道平滑筋細胞における IL-6 発

現のメカニズムを明らかにすることは重要である。 

 

 

2．方法 

細胞培養 

正常ヒト気道平滑筋細胞（Walkersville）を使用し、添付文書に従い専用の培地

で培養した。実験には第 4 世代までの細胞を利用した。 

 

IL-6 の mRNA 発現解析 

10-100 ng/ml の IL-17F（R＆D Systems）でサブコンフルエントになったヒト気

道平滑筋細胞を刺激し、4、12、24、48 時間後に回収した。RNA 抽出には RNeasy 

Mini Kit（Qiagen）を用いた。1 μg の total RNA から ReverTra Ace qPCR RT Kit

（TOYOBO）を用いて cDNA を作製し、real-time PCR を施行した。 

プライマー配列は以下の通り。 

IL-6 forward；5’-AAAGAGGCACTGGCAGAAAA-3’ 

IL-6 reverse；5’-CACCAGGCAAGTCTCCTCAT -3’ 

G3PDH forward；5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC -3’ 

G3PDH reverse；5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’ 

遺伝子発現は G3PDH 遺伝子をコントロールとして ΔΔCt 法で算出した。結果は

mean±SEM (n=6) で表記した。 
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IL6 のタンパク発現解析 

10-100 ng/ml の IL-17F でサブコンフルエントになったヒト気道平滑筋細胞を

刺激し、4、12、24、48 時間後に回収した。同様に 100 ng/ml の IL-17A（R＆D 

Systems）でヒト気道平滑筋細胞を刺激し、24 時間後に回収した。培養上清中の

IL-6 濃度は IL-6 Elisa kit（R＆D Systems）で測定した。結果は mean±SEM（n=6） 

で表記した。 

 

ウエスタンブロッティングによる TAK1 と NFκB の検出 

ヒト気道平滑筋細胞を TAK1 または p65 の siRNAs で 1 時間前処理し、その後

100 ng/ml の IL-17F で刺激した。総細胞抽出液を調製し、7.5-15%の Tris-glycine 

ゲル（DRC）で電気泳動した後、polyvinylidene difluoride メンブレン（Bio-Rad）

へ転写した。使用した抗体は以下の通り。anti-TAK1 Ab, anti-phospho-TAK1 Ab, 

anti-phospho-p65 Ab (Cell Signaling  Technology) 、anti-p65 (RelA) Ab (Santa Cruz 

Biotechnology)。 

 

TAK1 阻害による IL-6 発現の抑制効果 

ヒト気道平滑筋細胞を TAK1 阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol (Sigma-Aldrich) または

control vehicle (0.1%の DMSO) で 3 時間前処理し、その後 100 ng/ml の IL-17F で

刺激した。24 時間後に培養上清を回収し、IL-6 のタンパク発現量を解析した。

同様に、ヒト気道平滑筋細胞に TAK1 siRNAs (Santa Cruz Biotechnology) もしく

は control siRNAs (Ambion) を移入した。トランスフェクションには HiPerFect 

Transfection Reagent (Qiagen) を用いた。100 ng/ml の IL-17F で刺激し、24 時間後

に培養上清中の IL-6 のタンパク発現量を解析した。結果は mean±SEM (n=6) で

表記した。 

 

NFκB 阻害による IL-6 発現の抑制効果 

ヒト気道平滑筋細胞を NFκB 阻害剤 BAY 11-7082 (Calbiochem) または control 

vehicle (0.1%の DMSO) で 1 時間前処理し、その後 100 ng/ml の IL-17F で刺激し

た。24 時間後に培養上清を回収し、IL-6 のタンパク発現量を解析した。同様に、
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前述の方法でヒト気道平滑筋細胞に p65 siRNAs (Santa Cruz Biotechnology) を移

入した。100 ng/ml の IL-17F で刺激し、24 時間後に培養上清中の IL-6 のタンパ

ク発現量を解析した。結果は mean±SEM (n=6) で表記した。 

 

統計解析 

統計解析は分散分析 (ANOVA) で判定し、結果を mean±SEM で表記した。P

値が 0.05 未満を有意差ありと判断した。 

 

 

3．結果 

IL-17F による IL-6 の遺伝子とタンパク発現 

ヒト気道平滑筋細胞を 10-100 ng/ml の IL-17F で刺激すると IL-6 の遺伝子発現

が誘導された (Fig. 1A)。IL-17F は刺激後 24 時間をピークに、濃度依存的に IL-

6 のタンパク発現を誘導した (Fig. 1B)。IL-17A も IL-17F と同様に、IL-6 のタン

パク発現を誘導した（Fig. 1C）。 

 

IL-17F による TAK1 の活性化 

IL-17F による刺激後 10-20 分をピークに TAK1 のリン酸化が確認された。反

応は 120 分で消失した (Fig. 2)。 

 

TAK1 阻害による IL-6 発現の抑制効果 

TAK1 阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol は IL-17F による IL-6 のタンパク発現を濃度依

存的に抑制した (Fig. 3A)。次に TAK1 の機能をより詳細に確認するために

siRNAs を用いた阻害実験を行った。TAK1 siRNAs によりヒト気道平滑筋細胞に

おける TAK1 の発現は抑制された（Fig. 3B)。また IL-17F による IL-6 の発現も

減少した (Fig. 3C)。 
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IL-17F による NFκB (p65) の活性化 

IL-17F による刺激後 10-60 分で NFκB のサブユニットである p65 のリン酸化

が確認された。反応は 120 分で消失した (Fig. 4A)。次に TAK1 と NFκB の関係

を検証するため、ヒト気道平滑筋細胞を TAK1 siRNAs で前処理した後に NFκB

のリン酸化を確認した。TAK1 siRNAs は IL-17F による p65 のリン酸化を抑制し

た（Fig. 4B)。 

 

NFκB 阻害による IL-6 発現の抑制効果 

NFκB 阻害剤 BAY 11-7082 は IL-17F による IL-6 のタンパク発現を濃度依存的

に抑制した (Fig. 5A)。次に、NFκB の関与をより詳細に確認するために siRNAs

を用いた阻害実験を行った。NFκB siRNAs によりヒト気道平滑筋細胞における

NFκB の発現は抑制され（Fig. 5B）、IL-17F による IL-6 の発現も減少した（Fig. 

5C）。 

 

 

4．考察 

本研究により IL-17F が TAK1-NFκB 経路を介して、気道平滑筋細胞から IL-6

の発現を誘導することが明らかとなった。また TAK1 阻害剤が IL-17F による NF

κB のリン酸化を抑制したことから、TAK1 は NFκB の上流に位置することが

確認された。 

IL-17F の産生細胞は気道上皮細胞や好塩基球、肥満細胞、CD8+T 細胞などが

知られているが、主な産生細胞は Th17 細胞である[6, 21-23]。今回我々は、IL-

17F が気道平滑筋細胞から IL-6 の発現を誘導することを明らかにした。IL-6 は

直接好中球性炎症を悪化させるだけでなく、RORγt を誘導することで Th17 細

胞の分化においても重要な因子である[24]。気道炎症における IL-6 の産生細胞

は明らかにされていないが、今回の結果から IL-17F に反応して気道平滑筋細胞

から誘導される IL-6 が関与していることが証明された。これらの結果から、Th17

細胞と気道平滑筋細胞のクロストーク、つまり、IL-17F により誘導された IL-6

がTh17細胞への分化を促進することでポジティブフィードバックループを形成
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し、さらなる Th17 細胞の反応を増加させる可能性が推察された。この IL-17F/IL-

6 経路の重要性を確認するために、in vivo での新たな検証が望まれる。 

TAK1 は MAP3K ファミリーに属し、自然免疫や獲得免疫を制御することで気

道炎症の病態に関与する事が知られている。気道上皮細胞では、RS ウイルスや

緑膿菌感染、ディーゼル排気ガスなどにより TAK１の活性化が誘導される[25, 

26]。興味深いことに TAK1 は喘息のステロイド反応性にも関与している[27]。病

原性細菌の存在下でTAK1を阻害するとMAPKホスファターゼの制御を介して、

ステロイド反応性が改善することが報告されている。これまで気道平滑筋細胞

における TAK1 の役割は明らかでなかったが本研究により、IL-17F が TAK1 を

リン酸化することが確認された。これは、TAK1 が IL-17F を介した気道炎症の

制御に関する潜在的な治療標的である可能性を示唆している。一方、TAK1 や NF

κB の機能を阻害しても、IL-17F による IL-6 の発現が完全には阻害されなかっ

た。この結果は、未知のシグナル伝達経路の可能性を示唆している。IL-17F によ

る IL-6 の発現メカニズムの解明にはさらなる研究が必要である。 

 

 

5．結論 

本研究により、IL-17F が気道平滑筋細胞から IL-6 の発現を誘導することが明

らかになった。またその発現には、TAK1-NFκB 経路が関与していた。IL-17F/IL-

6 経路が気管支喘息において、重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
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1-2 IL-17F による気道平滑筋細胞からの IL-8 の誘導 

 

 

1．背景 

次に IL-17F と IL-8 の関係について検証した。前述のように IL-8 は好中球の

強い誘導、活性化能を有す。喘息患者や COPD 患者では気道分泌物中の IL-8 濃

度が上昇していることが知られており、気道平滑筋細胞から分泌される IL-8 が、

気道の好中球性炎症に関与している可能性が示唆される[28-33]。しかし、気道平

滑筋細胞における IL-17F と IL-8 の関係については明らかでない。 

IL-17F のシグナル伝達経路は、ERK1/2 が上流の主要なシグナル伝達経路であ

ることが知られている。一方で下流のシグナル伝達経路は明らかでない[7, 34]。

近年、RNAポリメラーゼⅡ (PolⅡ) による転写の一時停止が、遺伝子発現調節に

おける重要なチェックポイントである事が認識されている[35]。PolⅡによる転

写開始後、20～60 塩基下流で promoter-proximal pausing と呼ばれる転写の一時停

止が起こる。これには、NELF や DSIF といった負の調節因子のほか、複数の正

の調節因子が関与している[36]。P-TEFb は、NELF と DISF により停止した転写

伸長を再開させる、重要な役割を担っている。 

P-TEFb は cyclinT1 と CDK9 により構成されるヘテロダイマーであり、Brd4 に

より制御されている[37]。また、P-TEFb の活性化は CDK9 により調製されてい

る[38]。しかし、IL-17F と P-TEFb の関与やステロイドの影響については、明ら

かでない。 
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2．方法 

細胞培養 

正常ヒト気道平滑筋細胞 (Walkersville) を使用し、添付文書に従い専用の培地

で培養した。実験には第 4 世代までの細胞を利用した。 

 

IL-8 の mRNA 発現解析 

10 ng/ml または 100 ng/ml の IL-17F でサブコンフルエントになったヒト気道

平滑筋細胞を刺激し、前述の方法で real-time PCR を施行した。プライマー配列

は以下の通り。 

IL-8 forward；5’-TCTGCAGCTCTGTGTGAAGG -3’ 

IL-8 reverse；5’-AAATTTGGGGTGGAAAGGTT -3’ 

G3PDH forward；5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC -3’ 

G3PDH reverse；5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’ 

結果は mean±SEM (n=6) で表記した。 

 

IL-8 のタンパク発現解析 

10-100 ng/ml の IL-17F でヒト気道平滑筋細胞を刺激し、4、12、24、48 時間後

に回収した。培養上清中の IL-8 濃度は IL-8 Elisa kit (R＆D Systems) で測定した。

結果は mean±SEM (n=6) で表記した。 

 

ブデソニドによる IL-8 発現の抑制効果 

ヒト気道平滑筋細胞をステロイドの１つであるブデソニド (Calbiochem) ま

たは control vehicle (0.1%の DMSO) で 1 時間前処理し、その後 100 ng/ml の IL-

17F で刺激した。24 時間後に培養上清を回収し、IL-8 のタンパク発現量を解析

した。結果は mean±SEM (n=6) で表記した。 

 

ウエスタンブロッティングによる CDK9 と NFκB の検出 

ヒト気道平滑筋細胞を 100 ng/ml の IL-17F で刺激した後、前述の方法でウエ

スタンブロッティングを行った。使用した抗体は以下の通り。 
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anti-CDK9 Ab, anti-phospho-CDK9 Ab, anti-phospho-p65 Ab (Cell Signaling 

Technology)。Anti-p65 Ab, anti-β-actin Ab (Santa Cruz Biotechnology)。 

 

CDK9、cyclinT1 阻害による IL-8 発現の抑制効果 

ヒト気道平滑筋細胞を CDK9 阻害剤 CDK9 inhibitorⅡ (Calbiochem) または

control vehicle (0.1%の DMSO) で 1 時間前処理し、その後 100 ng/ml の IL-17F で

刺激した。24 時間後に培養上清を回収し、IL-8 のタンパク発現量を解析した。

同様に、前述の方法でヒト気道平滑筋細胞に CDK9 siRNAs、cyclinT1 siRNAs 

(Santa Cruz Biotechnology)もしくは control siRNAs を移入し、100 ng/ml の IL-17F

で刺激した。24 時間後に培養上清を回収し、IL-6 のタンパク発現量を解析した。

結果は mean±SEM (n=6) で表記した。 

 

Brd4 による CDK9 の活性化、IL-8 発現の抑制効果 

前述の方法で Brd4 の siRNAs (Santa Cruz Biotechnology) もしくは control 

siRNAs を移入した後、100 ng/ml の IL-17F で 24 時間刺激した。Brd4 が CDK9 の

発現と IL-8 のタンパク発現に与える影響を検証した。 

 

NFκB 阻害による IL-8 発現の抑制効果 

ヒト気道平滑筋細胞を NFκB 阻害剤 BAY 11-7082 (Calbiochem) または control 

vehicle (0.1%の DMSO) で 1 時間前処理し、その後 100 ng/ml の IL-17F で刺激し

た。24 時間後に培養上清を回収し、IL-8 のタンパク発現量を解析した。同様に、

前述の方法でヒト気道平滑筋細胞に p65 siRNAs (Santa Cruz Biotechnology) を移

入し、100 ng/ml の IL-17F で刺激後 24 時間後に培養上清を回収し、IL-6 のタン

パク発現量を解析した。結果は mean±SEM (n=6) で表記した。 

 

統計解析 

統計解析は分散分析 (ANOVA) で判定し、結果を mean±SEM で表記した。P

値が 0.05 未満を有意差ありと判断した。 
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3．結果 

IL-17F による IL-8 の遺伝子とタンパク発現 

ヒト気道平滑筋細胞を 100 ng/ml の IL-17F で刺激すると IL-8 の遺伝子発現が

誘導された (Fig. 6a)。IL-17F は刺激後 24 時間をピークに、濃度依存的に IL-8 の

タンパク発現を誘導した (Fig. 6b)。ブデソニドでヒト気道平滑筋を前処理する

と IL-17F による IL-8 の発現は抑制された (Fig. 7)。 

 

IL-17F による CDK9 の活性化 

IL-17F による刺激後 10-30 分で CDK9 のリン酸化が確認された。反応は 60 分

で消失した (Fig. 8a)。 

 

CDK9 と cyclinT1 阻害による IL-8 発現の抑制効果 

CDK9 阻害剤 CDK9 inhibitorⅡは IL-17F による IL-8 のタンパク発現を抑制し

た(Fig. 8b)。次に P-TEFb の機能をより詳細に確認するために siRNAs を用いた阻

害実験を行った。CDK9 siRNAs および cyclinT1 siRNAs により IL-17F による IL-

8 の発現は抑制された(Fig. 8c)。 

 

Brd4 による CDK9 の活性化、IL-8 発現の抑制効果 

次に Brd4 が IL-17F による CDK9 の活性化に与える影響について検証した。

Brd4 siRNAs は IL-17F による CDK9 のリン酸化を抑制した(Fig. 8d)。また、Brd4 

siRNAs は IL-17F による IL-8 の発現を抑制した (Fig. 8c)。 

 

NFκB 阻害による IL-8 発現の抑制効果 

次に NFκB が IL-17F による IL-8 発現に与える影響について検証した。NFκB

阻害剤 BAY 11-7082 は IL-17F による IL-8 のタンパク発現に影響を与えなかっ

た (Fig. 9a)。同様に p65 siRNAs も IL-17F による IL-8 のタンパク発現を抑制し

なかった (Fig. 9b)。 
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ブデソニドによる CDK9 と NFκB の抑制効果 

ヒト気道平滑筋細胞をブデソニドで前処理すると IL-17F による CDK9 のリン

酸化が抑制された (Fig. 10a)。一方でブデソニドは IL-17F による NFκB p65 のリ

ン酸化を抑制しなかった(Fig. 10b)。 

 

 

4．考察 

本研究により、IL-17F が Brd4-P-TEFb 経路を介して、気道平滑筋細胞から IL-

8 の発現を誘導する事が示された。Brd4 の siRNAs が CDK9 のリン酸化を抑制し

たことから、Brd4 は P-TEFb の上流に位置することが確認された。さらに、コル

チコステロイドは CDK9 の活性化を抑制することで、IL-17F による IL-8 を抑制

した。以上の結果から Brd4-P-TEFb 経路は気道平滑筋細胞における IL-17F によ

る IL-8 発現に重要と考えられる。遺伝子の転写は複数の転写伸長因子により厳

密に制御されている[35]。P-TEFb は IL-8 などの炎症に関与する遺伝子の発現調

節において、重要と考えられている[39]。CDK 阻害剤である 5,6-dichloro-1-β-D-

ribofuranosylbenzimidazole や cyclinT1 の siRNAs はデングウイルスによる IL-8 発

現を抑制することが知られている[40]。気道上皮細胞では、P-TEFb は TNF-αに

よる IL-8 産生にも関与している[39, 41]。一方で CDK9 を阻害してもウイルス感

染における IFN-β発現は抑制されない[42]。このことから P-TEFb は全てのサイ

トカインでなく、炎症性サイトカインの産生に関与する因子であることが推察

される。 

本研究で、Brd4 を阻害すると CDK9 のリン酸化のみならず IL-8 の発現抑制も

確認された。Brd4 は気道炎症に関与することが知られている。気道上皮細胞で

は、RS ウイルスやディーゼル排気ガスにより Brd4 の活性化が誘導され、炎症

が悪化する[26, 43]。Brd4 は IL-1βによる IL-8 産生にも関与している[44]。また、

Brd4 は気道平滑筋細胞の増殖やサイトカイン産生とも関連がある[45, 46]。さら

に Brd4 は BET ファミリーに属しているが、BET は Th17 細胞の分化を制御して

いる[47, 48]。以上のことから Brd4 は Th17 細胞応答における重要なターゲット

であると考えられる。 



15 

 

興味深い事に、IL-17F は NFκB をリン酸化させたが、NFκB を阻害しても IL-

17F による IL-8 の発現は抑制されなかった。一般的に、NFκB は IL-8 の遺伝子

発現に関与すると考えられているが、その役割は細胞や刺激の種類により異な

る可能性がある[49, 50]。 

これまで IL-17F のシグナル伝達経路におけるコルチコステロイドの影響は明

らかでなかったが、本研究でブデソニドが CDK9 を抑制する事で IL-17F による

IL-8 の発現を抑制することを明らかにした。気道上皮細胞では、コルチコステロ

イド受容体が P-TEFb の IL-8 プロモーター領域への結合と競合することが報告

されている[39]。このことからコルチコステロイドによる IL-8 などの炎症性サ

イトカインの抑制には P-TEFb が重要である可能性が示唆された。 

 

 

5．結論 

本研究により、IL-17F が気道平滑筋細胞から IL-8 の発現を誘導することが明ら

かになった。またその発現には、Brd4-P-TEFb 経路が関与していた。またコルチ

コステロイドは P-TEFb の活性化を抑制することで、IL-17F による IL-8 の発現

を抑制した。IL-17F/IL-8 経路が気管支喘息などの炎症性疾患において、重要な

役割を果たしている可能性が示唆された。 
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第 2 章 肺非結核性抗酸菌症における Nrf2 の役割 

 

 

略語 

本論文においては以下の略語を使用した。 

ARE  antioxidant responsive element 

BAL  bronchoalveolar lavage 

CFU  colony forming unit 

COPD  chronic obstructive pulmonary disease 

HO-1  heme oxygenase-1 

IFN-γ  interferon-gamma 

IL  interleukin 

Keap1  kelch-like ECH-associated protein 1 

LPS  lipopolysaccharide 

MAC  Mycobacterium avium complex 

Maf  musculoaponeurotic fibrosarcoma 

MHC  major histocompatibility complex 

MOI  multiplicity of infection 

NRAMP1 natural resistance-associated macrophage protein 1 

Nrf2  nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

NTM  nontuberculous mycobacteria 

Th1  type 1 helper T 

Th17  type 17 helper T 

TNF-α  tumor necrosis factor-α 
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1．背景 

肺非結核性抗酸菌症（肺 NTM 症）とは、結核菌以外の抗酸菌により引き起こ

される慢性呼吸器感染症である。肺 NTM 症の原因菌で約８０－９０％を占める

のが Mycobacterium avium complex (MAC)である。この肺 MAC 症の罹患率は近

年増加傾向にあるが、発症・増悪メカニズムは十分に解明されておらず、また有

効な治療法も確立されていない。[51, 52]。しかし、疫学研究から高齢のやせ型

女性が MAC に感染しやすいことが判明しており、何らかの宿主因子が関与して

いることが推察されている[53, 54]。実際に、嚢胞性線維症や原発性線毛機能不

全症などのいくつかの遺伝的な要素は肺 NTM 症の発症に関与することが知ら

れている[55, 56]。またエクソーム解析の結果から、肺 NTM 症は免疫や繊毛機

能、結合組織の異常など複数の因子が関与する多因子疾患であることが推察さ

れている[57]。 

マウスを用いた研究でも、T-bet 遺伝子（Th1 細胞のマスターレギュレーター）

欠損マウスに MAC を感染させると、IFN-γの誘導が抑制され MAC の疾患感受

性が亢進される。また代償的に Th17 誘導サイトカインの産生が亢進し、好中球

性炎症が促進される[58]。同様に ROR-γt（Th17 細胞のマスターレギュレータ

ー）を過剰発現させた場合には、肺の炎症が促進されるが感染制御には寄与しな

いことが報告されている[59]。また正常ヒト気道上皮細胞に MAC を感染させて

遺伝子の変化を網羅解析すると、繊毛機能に関わる遺伝子の発現低下と IL-32 な

どの炎症に関わる遺伝子の発現亢進が認められる[60]。以上の知見からも、MAC

の感染制御には繊毛機能や Th1 を主体とした宿主免疫が重要であることが示唆

される。一方で MAC 症患者の多くは免疫学的に明らかな異常をもたず、その他

の原因の合併が推察されている[53, 54]。 

Nrf2 は細胞の恒常性を維持するマスターレギュレーターである。非酸化スト

レス環境下では、Nrf2はKeap1と複合体を形成しユビキチン化を受けることで、

プロテアソームにより速やかに分解される。感染や代謝ストレスなどの酸化ス

トレスにおかれると、Nrf2 は Keap1 から離れ核内へと移行する[61]。その後 Nrf2

は小 Maf 因子とヘテロ二量体を形成し、ARE 配列と結合することで HO-1 など

の抗酸化ストレス因子を分泌し、細胞を保護する[62]。また Nrf2 は感染制御に
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重要な Th1 免疫の制御にも関連している[63]。実際に Nrf2 欠損マウスに LPS を

投与すると、炎症や組織障害が悪化する[64]。また、黄色ブドウ球菌、緑膿菌、

肺炎球菌などの細菌を Nrf2 欠損マウスに投与すると、野生型マウスと比較して

感染が増悪することが報告されている[65-68]。従って、Nrf2 は感染制御に重要

な役割を果たしていることが推測される。 

MAC と同じ抗酸菌である、結核菌と Nrf2 との関係については、Nrf2 により

誘導される代表的な抗酸化ストレス因子である HO-1 を欠損したマウスは、結核

に感受性を示すことが報告されている[69]。一方で、最近の知見では、肺胞マク

ロファージにおける Nrf2 の誘導が結核感染初期における菌の制御を妨げている

可能性も報告されており、結核感染における Nrf2 の役割は十分に解明されてい

ない[70]。また、MAC 感染における Nrf2 の役割も未だ明らかにされていない。 

Nrf2 は加齢により発現が低下する事が知られており、COPD や間質性肺炎、

多発性硬化症など老化が関連する疾患の潜在的な治療標的として注目されてい

る[71]。肺 MAC 症患者の多くは高齢者であることから、肺 MAC 症の進展に Nrf2

が関与している可能性も考えらえる。以上から、肺 MAC 症の発症・進展におけ

る Nrf2 の役割を明らかにするため、Nrf2 欠損マウスを用いた MAC 感染の研究

を行うこととした。 

 

 

2．方法 

MAC 

肺 MAC 症患者由来の MAC 菌株（M.avium.subsp.hominissuis）を 7H9 液体培地

で 14 日間培養した。菌量を調整した後、使用するまで-80℃で保存した。臓器内

の生菌数は還元培養法により測定した。各臓器をガラスホモジナイザーで磨砕

し、0.02％tween20 入りの滅菌蒸留水で 10 倍希釈した。混濁液を 10 倍ずつ段階

希釈した後、7H10 固形培地に播種し臓器当たりの生菌数（CFU）を測定した。 
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マウスと感染法 

Nrf2 欠損マウスは共同研究者より供与された[22, 23]。同マウスを BALB/c マ

ウスで 9 世代にわたり戻し交配し、BALB/c Nrf2 欠損マウスを作製した。野生

型の BALB/c マウスは Charles River から購入した。8～12 週齢の雌マウスに 50 

μL の PBS に溶解した 1×107 CFU の MAC を経鼻感染させた。対照群には同量

の PBS を投与した。研究は筑波大学の動物実験倫理規定を遵守して行った。 

 

病理組織 

マウスから肺を摘出し、4%パラホルムアルデヒドで固定後パラフィンに包埋

した。切片作制後、ヘマトキシリン・エオジン染色で病理像を評価した。抗酸菌

を評価するため Ziehl-Neelsen 染色を行った。また、酸化ストレスの程度を評価

するために 8-OHdg 染色を行った（詳細は後述する）。 

 

気管支肺胞洗浄（BAL） 

マウスに気管カニューレを挿入し、1ml の生理食塩水を 6 回注入、回収するこ

とで気管支肺胞洗浄を行った。細胞数を血球計算板で測定し、サイトスピンでス

ライドガラスに接着させた後、ディフクイック染色で細胞分画を評価した。また、

キニヨン染色を行い MAC に感染した肺胞マクロファージの割合を評価した。同

様に気管支肺胞洗浄液を遠心分離後、グルタル酸アルデヒドで固定し肺胞マク

ロファージを透過電子顕微鏡で観察した。 

 

RT-PCR 

RNeasy mini kit (Qiagen) を用いて total RNA を、マウス肺組織、あるいはマウ

ス肺胞マクロファージより抽出した。その後、High Capacity cDNA reverse 

Transcription kit（Applied Biosystems）を用いて cDNA を作製した。qRT-PCR に関

しては、Table1 のプライマーを利用し、Quant 800（Thermo Fisher Scientific）を用

いて CT 値を測定した。各遺伝子の発現は、GAPDH を内部標準として用いて、

ΔΔCT 法により計算した。 
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Th1 サイトカインの発現解析 

感染2ヶ月のマウスから肺組織を摘出し、75 U/mlのコラゲナーゼ（type 1;Sigma）

を用いて 37℃で 90 分間処理した。分離された細胞を 20 μm のナイロンメッシュ

で分離後、25 ng/ml PMA（Sigma）, 1 μg/ml ionomycin（Sigma）, 組み換え型マウ

ス IL-2 （Peprotech）、および 10 μg/ml brefeldin A（Epicentre） 溶液で 37℃、4 時

間処理した。細胞を抗 CD4 抗体、抗 TCRβ 抗体で表面染色し、固定後に Intraprep 

permeabilization reagent（Beckman Coulter）を用いて膜処理を行った。その後、抗

IFN-γ 抗体（Biolegend）で染色し、CD4 陽性 T 細胞における IFNγ の発現を解析

した。 

 

酸化ストレスマーカーの測定 

市販のキット（OxiSelect TBARS Assay Kit, Cell Biolabs. Inc）を用いて、脂質過

酸化の一般的な副産物であるマロンジアルデヒド（MDA）の測定を行った。測

定法はキットのプロトコルに従った。即ち、未感染・感染マウスの肺を 0.05 ％

ブチル化ヒドロキシトルエン（BHT）含有の PBS でホモジナイズした後、4℃、

10000×g で 10 分間遠心した。上清を回収した後に同量の SDS 溶解液と TBA 溶

液を加えて 95℃で 1 時間インキュベートした。ヘモグロビンによる干渉を防ぐ

ため、ブタノール抽出を行い 532 nm の吸光度計で測定した。 

また、肺組織標本を用いて DNA 酸化損傷マーカーである 8-OHdg の測定を行

った。パラフィン包埋した肺切片を 4 μm に薄切し、キシレンで脱パラフィンを

行った。その後 100 mM クエン酸緩衝液（pH 6.0）を用いて電子レンジで 15 分

間熱処理を行い、抗原を賦活化した。切片を抗 8H-Ohdg 抗体を用いて 4℃で一

晩反応させ、DAB 溶液を用いて抗原抗体反応を可視化した。各画像の 8-OHdG

陽性細胞の比率を手動でカウントした。 
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肺胞マクロファージの単離 

前述の方法で感染 2 ヶ月後のマウスに気管支肺胞洗浄を行い、96well プレー

トに 1×105 cell ずつの細胞を播種した。播種 1 時間後に PBS で洗浄し非接着細

胞を除去して、残った細胞をマクロファージと判断した。前述の方法で RNA を

抽出し、RT-PCR を行った。 

 

RNA-seq 解析 

未感染・感染 2 ヶ月後のマウスから肺組織を摘出し、TRIZOL を用いて Total 

RNAを抽出した。その後、RNA-seqにより遺伝子発現の網羅解析を行った (n=3)。

RNA-seq はつくば  i-Laboratory LLP（Tsukuba, Japan）に委託し、NextSeq500 

(Illumina) を用いて行った。すなわち、RNA-seq 解析結果から FASTQ ファイル

を得た後に、個々のマウス肺組織における遺伝子の発現量を算出した。その上で、

感染後の野生型マウス肺組織と感染後の Nrf2 欠損マウス肺組織で遺伝子発現量

の比較解析を行い、False Discovery Rate (FDR) 0.01 以下かつ fold change 2.0 以上

を有意に発現変動している遺伝子と認識した。得られた発現変動遺伝子リスト

を使用して、Enrichment Analysis（エンリッチメント解析）を実施した（GO 解析

とパスウェイ解析）。 GO 解析  は、 Top gene suite を用いて実施し

（http://toppgene.cchmc.org) 、パスウェイ解析 は、IPA software（Intenuity Systems) 

を用いて実施した。 

ヒートマップは morpheus（https://software.broadinstitute.org/morpheus/) を用い

て作製した。 

 

統計解析 

データは平均値±標準誤差（SEM）で記載した。統計解析は分散分析 (ANOVA)

の後に、Tukey の多重比較テストを行った。生存率は Kaplan-Meier 法で解析し、

log-rank test で検定を行った。統計解析ソフトは GraphPad Prism (GraphPad 

Software, La Jolla, CA)を使用した。p<0.05 を有意差ありと判断した。 

 

 

http://toppgene.cchmc.org/
http://toppgene.cchmc.org/
https://software.broadinstitute.org/morpheus/
https://software.broadinstitute.org/morpheus/
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3．結果 

Nrf2 は MAC 感染の疾患感受性に関与する。 

Nrf2 と MAC 感染の影響を明らかにするため、感染後のマウスの生存を調べ

た。Nrf2 欠損マウスに MAC を感染させると感染 4 ヶ月目からマウスの死亡が

認められたが、野生型のマウスでは感染8ヶ月目でも大部分が生存していた (Fig. 

11)。MAC 感染 2・4・8 ヶ月後の肺組織を Ziehl-Neelsen 染色で確認すると、いず

れのタイミングにおいても Nrf2 欠損マウスは野生型よりも抗酸菌数が増加して

いた (Fig. 12A)。同様に感染 2 ヶ月後の主要臓器 (肺・肝臓・脾臓)の CFU は Nrf2

欠損マウスで有意に増加していた (Fig. 12B)。 

 

Nrf2 欠損マウスでは感染 4 か月以降、肺の炎症細胞浸潤が増加し、肉芽腫の形

成不全をきたす。 

次に、MAC 感染後の肺病理像を HE 染色で評価した。野生型のマウス肺組織

では、感染 2 ヶ月目から小型の肉芽腫形成を伴う炎症細胞浸潤を認めた (Fig. 

13A)。また、感染 2 ヶ月後の Nrf2 欠損マウス肺組織では、野生型のマウス肺組

織と同程度の炎症細胞浸潤が観察された。一方で、感染 4 ヶ月後、8 か月後の

Nrf2 欠損マウス肺組織では、野生型のマウス肺組織と比較して、肺の炎症細胞

浸潤が強く、肉芽腫の形成不全が認められた。 

MAC 感染 2 ヶ月後の気管支肺胞洗浄では、感染により総細胞数、特に好中球

の増加を認めたが、マウスの系統による差は認めなかった (Fig. 13B)。  

 

Nrf2 は肺 MAC 感染において、Th1 サイトカインの発現に関与しない。 

Nrf2 欠損マウスで感染感受性が亢進している原因を調べるため、感染 2 ヶ月

後のマウス肺組織から Total RNA を抽出し、real-time PCR で Th1 サイトカイン

の評価を行った。感染 2 カ月後の肺組織において、未感染コントロールの肺組

織と比較して、IFN-γ mRNA、TNF-α mRNA、IL-12p40 mRNA の発現の亢進を認

めたが、マウスの系統による差は認めなかった (Fig. 14A)。また、感染 2 カ月後

の肺組織において、フローサイトメトリーで IFN-γ を発現する CD4 陽性リンパ

球を計測した。Real-time PCR の結果を反映して、感染 2 カ月後の Nrf2 欠損マウ
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ス肺組織における、IFN-γ を発現する CD4 陽性リンパ球の割合は、感染 2 カ月

後の野生型のマウス肺組織における割合と統計学的な有意差を認めなかった 

(Fig. 14B)。 

 

Nrf2 は肺 MAC 感染において、酸化ストレスの発現に関与しない 

次に感染による酸化ストレス反応を評価した。MAC 感染 2 ヶ月後の肺組織標

本を用いて DNA 酸化ストレスマーカーである 8-OHdg を計測した。感染により

8-OHdg 陽性細胞は増加したが、マウスの系統による差は認めなかった (Fig. 

15A)。標本中の 8-OHdg 陽性細胞の割合を計測すると、いずれの系統のマウスも

MAC 感染により 80%以上の細胞が 8-OHdg 陽性となっており持続的な感染の影

響で酸化ストレス反応が飽和している可能性が考えられた (Fig. 15B)。また感染

2 ヶ月後のマウスから肺組織を摘出し、脂質過酸化の副産物であるマロンジアル

デヒドを測定したが、野生型マウス肺と Nrf2 欠損マウス肺の比較では有意差を

認めなかった (Fig. 15C)。 

 

Nrf2 欠損マウスでは、野生型マウスと比較して MAC 感染後に酸化ストレス、鉄

代謝に関わる遺伝子 (Nrf2, HO-1, NRAMP1) の発現が減弱している 

これまでの結果で、Nrf2 欠損マウスでは MAC の菌感受性が亢進し肉芽腫の

形成不全を認めた。しかし MAC の殺菌や Nrf2 による感染制御に重要とされる

Th1 サイトカインと酸化ストレスレベルについては、マウスの系統間で有意差を

認めなかった。MAC 感染における Nrf2 の役割をより詳細に検討するため、未感

染および、感染 2 ヶ月後のマウス肺組織より RNA を抽出し、RNA-seq により発

現遺伝子の網羅解析を行った。 

感染 2 カ月後の野生型マウスの肺組織と感染 2 カ月後の Nrf2 欠損マウスの肺

組織の mRNA の発現量を比較解析した。FDR 0.01 以下、fold change 2.0 以上を

統計学的に有意と判断すると合計で 79 個の変動遺伝子が抽出された（感染野生

型マウス肺と比べて発現が亢進していた遺伝子 36 個、発現が減弱していた遺伝

子 43 個）。この得られた 79 個の発現変動遺伝子の機能、パスウェイに、何が多

いのを明らかにするために、Enrichment Analysis （エンリッチメント解析）を施
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行した。 

まず、GO 解析を施行した。MAC 感染 2 ヶ月後に野生型マウス肺と比較して

Nrf2 欠損マウス肺で有意に発現が亢進していた、遺伝子 36 個を用いて有意に

エンリッチされたトップ 15 の GO term を抽出した。その後、カテゴリー別に分

類したものを Table 2 に示した。同様に、MAC 感染 2 ヶ月後に野生型マウス肺

と比較して Nrf2 欠損マウス肺で有意に発現が低下していた、遺伝子 43 個を用

いて有意にエンリッチされたトップ 15 の GO term を抽出し、カテゴリー別に分

類した（Table 2）。MAC 感染 2 ヶ月後の Nrf2 欠損マウスの肺では、野生型マウ

スの肺と比較して、酸化ストレスや鉄代謝に関わる遺伝子の発現が低下してい

た。一方 Nrf2 欠損マウスの肺では、筋肉に関与する遺伝子やイオンの輸送に関

する遺伝子の発現が亢進していた。 

次に、この 79 個の遺伝子を用いてパスウェイ解析も施行した。この 79 個の

遺伝子群は有意に、酸化ストレスや鉄代謝、マクロファージの殺菌に関わるパス

ウェイにエンリッチされた (Table 3)。 

各々の条件下でのマウス肺における、遺伝子発現の変化を可視化するため、こ

の 79 個の遺伝子を用いてヒートマップを作製した (Fig. 16)。先述した鉄代謝や

酸化ストレスに関わるカテゴリーリストを構成していた遺伝子である SLC11a1 

(NRAMP1)、Hmox1 (HO-1)、Nfe2l2（Nrf2）が MAC 感染により誘導されるが、Nrf2

欠損マウス肺では野生型マウス肺と比べてこれらの遺伝子発現が低値であるこ

とが確認された。 

 

肺胞マクロファージは Nrf2 を活性化し、NRAMP1 を発現誘導することで MAC

の感染制御に寄与する 

RNA-seq の結果の妥当性を検証するために、MAC 感染 2 ヶ月後のマウスから

肺胞マクロファージを抽出し real-time PCR で mRNA の発現を解析した。RNA-

seq の結果と同様に、MAC 感染により NRAMP1 の遺伝子発現が誘導されたが、

Nrf2 欠損マウスでは発現が低値であった (Fig. 17A)。一方、HO-1 の遺伝子発現

は Nrf2 欠損マウスと比較して野生型で亢進していたが、感染による変化は認め

なかった。Nrf2 の遺伝子発現は野生型マウスでは感染により亢進し、Nrf2 欠損
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マウスでは検出されなかった。また MAC に感染した肺胞マクロファージの割合

を調べると、Nrf2 欠損マウスでは野生型と比較して肺胞マクロファージ内に多

数の MAC 菌を認めた（Fig. 17B)。肺胞マクロファージを電子顕微鏡で観察する

と、野生型マウスの肺胞マクロファージではファゴリソソームが融合し、MAC

菌を殺菌される経過が観察されたが、Nrf2欠損マウスでは認められなかった（Fig. 

17C)。以上の結果から、MAC の疾患感受性の制御には肺胞マクロファージにお

ける NRAMP1 の発現が重要であり、Nrf2 が NRAMP1 の誘導に寄与している可

能性が推察された。 

 

 

4．考察 

本研究により、Nrf2-NRAMP1 経路が MAC 感染の制御に寄与していることが

明らかとなった。Nrf2 欠損マウスは野生型と比較して、MAC 感染後早期に死亡

した。また Nrf2 欠損マウスでは主要臓器内の菌量が増加し、肉芽腫の形成不全

を認めた。一方、感染肺の Th1 サイトカイン産生や酸化ストレスの程度に関し

ては、野生型マウス肺と Nrf2 欠損マウス肺で有意な差を認めなかった。感染肺

組織における発現変動遺伝子の網羅解析の結果から、Nrf2 欠損マウス肺では、

野生型マウス肺と比較して、NRAMP1 の発現が低下していることが分かった。

さらに、Nrf2 欠損マウスの肺胞マクロファージは野生型マウスの肺胞マクロフ

ァージと比較して、MAC 感染後の NRAMP1 の発現が低下していた。Nrf2 欠損

マウスの肺胞マクロファージでは、MAC 感染後のファゴリソソームの融合が認

められなかった。以上のことから、MAC の感染制御には肺胞マクロファージ内

における Nrf2 の活性化および、NRAMP1 の誘導が重要であると考えられた。 

 Nrf2 が感染症の制御に重要であることは以前から報告されている[72]。しか

し、その明確な機序は明らかでなく、これまでの報告の多くが Nrf2 の機能低下

が酸化ストレスや炎症の悪化を招き、組織障害や壊死を誘導することで感染を

増悪させると考察されている。例えば、Nrf2 欠損マウスに LPS を投与すると、

TNF-αを主体とした過剰な炎症と活性酸素が誘導され、野生型マウスと比較し

て、早期に死亡する[64]。Nrf2 欠損マウスに肺炎球菌を感染させると好中球性炎
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症が悪化した結果、野生型マウスと比べて、早期に死亡する[68]。また、結核に

感染したマクロファージに Nrf2 活性剤である NAC を投与すると、酸化ストレ

スと細胞死を抑制することで、結核菌の増殖が抑えられることが報告されてい

る[73]。以上から、Nrf2 が炎症や酸化ストレスを制御することで、感染症の制御

を行っていることが理解できる。しかしながら、今回の MAC 感染の研究におい

て、気管支肺胞洗浄液中の炎症細胞数や感染肺組織の炎症性サイトカインの遺

伝子発現量、酸化ストレスレベルを検証したが、マウスの系統間で有意な差を認

めなかった。そこで感染肺組織の遺伝子発現を網羅的に解析し、Nrf2 による新

たな感染制御機構としての Nrf2-NRAMP1 経路に注目することが可能になった。 

 Nrf2 は、酸化ストレス下におかれると HO-1 などの、様々な抗酸化ストレス

因子を誘導する。一方で、Nrf2 が活性化されると、マウスマクロファージ内に

おいて、二価遷移金属の輸送体である ferroportin-1 および NRAMP1 が誘導

されることが示されている[74]。 

NRAMP1 は細胞内 Fe2+の輸送に関わることから、NRAMP1 による鉄代謝と細

菌感染に関する研究報告がある。例えば、NRAMP1 はファゴソームに鉄を取り

込みフェントン効果で細菌を殺すという報告がある[75-77]。一方、反対に

NRAMP1 が鉄をファゴソーム外に出して細菌に栄養を与えないようにし、感染

制御を行っているという報告もあり、その詳細は明らかでない[78-82]。二価遷

移金属の輸送体としての役割以外にも NRAMP1 の機能は多彩であり、炎

症性サイトカインや MHC class 2 の産生に関わったり、NRAMP1 自身が酸化ス

トレスの誘導にも寄与しているとする報告もある[83-85]。さらに、MAC 感染に

おいて、NRAMP1 がマクロファージ内のファゴリソソームの融合・成熟化を促

進した結果、MAC 感染を制御することも報告されている[86]。ヒトにおいては、

NRAMP1 遺伝子の発現に関わる遺伝子多型がサルモネラ、結核菌感染の発症と

関連があることが推察されている[87, 88]。また、NRAMP1 遺伝子は肺 MAC 症

の疾患感受性遺伝子としても報告されている[89, 90]。 

本研究でNrf2欠損マウスは野生型マウスと比較して、MAC感染後のNRAMP1

の誘導が低値であった。さらに、Nrf2 による NRAMP1 の発現誘導には肺胞マク

ロファージが関与していた。マクロファージは MAC を含む細胞内寄生菌の制御
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の要である。また Nrf2 の主な発現細胞は、マクロファージである[71, 91]。上述

のように、MAC 感染の制御に NRAMP1 が防御的に働くことは既報から明らか

である。Nrf2 の欠損、その結果生じる NRAMP1 の発現低下が Nrf2 欠損マウス

における MAC 感染感受性の亢進の最大の理由と考えられる。 

Nrf2 の発現と機能は加齢によっても低下することが報告されている[71, 92]。

肺 MAC 症患者は高齢者が多く、加齢による Nrf2 の発現低下が NRAMP1 の発現

を低下させることで MAC の疾患感受性に寄与している可能性も推察される。

MAC 感染における Nrf2-NRAMP1 経路の重要性と加齢に伴う変化を確認するた

めに、今後新たな検証が望まれる。 

 

 

 

5．結論 

本研究により、Nrf2 が MAC の感染感受性に寄与することが明らかとなった。

また Nrf2 による MAC の感染制御には、肺胞マクロファージにおける NRAMP1

の誘導が重要と考えられる。 
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第 3 章 総括 

 

第 1 章では代表的な慢性気道炎性疾患である気管支喘息に関して、IL-17F と

気道平滑筋に焦点をあてて、in vitro の観点から研究を行った。重症喘息に好中

球性炎症が関与することが知られているが、その詳細は明らかでなかった。また、

IL-17F は重症喘息に関与することが知られているが、その機能は不明であった。

本研究により、気道平滑筋細胞における IL-17Fの新たな機能として、TAK1-NFκB

経路を介して IL-6 の発現を誘導すること、Brd4-P-TEFb 経路を介して IL-8 の発

現を誘導することを明らかにした（Fig. 18)。 

IL-17Aおよび IL-17Fをターゲットとした抗体製剤は複数の臨床試験が進行中

である。代表的な皮膚の好中球性疾患である乾癬に関しては、抗 IL-17 抗体の有

効性が証明され国内でも広く使用されている。一方で気管支喘息に関しては、そ

の効果は限定的であった。この結果は、難治性喘息における診断、治療の難解さ

を反映したものと考えられる。今後は、好中球性の気道炎症が優位な患者群を選

別するなどして、IL-17 阻害の効果が高い集団を選別し検討する必要がある。IL-

17F の役割をより詳細に検討するため、in vivo でのアプローチを検討していきた

い。 

 

第 2 章では代表的な慢性感染症の一つである肺 MAC 症に関して、抗酸化スト

レス因子 Nrf2 に焦点をあてて研究を行った。その結果、Nrf2 は MAC の感染制

御に寄与していること、また Nrf2 による MAC の殺菌には肺胞マクロファージ

における NRAMP1 の発現誘導が重要であることを明らかにした（Fig. 19)。環境

常在菌である MAC に対して、なぜ肺 MAC 症を発症する人とそうでない人がい

るのか、その詳細は明らかでない。本研究から MAC の感染増悪のメカニズムと

して、NRAMP1 の発現・機能低下に関わる遺伝子多型に加えて、加齢による Nrf2

の発現低下が加わることで感染を増悪させるという新たな仮説が考えられ、今

後の研究発展が期待される。 
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第１章 1-1 図 

 

 

 

Fig1. IL-17F による IL-6 の発現 

（A）IL-17F による IL6 の遺伝子発現。10-100 ng/ml の IL-17F でヒト気道平滑

筋細胞を刺激し、遺伝子の発現量を real-time PCR で測定した (n=6)。*p<0.05 vs 

medium control。(B) IL-17F による IL-6 のタンパク発現 (n=6)。*p<0.05 vs medium 

control。#p<0.05 vs 10 ng/ml of IL-17F stimulated cells。(C) IL-17A による IL-6 のタ

ンパク発現。100 ng/ml の IL-17A もしくは IL-17F でヒト気道平滑筋細胞を刺激

し、24時間後に IL-6のタンパク濃度を測定した (n=6)。*p<0.05 vs medium control。 
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Fig2. IL-17F による TAK1 の活性化 

100 ng/ml の IL-17F でヒト気道平滑筋細胞を刺激し、記載の時間で回収した。

TAK1 のリン酸化をウエスタンブロッティングで検証した (n=3)。 
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Fig3. TAK1 による IL-6 発現への影響 

(A) ヒト気道平滑筋細胞を TAK1 阻害剤 5Z-7-Oxozeaenol で 3 時間前処理し、そ

の後 100 ng/ml の IL-17F で 24 時間刺激した。培養上清中の IL-6 のタンパク発現

量を解析した (n=6)。*p<0.05 vs IL-17F stimulated cells in the absence of the inhibitor。

**p<0.05 vs the presence of individual inhibitor。 (B) ヒト気道平滑筋細胞に TAK1 

siRNAs もしくは control siRNAs を移入し、100 ng/ml の IL-17F で 24 時間刺激し

た。siRNAs の抑制効果をウエスタンブロッティングで確認した。(C) 同様に

TAK1 siRNAsが IL-17Fによる IL-6のタンパク発現に与える影響を検証した(n=6)。

*p<0.05 vs IL-17F stimulated cells transfected with a control siRNA。 
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Fig4. IL-17F による NFκB の活性化 

(A) 100 ng/mlの IL-17Fでヒト気道平滑筋細胞を刺激し、記載の時間で回収した。

P65 のリン酸化をウエスタンブロッティングで検証した (n=3)。(B) TAK1 の

siRNAs が IL-17F による p65 のリン酸化に与える影響を検証した。ヒト気道平滑

筋細胞に TAK1 siRNAs もしくは control siRNAs を移入し、100 ng/ml の IL-17F

で 30 分刺激した後、ウエスタンブロッティングを行った (n=3)。 
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Fig5. NFκB 阻害による IL-6 発現への影響 

(A) ヒト気道平滑筋細胞を NFκB 阻害剤 BAY1170-82 で 1 時間前処理し、その

後 100 ng/ml の IL-17F で 24 時間刺激した。培養上清中の IL-6 のタンパク発現量

を解析した (n=6)。*p<0.05 vs IL-17F stimulated cells in the absence of the inhibitor。

**p<0.05 vs the presence of individual inhibitor。(B) ヒト気道平滑筋細胞に NFκB 

siRNAs もしくは control siRNAs を移入し、100ng/ml の IL-17F で 24 時間刺激し

た。siRNAs の抑制効果をウエスタンブロッティングで確認した。(C) 同様に

NFκB siRNAsが IL-17Fによる IL-6のタンパク発現に与える影響を検証した(n=6)。

*p<0.05 vs IL-17F stimulated cells transfected with a control siRNA。 
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第１章 1-2 図 

 

 

Fig6. IL-17F による IL-8 の発現 

(a) IL-17F による IL8 の遺伝子発現。100 ng/ml の IL-17F でヒト気道平滑筋細胞

を刺激し、遺伝子の発現量を real-time PCR で測定した (n=6)。*p<0.05 vs medium 

control。#p<0.05 vs 10 ng/ml of IL-17F stimulated cells。(b) IL-17F による IL-8 のタ

ンパク発現  (n=6)。*p<0.05 vs medium control。#p<0.05 vs 10 ng/ml of IL-17F 

stimulated cells。 

 

Fig7. IL-8 発現に関するブデソニドの影響 

ト気道平滑筋細胞をブデソニドまたは control vehicle (0.1%の DMSO) で 1 時間

前処理し、その後 100 ng/ml の IL-17F で刺激した。24 時間後に培養上清を回収

し、IL-8 のタンパク発現量を解析した (n=6)。 
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Fig8. IL-17F による CDK9 の活性化 

(a) 100 ng/ml の IL-17F でヒト気道平滑筋細胞を刺激し、記載の時間で回収した。

CDK9 のリン酸化をウエスタンブロッティングで検証した (n=3)。(b) ヒト気道

平滑筋細胞を CDK9 阻害剤 CDK9 inhibitorⅡで 1 時間前処理し、その後 100 ng/ml

の IL-17F で 24 時間刺激した。培養上清中の IL-8 のタンパク発現量を解析した 

(n=6)。*p<0.05 vs IL-17F stimulated cells in the absence of the inhibitor。(c) ヒト気

道平滑筋細胞へ Brd4 siRNAs、CDK9 siRNAs、cyclinT1 siRNAs を移入して IL-8

発現に与える影響を検証した (n=6)。*p<0.05 vs IL-17F stimulated cells transfected 

with a control siRNAs。(d) Brd4 の siRNA が IL-17F による CDK9 のリン酸化に与

える影響を検証した。ヒト気道平滑筋細胞に Brd4 siRNAs もしくは control 

siRNAs を移入し、100ng/ml の IL-17F で 30 分刺激した後、ウエスタンブロッテ

ィングを行った (n=3)。 
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Fig9. NFκB 阻害による IL-8 発現への影響。(a) ヒト気道平滑筋細胞を NFκB 阻

害剤 BAY 1170-82 で 1 時間前処理し、その後 100 ng/ml の IL-17F で 24 時間刺激

した。培養上清中の IL-8 のタンパク発現量を解析した (n=6)。 (b) ヒト気道平

滑筋細胞に NFκB siRNAs もしくは control siRNAs を移入し、100 ng/ml の IL-17F

で 24 時間刺激した。培養上清中の IL-8 のタンパク発現量を解析した (n=6)。 

 

 

Fig10. ブデソニドによる CDK9 と NFκB p65 への影響。ヒト気道平滑筋細胞を

ブデソニドまたは control vehicle (0.1%の DMSO) で 1 時間前処理し、その後 100 

ng/ml の IL-17F で 30 分間刺激した。(a) CDK9 のリン酸化、および (b) NFκB p65

のリン酸化をウエスタンブロッティングで検証した (n=3)。 
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第２章 図 

 

Fig11. Nrf2 欠損マウスは MAC 感染後早期に死亡する。 

野生型および Nrf2 欠損マウスに 1×107 CFU の MAC 菌を経鼻感染させマウスの

生存を観察した (n=10)。 
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Fig12. Nrf2欠損マウスはMAC感染後の臓器内菌量が増加している。 

（A） MAC感染後のマウスの肺病理組織をZiehl-Neelsenで染色 (×400)。Nrf2欠 

損マウスでは、マクロファージ内に多数のMAC菌を認める (黒矢印)。 

（B）MAC感染2ヶ月後のマウスの主要臓器内菌量をCFUで測定した (n=7)。

*Significant difference between Nrf2-/- mice and wild-type mice after MAC infection 

(p<0.05) 
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Fig13. Nrf2 欠損マウスでは、MAC 感染後の肺の炎症細胞浸潤が増加している。

（A）MAC 感染 2、4、8 ヶ月後のマウスの肺病理組織を HE 染色で評価した 

(×200)。野生型マウスでは炎症細胞が集簇し、肉芽腫様の変化が認められる (黒

矢印)。（B）未感染、MAC 感染 2 ヶ月後のマウスから気管支肺胞洗浄液を回収

し、ディフクイック染色で細胞分画を評価した  (n=5)。*Significant difference 

between infected mice and uninfected mice (p<0.05).  
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Fig14. Nrf2 は肺 MAC 感染において Th1 サイトカインの発現に関与しない。 

（A）未感染、MAC 感染 2 ヶ月後のマウスから肺組織を摘出し、TNF-α、IL-

12、IFN-γの mRNA 発現を評価した (n=4)。（B）同様に MAC 感染 2 ヶ月後

のマウス肺組織を用いて、CD4 陽性 T 細胞における IFN-γ の発現を解析した 

(n=4)。*Significant difference between infected mice and uninfected mice (p<0.05). 

Data are expressed as the mean ± SEM. 
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Fig15. Nrf2 は肺 MAC 感染において酸化ストレスの発現に関与しない。 

（A）未感染、MAC 感染 2 ヶ月後のマウスの肺病理組織を 8-hydroxy-2′-

deoxyguanosine (8-OHdG) で染色した。（B）各画像の 8-OHdG 陽性細胞の比率を

カウントした (n=4) 。 

（C）未感染、MAC 感染 2 ヶ月後のマウス肺組織を摘出し、脂質過酸化物であ

るマロンジアルデヒドの計測を行った (n=5)。 

*Significant difference between infected mice and uninfected mice (p<0.05).  
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Fig16.  

MAC 感染 2 ヶ月後の野生型マウスと Nrf2 欠損マウスの肺組織で mRNA の発現

量を比較解析した。FDR 0.01 以下、fold change 2.0 以上を統計学的に有意と判断

すると 79 個の遺伝子が抽出された。この 79 個の遺伝子でヒートマップを作成

した。Nrf2 欠損マウス肺では、野生型マウス肺と比較して MAC 感染による Nrf2 

(Nfe2l2)、 Hmox1 、Nramp1 (Slc11a1) の発現誘導が低下していた。 
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Fig17. 肺胞マクロファージはNrf2を活性化し、NRAMP1を誘導することでMAC

の感染制御に寄与する。 

（A） 未感染、MAC 感染 2 ヶ月後のマウスから気管支肺胞洗浄液を採取し、 

96well プレートに 1×105 cell ずつ細胞を播種した。播種１時間後に PBS で洗浄

し、非接着細胞をマクロファージと判断した。RT-PCR を行い、Nrf2,、Nmp1、

Hmox1 の mRNA 発現を評価した (n=4)。（B）同様に気管支肺胞洗浄液をキニヨ
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ン染色し、MAC に感染した肺胞マクロファージの割合と肺胞マクロファージ内

の菌数を評価した (n=4)。（C）MAC 感染 2 ヶ月後のマウスから気管支肺胞洗浄

液を採取し、遠心分離後透過電子顕微鏡で観察した。Nrf2 欠損マウスの肺胞マ

クロファージでは、ファゴリソソームの形成不全が認められた。ファゴリソソー

ム（白矢印）、リソソーム（黒矢印）、ファゴソーム（白三角）。*Significant difference 

between infected mice and uninfected mice (p<0.05). #Significant difference between 

Nrf2-/- mice and wild-type mice after MAC infection (p< 0.05).  
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第 3 章 図 

 

 

Fig18. 第 1 章シェーマ 

 

 

 

 

Fig19. 第 2 章シェーマ 
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Table 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Target Sequence

GAPDH 5′-CCGCATCTTCTTGTGCAGTG-3′ (forward)

5′-CGTTGATGGCAACAATCTCC-3′ (reverse)

IFN-γ 5′-CACGGCACAGTCATTGAAAG-3′ (forward)

5′-TCTGGCTCTGCAGGATTTTC-3′ (reverse)

IL-12p40 5′-TGGTTTGCCATCGTTTTGCTG-3′ (forward)

5′-ACAGGTGAGGTTCACTGTTTCT-3′ (reverse)

TNF-α 5′-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3′ (forward)

5′-GCTACGACGTGGGCTACAG-3′ (reverse)

HO-1 5′-AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA-3′ (forward)

5′-GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA-3′ (reverse)

Nrf2 5′-CTTCCATTTACGGAGACCC-3′ (forward)

5′-GAGCACTGTGCCCTTGAGC-3′ (reverse)

NRAMP-1 5′-GCAGGCCCAGTTATGGCTC-3′ (forward)

5′-CAGGCTGAATGTACCCTGGTC-3′ (reverse)

Primers used for RT-PCR
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Table 2 
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