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研究成果の概要（和文）：神経栄養因子は近年全身組織での発現や神経保護作用以外の役割が解明されている。
神経栄養因子の一つであるNeurturin(NRTN)についてはマウスの研究では喘息などのアレルギー性気道炎症への
関与が報告されていた。本研究では喘息患者から採取した誘発喀痰を用いて、喀痰中のNRTN濃度を測定したとこ
ろアトピー型喘息で高濃度であったり、喀痰中の好酸球や呼気NO濃度、分子的な検討では喀痰中IL-5やIL-13と
の有意な正の相関を認めるなどヒトにおいても2型炎症との関連が示唆される結果であり、さらに喀痰中のMMP-9
と負の相関を認め気道リモデリングとの関連も示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurturin (NRTN) is a neurotrophic factor that was originally identified in 
the development and maintenance of neural cells.　The purposes of the present study were to confirm 
the presence of NRTN in the airways and to investigate the clinical and pathogenetic roles of NRTN 
in asthma. All asthmatic subjects had detectable sputum NRTN levels, with a mean (SD) level of 2.04 
(1.29) ng/mL. The sputum NRTN levels had significant positive correlations with sputum eosinophil 
and exhaled nitric oxide levels, and were significantly higher in the atopic subjects than in the 
non-atopic subjects. In sputum inflammatory analyses, sputum NRTN level was positively correlated 
with IL-5 and IL-13 levels, and negatively correlated with matrix metalloproteinase (MMP)-9 level. 
It is plausible that sputum NRTN could serve as a new marker for Type 2 airway inflammation, 
implicating its role in the process of airway remodeling in asthma. 

研究分野：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
神経栄養因子は当初中枢神経組織の成長や維持に関連する物質と考えられていたが、近年全身組織における同物
質の発現やその役割が解明されている。
本研究では喘息患者から採取した誘発喀痰を用いて、神経栄養因子の一つであるNeurturin(NRTN)の喀痰中濃度
を測定しアトピー型で高濃度で、喀痰好酸球や呼気NO濃度、分子的な検討では喀痰中IL-5やIL-13との有意な正
の相関を認めるなど2型炎症との関連が示唆され、さらに喀痰中のMMP-9と負の相関を認め気道リモデリングなど
との関連も示唆された。今後NRTNの気道リモデリング抑制効果などが予想され、新たな喘息治療のターゲットと
なりうる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 
(1) Neurturin (NRTN) はグリア細胞株由来神経栄養因子(GDNF)ファミリーのリガンド(GFL)の
１種である。GDNF はトランスフォーミング成長因子(TGF)-βに構造的に関連するタンパク質で、
リガンド結合成分として作用するグリコシル-ホスファチジルイノシトール(GPI)アンカー型コ
レセプター(GFRα1-4)を介してシグナルを媒介する(1,2)。GDNF ファミリー（GDNF、NRTN、Artemin、
Persephin）などの神経栄養因子はさまざまな神経系の成長と生存に関与することで知られてい
る(3)。NRTN は神経細胞の機能を制御する作用があり、パーキンソン病などの神経変性疾患の治
療薬として臨床試験が行われている (4)。また、GDNF、NRTN、およびそれらの主要な受容体(GFRα
1 および GFRα2)の mRNA は、胚発生中、特に上皮間葉系相互作用において発現することが報告さ
れている。GDNF と NRTN は上皮構造の伸長に重要な役割を果たしている(5)。 
 
(2) 近年神経系と免疫系が双方向の相互作用を示し、組織の恒常性と炎症に重要な役割を果た
す可能性が示唆されている(神経免疫クロストーク)(6)。GFL は末梢組織の神経系外の炎症中に発
現し、神経成長因子としての役割に加えて炎症にも関与していることが示唆されている。GDNF と
NRTN はどちらも気道平滑筋細胞で検出されるが、GFRα2、RET、および神経細胞接着分子は主に
呼吸器上皮細胞で検出されている(7)。NRTN は LPS 刺激されたヒト末梢血単核細胞からの IL-6 お
よび TNFαの分泌を阻害することにより抗炎症作用を認めている(8)。アレルギー性気道状態の急
性期と慢性期の両方における抗炎症効果は、NRTN ノックアウト(NRTN-/-)マウスモデルで報告さ
れている(9,10)。しかし、喘息患者における NRTN の役割に関してはこれまで報告されていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 成人喘息患者の喀痰 NRTN 濃度が測定可能か否か、また可能であれば同時期に採取された
血清中濃度との関連を検討する。 
 
(2) 喀痰 NRTN 濃度と成人喘息患者の臨床的な背景、喘息重症度と喀痰中の炎症細胞や分子病
態との関係を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究は福島県立医科大学附属病院呼吸器内科外来に定期通院中の成人喘息患者を対象と
した横断研究である。対象患者は米国胸部疾患学会の基準に従って診断され、喘息のコントロー
ル状態と重症度は日本アレルギー学会のガイドラインに従って評価され、重症度に基づいて軽
症(軽症間欠型および軽症持続型)、中等症(中等症持続型)、または重症(重症持続型)の 3 つのグ
ループに分類し、診療録から過去 1 年間の喘息増悪歴について調査した。  
 
(2) 少なくとも過去 4 週間に喘息の増悪がなかった状態下で、喘息のコントロール状態や炎症
病態の評価のため、同日に呼気一酸化窒素濃度(FeNO)測定、肺機能検査、および喘息コントロー
ル質問票(ACT)、誘発喀痰の採取を実施。さらに、血清 NRTN の測定に同意した被験者から血清検
体を採取した。 
 
(3) 誘発喀痰検体から上清を採取し炎症性サイトカインや細胞外マトリックス測定を行った。
採取した喀痰中の炎症細胞分画を計測し、好酸球、好中球の割合に基づき 4 つの炎症グループに
分類した (11)。4 グループはそれぞれ、好酸球性喘息(好酸球 ≥ 2%、好中球 < 50%)、混合顆粒球
性喘息(好酸球 ≥ 2%、好中球 ≥ 50%)、好中球性喘息(好酸球 < 2%、好中球 ≥ 50%)、および乏顆
粒球性喘息(好酸球 < 2%、好中球 < 50%)と定義した。 
 
(4) 喀痰および血清 NRTN は ELISA 法で測定した。ELISA は喀痰 NRTN 濃度測定のため、ELISA キ
ットを使用して実施された(LifeSpan BioSciences 社製、測定範囲:0.313–20 ng/mL、感度 0.114 
ng/mL)。Liu らの報告(12)から、血清 NRTN 濃度が喀痰中濃度を測定した ELISA キットの検出の測
定限界未満である可能性が示唆されたため、他の ELISA キット(RayBiotech 社製、測定範
囲:0.036–10 ng/mL、感度 0.036 ng/mL)を用いて血清濃度を測定した。さらに炎症病態の分子的
な検討のため、ELISA キットを用いて喀痰上清液中の IL-4、IL-5、IL-13 を 2 型炎症の指標とし
て、IL-6 を炎症性サイトカインの指標として、インターフェロン(IFN)-γを 1 型炎症の指標と
して測定した。さらに、マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)-2 および MMP-9 も測定した。
(IL-4、IL-5 および IL-13：Invitrogen 社製; IL-6および MMP-9: R&D Systems 社製; MMP-2: 
Proteintech 社製; IFN-γ: Immuno-Biological Laboratories 社製)。  
 
(5) 測定した喀痰 NRTN 濃度について以下の検討を行った。 

① 喀痰 NRTN 濃度と血清 NRTN 濃度の関連。 
② 喀痰 NRTN 濃度と喘息の臨床的指標(アトピー素因の有無、喘息重症度、増悪)との関連、



喘息コントロール指標(FeNO、肺機能、Asthma Control Test(ACT)点数)または喀痰炎症細
胞分画との関連。 

③ 喀痰 NRTN 濃度と誘発喀痰上清液中の炎症性サイトカイン濃度と細胞外マトリックス濃
度との関連。 

 
４．研究成果 
(1) 成人喘息患者 65 人が研究に参加したが臨床データ不足のため 1 人が研究から除外され、
64 人 (男性 32 人/女性 32 人、平均(±標準偏差)年齢 64(±12)歳)について検討された。喘息
重症度は軽症 13 人、中等症 26 人、重症 25 人。アトピー型喘息 47 人(74％)、アレルギー性鼻
炎合併 35 人(55％)、慢性副鼻腔炎合併 19 人(30％)。喘息コントロール指標は、対標準 1 秒量 
81.5(±22.2)％、FeNO 78(±62)ppb、ACT 点数 18.9(±5.0)点。過去 1 年間の喘息増悪による全
身性ステロイドの使用歴あり 24 人(38％)、救急外来や外来の臨時受診歴あり 17 人(27％)であ
った。 
 
(2) 喀痰 NRTN 濃度は全症例で測定可能範囲内であり、平均 
2.06(±1.31) ng/mL であった。一方、血清 NRTN 濃度は 15 人で測定
し、4 人の濃度は測定感度を下回っていた。11 人の NRTN 濃度は平
均 0.12(±0.10) ng/mL で、血清 NRTN 濃度は喀痰中のおよそ 10 分
の 1 の濃度で検出されたが、喀痰 NRTN と血清 NRTN 濃度の間に有意
な関連を認めなかった(r=0.136、p=0.628)(図１)。 
 
(3) 喀痰NRTN濃度と喘息患
者の臨床的特徴との関連を
検討したところ、喀痰NRTN濃
度はアトピー型喘息で非ア
トピー型喘息よりも有意に
高値であった(平均±標準偏
差；2.19±1.34 ng/mL vs 
1.53±1.0 ng/mL; p=0.046)
が、喘息重症度や固定性気流閉塞(１秒率が 70%未満)の有無、過去 1 年間の喘息増悪の有無で有
意な差を認めなかった。次に喀痰 NRTN 濃度と喘息コントロール指標と関連を検討したところ、
FeNO の間には有意な正の相関を認め(r=0.364、p=0.003)、喀痰
NRTN 濃度と喘息症状(ACT スコア)または肺機能(%予測 FEV1)と
の間では有意な相関を認めなかった(図２)。現在のガイドライ
ンでは 2 型炎症を伴う喘息の分類において、FeNO 20 ppb とい
うカットオフ値を用いている(23)。今回の検討では FeNO 20 ppb
以上の喘息患者と FeNO 20ppb未満の喘息患者の間で、喀痰 NRTN
濃度を比較したが両群間で有意差を認めなかった。好酸球性気
道炎症の指標である喀痰好酸球増加(好酸球分画≥2%)の予測因
子として、喀痰 NRTN 濃度と FeNO を用いて ROC 曲線を作成した
ところ喀痰 NRTN 濃度と FeNO の AUC はそれぞれ 0.578 と 0.945
であった(図３)。 
 
(4) 喀痰 NRTN 濃度と喀痰炎症細胞分画の
関係を検討したところ、喀痰 NRTN 濃度と喀
痰好酸球分画は有意な正の相関(r=0.348、
p=0.005)を認め、喀痰 NRTN 濃度と喀痰好中
球分画とは有意な負の相関を認めた(r=-
0.458、p<0.001)。喀痰 NRTN 濃度は、喀痰マ
クロファージ分画(r = 0.022、p = 0.864)お
よび喀痰リンパ球分画(r = 0.114、p = 
0.371)とは明らかな関連を認めなかった(図
４)。炎症細胞分画による気道炎症別の分類
では、好酸球性 27 例、混合顆粒球性 28 例、
好中球性 7 例、乏顆粒球性 2 例であった。喀
痰 NRTN 濃度は好酸球性喘息群は混合顆粒球
性喘息群よりも有意に高い濃度であった(平
均±標準偏差；2.56±1.57 ng/mL vs 1.58±
0.78 ng/mL; p=0.022)(図５)。 
 



(5) 喀痰 NRTN 濃度と気道炎症病態との関連を検討
するため、喀痰上清を用いて分子的探索を行った。
採取できた喀痰上清量に制限があり、全検体につい
ての全ての炎症性分子を測定することは困難であっ
た(IL-4 と IL-5:44 例、IL-13:51 例、IL-6:36 例、
IFN-γ:38 例、MMP-2:33 例、MMP-9:37 例を測定)。２
型炎症性サイトカインでの検討では、喀痰 NRTN 濃度
は IL-4 とは明らかな関連を認めなかった(r=0.107、
p=0.488)(図 6A)が、IL-5(r=0.315、p=0.037)および

IL-13(r=0.374、p=0.007)と有意な正の相関
を示した(図 6B、6C)。また喀痰 NRTN 濃度と
IFN-γおよび IL-6との間に有意な関連を認
めなかった(それぞれ r=-0.132、p=0.431 お
よび r=-0.207、p=0.226)(図 6D、6E)。喀痰
上清中の細胞外マトリックスの解析では、
喀痰 NRTN濃度は MMP-9と有意な負の相関が
認めたが(r=-0.478、p=0.009)、MMP-2 との
間に有意な関連を認めなかった(r=0.019、
p=0.918)(図 6F、6G)。 

 

(6) これまではヒトの末梢組織で NRTN の発現が報告されているが(8,13)、定量的評価に関する報

告は少ない。NRTN は健康な受胎可能女性群および閉経女性群と比較して、早期卵巣機能不全患

者の血清中で低下していたとの報告されている(12)。本研究では測定した全成人喘息患者におい

て、喀痰中の NRTN が ELISA 法によって検出および定量化することが可能であった。さらに、喀

痰中の濃度は血清中の約 10 倍であった。本研究では肺組織の免疫組織学的解析は行わなかった

が、これまでの報告から誘発喀痰で測定された NRTN は気道上皮細胞に由来するものと考えられ

る(14,15)。 今回の結果は気道に NRTN が存在し、さらに血清よりも高い濃度で存在する可能性が

示唆された。 

 

(7) NRTN-/-マウスの喘息モデルでは正常のマウスと比較して、肺組織および肺排出リンパ節細

胞における好酸球および 2 型免疫応答の数の増加と関連していた(9,10)。 さらに慢性炎症期にお

いて、NRTN-/-マウスは気道組織へのコラーゲン沈着、好中球、MMP-9、TNF-α、IL-6 の高発現な

どの気道リモデリング関連マーカーの増加を認めた。さらに、NRTN-/-マウスに抗原曝露前に NRTN

を投与すると気道リモデリングが抑制された。NRTN はアレルゲンからの刺激に対する応答とし

て気道上皮細胞によって産生され、樹状細胞などの上皮細胞や免疫細胞を調節する可能性、慢性

炎症期では NRTN は TNF-α発現を制御し、気道リモデリングを抑制する可能性が示唆される。本

研究では、喀痰 NRTN 濃度は FeNO および喀痰好酸球と有意に相関しており、この関連は２型サイ

トカイン(IL-5 および IL-13)での検討においても裏付けられた。さらに、アトピー型喘息患者の

喀痰 NRTN濃度は、非アトピー型喘息患者よりも有意に高値であった。今回の検討群では喀痰 NRTN

と同様に、喀痰好酸球および FeNO についても、アトピー性喘息被験者で有意に高く、一方で末

梢血好酸球には両群間で有意差は認められなかった。アトピー状態による喀痰 NRTN 濃度の違い

は喘息における 2 型気道炎症の影響による可能性が示唆された。本研究の結果は NRTN-/-マウス

を用いた研究結果(10)とは逆説的であり、喘息気道における強い２型免疫応答に対するネガティ

ブフィードバックとして気道中で NRTN が上昇している可能性を示している。しかしながら、後

ろ向きに検討した喘息増悪や気流閉塞の有無での検討では、喀痰 NRTN 濃度に明確な違いは認め

ず、臨床的検討では気道において NRTN が強い２型炎症を緩和し、疾患の病勢を抑制するかどう

かは明らかではなかった。さらに、喀痰 NRTN が好酸球性気道炎症を反映するマーカーとなりう

るかを ROC 曲線で解析したが FeNO のような好酸球性気道炎症の敏感マーカーであるとは結論付

けることはできなかった。NRTN の２型炎症抑制効果を臨床的に検討するためには、喀痰中の NRTN

濃度の経時的変化の検討などさらなる研究が必要と考えられた。 

 

(8) 喀痰 NRTN 濃度は、好酸球群よりも混合顆粒球性喘息群で有意に低値であった。喀痰好酸球

分画 2%以上かつ好中球分画 50%以上の混合顆粒球性喘息患者は肺機能経年低下が大きかったと

報告されている(11,16）。本研究結果からは低 NRTN 濃度も混合顆粒球性喘息における気道リモデリ

ングのリスクである可能性があることを示唆している。さらに喀痰 NRTN 濃度は喀痰上清の MMP-

9 濃度と負の相関を認めた。MMP-9 は喘息患者の血液、気管支肺胞洗浄液、喀痰、および経気管

支生検検体に見られる主要な MMP であり、組織での MMP-9 活性の増加は、気道壁におけるコラー



ゲン沈着の増加に関連してた(17)。 さらに本研究では、固定性気道閉塞を喘息安定期における気

道リモデリングの指標として使用したが、この 2 つの指標間で喀痰 NRTN 濃度に有意差は認めら

れず、喀痰 NRTN 濃度と喘息の気道リモデリングに関連する炎症性サイトカインである IL-6 と

の関連も認められなかった。気道 NRTN が喘息状態における気道リモデリングを抑制するかどう

かを明らかにするためには、今後喀痰中の NRTN 濃度とともに経年的な呼吸機能の変化を観察す

るような前向きな検討が必要と考える。  
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