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研究成果の概要（和文）：本研究では、ウィルス感染を想定しpoly I:Cを用いて重症喘息モデルマウスを作製す
ることに成功した。通常の喘息に比べて重症喘息マウスでは気道過敏性が顕著に亢進し、一部ステロイド抵抗性
の好中球性気道炎症を伴ってTh1/Th17免疫反応に関わるサイトカイン上昇も見られた。また重症喘息マウス肺組
織内のTh細胞では自然免疫に関わるサイトカインが誘導するシグナル分子の活性化が確認された。現在これらサ
イトカイン・シグナル分子を標的にした制御法の有効性を検討している。一方でステロイド抵抗性関連遺伝子は
重症喘息のTh細胞で発現増大しなかったため、その他の樹状細胞や気道上皮細胞に対象を広げて解析を進めてい
る。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we first established an asthma exacerbation model 
mouse with a viral component poly I:C, which can mimic virus infection. It has been demonstrated 
that the airway hyperrrsponsiveness was higher in the poly I:C-induced asthma exacerbation model 
compared to regular asthma model. In addition, steroid-resistant neutrophilic airway inflammation 
with pulmonary Th1/Th17 cytokine productions was observed in the asthma exacerbation model. It has 
also found that innate immunity cytokines-associated signal molecules were activated in the helper T
 (Th) cells from the lung of exacerbated asthma model. We plan to demonstrate that targeting the 
molecules would be effective in improving the asthma exacerbation. On the other hand, since steroid 
resistance-related genes were not increased in the Th cells, we are investigating whether dendritic 
cells and airway epithelial cells have those molecules that could be targets for treatment of the 
steroid-resistant airway inflammation.

研究分野： 呼吸器疾患

キーワード： 気管支喘息
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１．研究開始当初の背景 
気管支喘息患者が、風邪症候群を引き起こ

す RS ウィルスやライノウィルスに感染し
た際に、症状が重篤化する症例がしばしば見
受けられる。臨床研究において、重症喘息患
者ではそれらウィルス応答に関連したサイ
トカインレベルが上昇しているという報告
があり、病態の悪化に関係があると言われて
いる。これまで、申請者がモデルマウスを用
いて行ってきた研究では、ウィルス感染応答
に 関 係 す る interferon- (IFN-) や
interleukin-17 (IL-17) のようなサイトカイ
ンが関係する気道炎症は、劇症型でありステ
ロイド薬が無効な難治性であることを確認
している。いずれのサイトカインも、ウィル
ス感染の際に Th 細胞から産生される、ある
いは Th 細胞の機能を増強するものであり、
これらのサイトカインが喘息の重症化に関
わると考えられているため、サイトカイン中
和抗体やサイトカインシグナルの阻害剤が
治療に有用と言われている。 
しかし、一方で、これらのサイトカインは、

微生物感染の際の生体防御機構に重要であ
ることから、サイトカインに対する抗体療法
や阻害剤治療では、宿主の肺が易感染性とな
り日和見感染などの副作用を招く恐れがあ
る。 
現時点では、ウィルス感染状態にある喘息

の重篤化がどのような機序で誘導されてい
るかほとんど解明されていないうえに、安全
性のある新規治療法も提唱されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以上の背景を念頭に置き、ウ

ィルス感染状態を設定したモデルマウスを
独自に開発して、詳細な重症気管支喘息の病
態を解析することを目的とした。 
一般の気管支喘息は、免疫細胞の一種ヘル

パーT (Th) 細胞のサブタイプ、Th2 細胞が
引き起こす病態であるが、ウィルス応答性免
疫反応がこの Th2 型の病態をいかに変遷さ
せるかを、本研究における最初の解析項目と
した。 
また、ウィルス感染状況下において引き起

こされる、生体防御機構に関わるサイトカイ
ン産生が気管支喘息をどのように重篤化す
るか検討した。さらに、重症気管支喘息マウ
スの肺組織においてヘルパーT (Th) 細胞の
機能がどのように変遷したか解析するとと
もに、ステロイド薬が有効ではない難治性の
病態を誘導する因子が Th 細胞に発現するか
どうか精査することも研究目的の一項目と
した。 
さらに、本研究期間終了後も継続中である

が、気管支喘息の重篤化に関わる分子群を同
定して、それらに対する中和抗体あるいは阻
害剤がウィルス感染状態における重症喘息
を改善する制御法であることを証明するこ
とも研究目的とした。 
 

３．研究の方法 
  本研究では、気管支喘息モデルとして一般
に広く使われている、アレルゲンとして
ovalbumin (OVA)を感作・吸入させたマウス
を用いた。具体的には、OVA と共に Th2 ア
ジュバントである Alum (Al(OH)3) を腹腔
内投与して OVA 感作を行った後に、OVA を
3日間吸入させてTh2型の気管支喘息を惹起
させた。 
また、ウィルス感染を想定して、ウィルス

成分の一つとして知られている  double 
stranded RNA の人工試薬 poly I:C を Th2
型気管支喘息マウスの気管内に投与して、重
症気管支喘息モデルマウスを作製した。 
  本研究では、以下の三つの項目を中心に研
究を遂行した。 
 
(1) 重症気管支喘息モデルマウスを確立する
ために、はじめに、ウィルス成分 polyI:C の
投与タイミングを検討した。OVA/Alum 感作
後成立後、OVA を 3 日間吸入中(気管支喘息
の惹起段階)に polyI:C を投与する場合と、
OVA を吸入した後(気管支喘息が成立したあ
と)に polyI:C を投与する場合で、気道炎症が
どのように変化するか検討した。これにより、
重症喘息を効率的に誘導するウィルス感染
時期の意義付けを試みた。 
 
(2) 無処置の健常マウス、通常の Th2 型気管
支喘息マウス、polyI:C 単独投与マウス、
polyI:C 投与された気管支喘息マウス (重症
気管支喘息マウス)の肺組織から、それぞれセ
ルソーターを用いて Th 細胞を単離して、ト
ランスクリプトーム解析を行い、Th 細胞の
性状変化を解析した。これにより、通常の気
管支喘息から重症気管支喘息へ病態が悪化
した際の Th 細胞の機能変遷の情報を捕捉し
た。 
 
(3) 重症気管支喘息モデルがステロイド抵抗
性 (難治性) であるかどうかを検討した。ス
テロイドは一般に広く使用されているデキ
サメサゾンを使用し、気管内投与(局所投与)、
腹腔内投与(全身投与)を行い、その改善効果
を検討した。これにより、気道炎症の難治化
機構を解析できるモデルマウスが確立でき、
(2) の研究項目と合わせて、Th 細胞の機能変
遷と難治性気道炎症の関連性を推察した。 
 
４．研究成果 
(1) 重症気管支喘息を惹起するウィルス成分
polyI:C 投与のタイミングについて 
  上述したように、一般の Th2 型気管支喘息
モデルマウスの、アレルゲン OVA 吸入段階
あるいは OVA 吸入後の喘息成立後に、poly 
I:C を気管内投与し、その 24 時間後に気道過
敏性  (airway hyperresponsiveness; AHR)
を測定した。また、気管支肺胞洗浄液 
(bronchoalveolar lavage flud; BALF)中の浸
潤細胞を解析するとともに、BALF 中の各種



サイトカインレベルを測定した。加えて、気
道上皮組織における粘液産生を解析した。 
  その結果、polyI:C を OVA 吸入段階で気管
内投与した場合は、Th2 型の気管支喘息の病
態が減弱することがわかった。すなわち、肺
への好酸球浸潤が抑制され、気道上皮組織に
おける粘液産生も軽減した。OVA 吸入は 3
日間連続で行っていたため、polyI:C を OVA
吸入 1日目, 2日目, あるいは 3日目に投与し
て検討したが、いずれも Th2 型の気道炎症は
抑制された。一方で、OVA3 日間連続吸入後
に(気管支喘息成立のあとに)、polyI:C を投与
すると、AHR は、通常の Th2 型気管支喘息
および polyI:C 単独処置群と比較して劇的に
悪化することがわかった。さらに、Th2 型の
気道炎症は保持されたまま、Th1/Th17 型の
気道炎症が確認された。すなわち、激しい
AHR 亢進とともに、肺内では好酸球浸潤が
保持されながら好中球浸潤が伴っており、
IFN-や IL-17等のサイトカイン産生も増大
していることがわかった。気道上皮組織にお
ける粘液産生は僅かに軽減していたが明ら
かな変化ではなかった (PolyI:C 投与で気管
支喘息が重症化した結果を以下に示した)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
気管支喘息成立後に polyI:C を投与すると、
好中球浸潤を伴った気道炎症に変化し、AHR
は劇的に悪化した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PolyI:C 投与により、IL-17 や IFN-といっ
た生体防御系に関係するサイトカイン産生
が増大した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poly I:C を投与された気管支喘息マウスでは、
気道上皮組織における粘液産生は増大せず、
有意ではないが僅かに減弱していた。ただし、
この場合、分泌亢進が盛んに行われた結果、
分泌顆粒が枯渇したために、粘液産生細胞が
減少しているように観察された可能性もあ
るため、現在 BALF 中の分泌液の濃度を検討
しているところである。 
  気道粘液産生に関しては解析すべき点が
あるものの、少なくとも、poly I:C を用いて
Th2 型気管支喘息の病態を悪化させるため
には、気管支喘息の惹起と同時にではなく、
気管支喘息が成立した後に投与することが
必須であると考えられた。喘息惹起時に
polyI:C を投与した際に気道炎症が軽減した
理由については、polyI:C 刺激によって肺内
で IFN-が産生され、Th2 反応が抑制され
気管支喘息が惹起されなかったためと考え
ている。また、気管支喘息が成立した後で
polyI:C 投与により IFN-等が産生されたと
しても、既に惹起された Th2 反応は保持され
ることがわかった。ヒトにおいて、すでに
Th2 型気道炎症を有する気管支喘息患者が
ウィルス感染を罹患する状況は、後者の実験
条件に近いため、本研究の重症気管支喘息モ
デルはヒトの病態を反映し得るものと考え
ている。 
  本研究では、この polyI:C 投与によって病
態が増悪した気管支喘息マウス(重症気管支
喘息マウス)を、以降の研究実施項目に使用し
た。 
 
(2) 重症気管支喘息モデルマウスにおける T
細胞の性状について 
  本研究では、通常の気管支喘息から重症気
管支喘息に変化する際の Th 細胞の機能変遷
についても解析を行った。無処置の健常マウ
ス、polyI:C 単独処置マウス、通常気管支喘
息マウス、重症気管支喘息マウスの肺組織か
ら、セルソーターを用いて Th 細胞を単離し、
トランスクリプトーム解析を用いて Th 細胞
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の性状変化を解析した。その結果、様々な遺
伝子変化が確認されたが、重症気管支喘息マ
ウスの肺組織の Th 細胞においては、IL-13、
IL-4/13 受容体、STAT1 および NF-B の発
現が増強していることが特徴的であった。こ
れは、IL-13産生や IL-13受容体シグナルが、
通常喘息の Th 細胞に比べてより活性化して
いることを示すと同時に、IFN-, , のシグ
ナル因子活性化および TNF-や IL-17 のよ
うなサイトカインシグナルが活性化してい
ることが推察された。すなわち、Th2 型の気
道炎症に加えて、抗ウィルス応答免疫反応に
関わるサイトカインストームの環境に Th 細
胞が曝されて機能変遷を起こしていること
が考えられる。 
  これらの Th 細胞性状変化が気管支喘息重
症化にどのような影響を及ぼすか、それぞれ
サイトカイン中和抗体やシグナル分子阻害
剤を投与して Th 細胞の機能を追跡すること
が今後の検討課題である。現時点で、
anti-IFN- mAb を重症気管支喘息モデルに
投与した実験を行ったが、増悪した AHR が
軽減することは認められていない。また
anti-IL-17 mAb を投与したところ一部 AHR
が改善したが完全な増悪抑制効果ではなか
った。どちらの中和抗体でも好中球浸潤はほ
ぼ抑制されたが、AHR はクリアに改善でき
なかったことから、AHR 増悪機構と気道炎
症の変化には直接的な関連性がないことも
推察された。現在、この乖離された現象を解
明すべく他の因子(TNF-、IFN-, 、あるい
は NF-B)の影響について更なる検討を行っ
ている。 
 
(3) 重症気管支喘息モデルマウスのステロイ
ド抵抗性 (難治性)について 
  本研究で確立した重症気管支喘息モデル
がステロイド薬に対して感受性か抵抗性か
を調べるために、ステロイド薬の一種デキサ
メサゾンを投与してその病態変化を評価し
た。 
  その結果、通常喘息の好酸球性気道炎症
はステロイド感受性であるのに対し、重症
喘息マウスの好中球性気道炎症はステロイ
ド抵抗性であり難治性の病態に変化したこ
とがわかった。このときの AHR はバラつ
きが大きく判定が困難であったが、少なく
ともステロイド薬を投与したときの AHR
は重症気管支喘息群でより高い傾向にあっ
た。この結果から、ウィルス感染状態にあ
る気道炎症はステロイド抵抗性である可能
性が非常に高いことがわかった。 
このとき、重症気管支喘息マウスの肺組

織由来 Th 細胞について行ったトランスク
リプトーム解析では、ステロイド抵抗性に
関わる遺伝子発現はほとんど見られなかっ
た。特に本研究ではステロイド不活性化酵
素が Th 細胞に発現することで、ステロイ
ド抵抗性(難治性)の病態に変化するという
作業仮説を立てていたが、今回の研究で Th

細胞ではなく、肺組織内の他の細胞群(樹状
細胞や気道上皮細胞など)に発現している
可能性が考えられたため、現在その代謝酵
素発現細胞の同定を進めている。 
  以上の(1)～(3)から、ウィルス感染状態に
おいて気管支喘息が重症化すること、好中
球性気道炎症に変化した病態はステロイド
抵抗性を示すこと、Th 細胞の性状が変化
したことが明らかとなった。今後は、重症
気管支喘息の AHR や気道炎症を改善する
ために、上述したような重要分子群に対す
る中和抗体や阻害剤が有効であることを実
証していく予定である(現在進行中)。また、
Th 細胞の機能変化やそれをサポートする
樹状細胞や気道上皮細胞に対象範囲を広げ
て難治性に関わる分子を同定し、更なる機
能解析を進めている。 
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