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研究成果の概要： 

今回の気管支喘息の発症・難治化における肝細胞増殖因子（hepatocyte growth factor; HGF）

の研究において、喘息発症モデル及び気道リモデリングモデルを作製後、リコンビナントHGF及

び抗HGF抗体を投与し気道炎症、気道過敏性、Th2サイトカインやTGF-β等の増殖因子さらに気道

上皮細胞、上皮下平滑筋や線維性変化を検討した。その結果、HGFがアレルギ―性気道炎症、気

道過敏性の抑制効果のみでなく、すでに形成された気道リモデリングに対しても抑制的に制御す

ることが明らかとなり、HGFは今後極めて有用な重症難治性喘息治療薬として期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

気管支喘息の発症に重要な役割を果たす自然免疫

（Innate Immunity）と獲得免疫（Adaptive 

Immunity）の相互作用には未だ不明な点が多く、

これらと気道上皮細胞の傷害、気道基底膜下結合

組織の肥厚を特徴とする不可逆性の線維化（気道

リモデリング）との関係は全く明らかにされてい

ない。申請者はこれまで喘息病態における好酸球

及びT細胞の関与を解明する目的で種々のマウス

喘息モデルを作製し、世界ではじめてgdT細胞が気

道過敏性をdown-regulateしていることをNature 

Medに報告し、さらにgdT細胞サブセットであるVg 

4 +CD8b+T細胞がMHC class I依存性に気道過敏性を

抑制的に制御することをProc Natl Ac d Sci USA

に報告した。申請者のpreliminaryな実験において

TCR-d deficient miceの気道上皮細胞には肝細胞

a



増殖因子（hepatocyte growth factor; HGF）受容

体であるc-Metが著明に減少しており、さらに

recombinant HGF投与によりwild type miceでは気

道炎症及び気道過敏性は有意に抑制されるのに対

し、TCR-d deficient miceでは効果が認められな

かったことより、HGFがgdT細胞の気道過敏性に対

する抑制効果を制御している可能性が示唆される

が、そのメカニズムは複雑で明らかではなかった。 

２．研究の目的 

HGFは胎生期においては肺上皮組織の成長及びそ

の形態形成を促す“器官形成因子”としてはたら

き、成体では傷害を受けた組織を速やかに修復し

その機能を回復させる“器官再生因子”として作

用するが、喘息病態における意義は全く不明であ

る。申請者はpreliminaryな実験よりrecombinant 

HGFが気道炎症を抑制することを確認しており、今

回、喘息発症モデル及び慢性喘息モデルを作製後、

recombinant HGF及びanti-HGF antibodyを投与し

気道炎症及び気道過敏性の変化、Th1及びTh2サイ

トカイン、線維化の中心的growth factorである

transforming growth factor-b (TGF-b)とその主

たる産生細胞である好酸球と筋線維芽細胞、また

HGF受容体であるc-Metの動態、さらに気道上皮細

胞の傷害、気道基底膜下結合組織の肥厚などの気

道の線維性変化を測定することにより、HGFが喘息

の発症を抑制し、重症難治化の改善のみでなくす

でに完成された線維化に対しても治癒効果をもた

らすことが明らかとなり、HGFによる再生医療への

応用が可能となる。 

３．研究の方法 

⑴ マウス喘息発症モデル、喘息モデル及びリモ

プにより確立された喘息

ミン(OVA)で吸入暴露のみ1日から

、OVAを3日間吸入暴

内感作、3日間吸入暴露後、OVA

日間吸入暴露後、

使用するマウスは、Balb/c mice、

tか rse-dependentに

 (BALF)及び血清の採取 

nt 

デリングモデルの作製 

すでに申請者らのグルー

モデルより、まず下記モデルを作製し、これらを基

本モデルとして recombinant HGF あるいは

anti-HGF などの monoclonal antibody を投与し検

討を行う。 

① 卵白アルブ

3日間施行するモデル。 

② OVAで2回腹腔内感作後

露するモデル。 

③ OVAで2回腹腔

にて隔日で4週間、6週間あるいは8週間持続吸

入暴露を繰り返すモデル。 

④ OVAで2回腹腔内感作、3

OVAにて隔日で4週間、6週間あるいは8週間持

続吸入暴露後、4 週から 8 週間経時的に測定す

るモデル。 

今回の研究で

BL/6 mice、TCR-・及び TCR-・ gene deficient 

mice、CD8 deficient mice、・2M deficient mice、

TAP-1 deficient mice、 IL-7 receptor deficient 

mice、CCR5 deficient mice などである。気管内

挿管後吸入メサコリン(MCh)に対する lung 

resistance/ dynamic compliance を

dose-dependen つtime cou コ

ンピューター処理による解析 system にて詳細に

検討する。申請者が所属するグループは上記の

種々のノックアウトマウスを使用し、吸入MChに

対するlung functionの測定方法を開発しており、

さらにこれらのマウスモデルにrecombinant HGF、

anti-HGF mAb、anti-TCR-・ mAb、anti-TCR-・ mAb

の投与あるいはrecombinant HGF や anti-HGF な

どの monoclonal antibody を投与した T 細胞の

adoptive transfer を行うことにより、気道炎症

及び気道過敏性の変化、TGF-・ などの growth 

factorの測定、気道上皮細胞の傷害、気道基底膜

下結合組織の肥厚などの組織学的線維性変化を

検討するが、これらの研究は他のグループには追

従できない世界最先端の研究である。さらに、HGF

と・・T細胞、CD8+T細胞さらにTGF-・との相互

作用に関する詳細な解析が可能であり、innate 

immune response及びremodelingの病態及びHGF

の喘息発症抑制効果、重症難治化の改善効果、さ

らにすでに完成された線維化に対する治癒効果

が明らかとなる。 

⑵ 気管支肺胞洗浄液

気道過敏性測定後、種々のmice及びrecombina



HGFあるいはanti-HGFなどmonoclonal antibody

投与マウスに気管支肺胞洗浄を施行し BALF 中の

炎症細胞とロイコトリエン及びサイトカイン 

(IL-4、IL-5、IL-7、IL-10、IL-13、IFN-・など)、

ケモカイン (eotaxin、IP-10、MIP-1 ・、MCP-1

など)、 growth factor (HGF、 TGF-・、 PDGF、 

VEGFなど)をELISAにて測定する。またBALF中の

T細胞はFACS 解析にて ・・・T細胞、V・・・+T

細胞、V ・・・・+CD8 ・+T 細胞、CD4+T 細胞、

effector CD8+T 細胞、memory CD8+T 細胞、

regulatory T細胞等の種々のT細胞を解析する一

方血清中OVA特異的IgE、IgG1なども申請者が所

属するグループにより確立されたELISA法にて測

定する。 

⑶ 肺組織のH&E染色・各種免疫染色 

肺組織を

いて二週間

se HGFレベルの経時的検討では、OVA

気道過敏性及び気管支肺胞洗浄施行後、

H&E 染色、periodic acid-Schiff (PAS) 染色、

Elastica Masson 染色にて気道上皮の goblet 

cells hyperplasia、collagen fiber などを NIH 

Image analysis systemを用い、顕微鏡デジタル

カメラシステムにて解析する。さらに好酸球細胞

内 major basic protein (MBP)を蛍光標識した

anti-mouse MBP 免疫染色にて Macintosh IPLab2 

softwareを使用し、申請者が所属するグループが

報告しているコンピューターシステムにて解析

する。またHGF及びHGF受容体であるc-Metの免

疫染色を行い経時的な発現を観察することによ

り内因性HGF及び外因性HGFの肺組織における動

態を詳細に検討する。さらに anti TGF-・

・antibody による免疫染色を施行しその局在及

びHGFとの相互作用の検討を行う。気道上皮細胞

から産生される種々のgrowth factor (HGF、TGF-

・、PDGF、VEGFなど) や ・-smooth muscle actin 

(・-SMA)、muscle proliferative cell nuclear 

antigen (PCNA)、またコラーゲンなどの細胞外マ

トリックス蛋白を免疫染色にて検討する。 

４．研究成果 
⑴ HGFによる気管支喘息の治療効果 

我々はまず、卵白アルブミン(OVA)を用

間隔で2回腹腔内感作を行い、その二週間後にOVA

を三日間連続吸入暴露することにより喘息モデル

を作製し、メサコリン(methacholine)吸入に対す

る気道過敏性および気道局所への炎症細胞浸潤を

検討した。この喘息モデルは喘息患者と同様に有

意な気道過敏性の亢進、気道局所における好酸球

およびリンパ球の集積、さらに気管支肺胞洗浄液

（bronchoalevolar fluid; BALF）中Th2サイトカ

インおよび血清中OVA特異的IgE抗体の産生亢進

を認めた。 

BALF中のmou

で感作も暴露も行っていない無処置マウスでは

HGF レベルは低値（0.5±0.16 ng/ml）であった。

OVAによる腹腔内感作後、3日間吸入暴露施行群で

は有意に上昇し（3.80±1.82 ng/ml）、さらに引き

続きOVAの吸入暴露を2週間持続することにより

HGF レベルはピークに達したが（6.77±1.08 

ng/ml）、4 週間連続吸入暴露後には再び低下した

（2.06±0.76 ng/ml）。一方、肺組織中のHGFのレ

セプターであるc-Met の免疫染色による検討では、

c-Met 発現はこの内因性 HGF レベルとほぼ平行し

て増減したが、逆にBALFおよび肺組織中のTGF-b1

レベルは吸入暴露後持続的に増加することが判明

した。すなわち肺組織における内因性 HGF の発

現・産生レベルは、抗原刺激のない平常時では非

常に低値であり、抗原の感作、暴露によるアレル

ギー性気道炎症を基盤とした喘息の発症とともに

一時的に急速に上昇するが、その後の持続暴露に

よる気道リモデリングの形成とともにHGF レベル

は再び低下することより、気管支喘息の発症およ

び重症難治化のメカニズムにおいて気道局所にお

ける内因性HGF/c-Metは相反的に変動するTGF-b1

とともに非常に重要な役割を担っていることが明

らかとなった。この OVA 吸入暴露時に human HGF

の皮下投与を行い上記の抗原特異的アレルギー性

気道炎症に対する治療効果を比較検討した。HGF

は気道局所への好酸球やリンパ球等の炎症細胞の

集積、BALF中IL-4、IL-5、IL-13産生の増加のみ

でなくOVA特異的IgE抗体の産生亢進を有意に抑



制し、さらに気道過敏性を濃度依存性に有意に抑

制した。またHGFには気道上皮の胚細胞の過形成、

粘液産生増加に対する有意な抑制効果が認められ

た。一方、中和抗体（抗HGF抗体）をOVA吸入暴

露時に投与し内因性HGF を中和することにより、

気道過敏性は有意に亢進し、BALF中炎症細胞の増

加およびTh2 サイトカインの産生亢進作用が認め

られた。したがって内因性HGF は抗原特異的に亢

進したアレルギーカスケードを down-regulation

しているのみでなく、治療薬としてのHGF 投与は

アレルギー性気道炎症の中心的役割を担っている

気道局所におけるTh2 サイトカイン産生を抑制す

ることにより気道過敏性の亢進を有意に抑制する

ことが明らかとなった。 

⑵ HGFの気道炎症抑制メカニズム 

メカニズムと

HGFの治療効果 

Aを4

喘息の気道炎症に対するHGF の抑制

して、抗原刺激による樹状細胞等の抗原提示細胞

—Tリンパ球の免疫応答機序の抑制作用が考えられ

る。まずTh2 サイトカインの産生制御作用を有す

るTh1サイトカインであるIFN-gの欠損マウスを

用いて同様にHGF の効果を比較検討した。 Human 

HGF を投与した IFN-g 欠損喘息マウスでは、気道

過敏性および気道局所への好酸球やリンパ球の浸

潤、BALF中IL-4、IL-5、IL-13産生の抑制効果は

認められなかったが、TGF-b1、PDGF、NGF といっ

た増殖因子活性に対しては有意な抑制効果が認め

られ、HGF の気道炎症に対する抑制効果には一部

IFN-g 依存性機序が関与している可能性が示唆さ

れた。また、HGF は抗原特異的免疫応答における

樹状細胞の機能を抑制することにより気道炎症を

制御する可能性も示唆されている。しかしHGF の

作用機序は多岐にわたって非常に複雑であり今後

更なる検討が必要である。 

⑶ 気道リモデリングに対する

現在喘息治療の第一選択薬と考えられている吸入

ステロイド薬および気管支拡張薬、抗ロイコトリ

エン薬等を併用しても喘息症状がコントロールで

きない不可逆性気道狭窄による重症難治性喘息が

問題となっている。この原因として気道炎症の持

続に伴う気道上皮下の線維化、気道平滑筋の肥厚、

胚細胞の過形成による粘液産生の増加など気道壁

のリモデリング形成が想定されているが、我々は

この気道リモデリングに対する human 

recombinant HGFの治療効果を検討した。 

OVAを用いて喘息モデルを作製後、隔日でOV

週間連続吸入暴露することにより気道リモデリン

グモデルを作製し経時的に詳細な検討を行った。

本モデルは喘息モデルと同様に、気道過敏性の亢

進、気道局所における炎症細胞浸潤（喘息モデル

と比較し好酸球の軽度減少、リンパ球の増加）お

よびTh2 サイトカインの増加が認められたが、さ

らに慢性重症喘息に認められる BALF および肺組

織中TGF-b1等の増殖因子の増加・過剰発現ととも

に気道上皮杯細胞の過形成、上皮基底膜下コラー

ゲン線維の増加および気道平滑筋の肥厚など線維

化を中心としたリモデリング変化が有意に認めら

れた。このような気道リモデリングがすでに形成

されたマウスに、human HGF の皮下投与を 2 週間

施行し抗原特異的気道炎症、気道過敏性および気

道の線維性変化に対する効果を比較検討した。そ

の結果、対照群と比較してHGF 投与マウスでは、

気道炎症のみでなく気道リモデリングもその発現

に寄与する気道過敏性の亢進は有意に抑制され、

BALF 中好酸球やリンパ球、IL-4、IL-5、IL-13 な

どのTh2 サイトカインおよび気道の線維化を促進

すると考えられるTGF-b1、PDGF、NGF といった増

殖因子活性の有意な抑制効果が認められた。さら

に肺組織の検討より、気道上皮杯細胞の過形成、

粘液産生の増加およびTGF-β1 免疫染色による気

道周囲、血管周囲のTGF-β1 の発現増強のみでな

く、Masson染色による上皮下コラーゲン線維およ

び a-SMA (a-smooth muscle actin)免疫染色によ

る気道平滑筋の増加など気道リモデリングと考え

られる線維性変化も有意に抑制されることが確認

された。一方、抗HGF抗体で内因性HGFを中和す

ることにより、肺組織における気道および血管周

囲のTGF-β1 陽性細胞数は有意に増加した。以上

より、気道炎症では好酸球、気道リモデリングで



は筋線維芽細胞が主たる産生細胞と考えられてい

るTGF-b1の産生、発現上昇と内因性修復因子とし

てのHGF の相反的減少が気道リモデリング発症の

重要な要因となる可能性が高い。HGF治療はTGF-b

とHGFのシーソーバランスをHGF優位に誘導する

ことにより、TGF-b の発現抑制とともにコラゲナ

ーゼなど細胞外マトリックスの分解を促進し、さ

らにHGF の有する上皮系細胞の増殖、遊走、形態

形成誘導活性、抗アポト—シス作用等により気道の

線維化の阻止と組織の再構築を促す結果強力な気

道リモデリング改善効果を発揮する可能性が示唆

される。 

⑷ HGF治療の今後の展望 

意に抑制するのみでな

な発表論文等 

HGF は気道過敏性亢進を有

く、気道炎症の持続に伴う気道壁のリモデリング

形成により重症化したステロイド耐性で重積発作

を繰り返す難治性喘息患者に対しても治療効果を

有することが想定され、human recombinant HGF

は今後喘息の治療薬としてきわめて有望な薬剤と

考えられる。また将来的にはHGF の投与方法とし

て気道局所に直接的効果が期待できるネブライザ

ーあるいはエアゾルによる吸入法も有用である。

さらに、HGF が気管支喘息の気道炎症を有意に抑

制したことより、同様にTh2 サイトカイン産生優

位の免疫反応がその発症、増悪に関与しているア

トピー性皮膚炎あるいはアレルギー性鼻炎等の喘

息以外のアレルギー疾患にも治療効果が期待でき

る。 
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