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研究成果の概要（和文）：気道のウィルス感染はCOPD・喘息の増悪の誘因となる。B7-H1(別名PD-L1）はウィルスが感
染した細胞に発現が誘導され抗ウィルス免疫を減弱させる。この機序を解明することでウィルス感染の遷延化を頓挫さ
せる治療が可能となる。我々はヒト気道上皮細胞をウィルス由来2本鎖RNAの擬似合成物であるpoly IC、あるいは呼吸
器合胞体ウィルスで刺激することによってB7-H1発現を誘導する実験において、B7-H1発現がPI3キナーゼ依存性である
ことを明らかにした。さらにマウスのpoly IC気管内投与による気道炎症モデルを確立し、PI3キナーゼ阻害剤投与が肺
におけるB7-H1発現を抑制する傾向を確認した。

研究成果の概要（英文）：Airway viral infection leads to exacerbation of COPD and asthma. B7-H1(PD-L1) is 
induced on virus-infected cells and works as an inhibitor of anti-viral defence. The elucidation of 
induction mechanisms is expected to dampen persistent infection. In an experimental model in which B7-H1 
is induced by a synthetic analogue of viral double-stranded RNA, poly IC, or respiratory syncytial virus 
on human airway epithelial cells, we showed that virus-related induction of B7-H1 depends on the 
activation of PI3 kinase, a representative kinase in cell proliferation and maintaining of cell survival. 
Additionally, we have developped in vivo experimental model that airway inflammation with B7-H1 
upregulation is induced by intra-tracheal administration of poly IC in mice. Treatment of mice with a PI3 
kinase inhibitor tended to attenuate the poly IC-induced upregulation of B7-H1. These results suggest 
that PI3 kinase may be a therapeutic target of virus-induced pathgenesis of chronic airway diseases.

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
我が国の COPD 有病率は 40 歳以上の人口の
8.5%を占め、基盤研究として進行機序の解明
が重要である。COPD の進行には増悪が寄与す
ることが指摘されている。これら増悪の多く
はウィルスや細菌による気道感染によって
引き起こされる。一方、気管支喘息はガイド
ラインに準拠した吸入ステロイド主体の定
期治療が普及することによってコントロー
ルが容易になった。その成果は喘息死件数の
大幅な減少にも反映されているが、それでも
年間 2000 人近くが喘息死している。喘息死
の多くにウィルス感染による増悪が関わっ
ている。増悪が成立する機序の解明には、
COPD・喘息と感染の複合病態を検討すること
が求められる。 
我々は B7-H1(別名 PD-L1)と呼ばれる共抑

制分子に着目してきた。B7-H1 は病原体を含
む danger signal で刺激された樹状細胞や組
織構成細胞に発現が誘導される。B7-H1 はウ
ィルス特異的細胞傷害性T細胞を抑制するこ
とで抗ウィルス免疫を回避するエスケープ
分子として機能していることが報告されて
いる。すなわち感染の遷延により基礎疾患の
増悪に関与する可能性がある。我々は培養ヒ
ト気道上皮をウィルス関連分子 2本鎖 RNAで
刺激すると、B7-H1 の発現が増強し、その発
現はステロイド抵抗性であることを報告し
た（Tsuda et al. 2005, BBRC）。また、マウ
ス喘息モデルにおいて抗原感作時に軽度の 2
本鎖 RNA 負荷が加わると、樹状細胞に発現し
た B7-H1 を介して IL-13 を選択的に産生する
CD8T 細胞が誘導され抗原曝露後の喘息反応
が増強されることを報告した（Matsumoto et 
al. 2011, AJRCMB）。これらの検討から、ウ
ィルス感染による COPD や喘息の増悪におい
て、B7-H1 や自然免疫系の産物は有力な治療
標的となることが示唆された。 
抗 B7-H1抗体は悪性腫瘍において減弱した

腫瘍免疫を再賦活させる生物製剤として開
発が進んでいるが、高コストであり感染によ
る増悪のような病態への汎用化は困難であ
る。そこで我々は、B7-H1 の発現機序を解析
する研究を進め、その発現が転写因子
NF-kappaB 依存性であり、ステロイドと長時
間作用型 beta2 刺激薬（LABA）の併用によっ
て抑制できることを見出した。ステロイドと
LABA の配合薬は COPD や喘息の治療薬として
汎用され、増悪の予防にも有効であることが
示されている。一方、COPD で吸入ステロイド
が肺炎を増加させる懸念や喘息に LABA を長
期使用することへの懸念も指摘されており、
別の作用に基づく創薬が求められる。 
 

２．研究の目的 
気道局所におけるB7-H1発現を抑制すること
によってウィルスを早期に排除し、COPD や喘
息の増悪を予防する治療法をめざす。特にウ
ィルス感染によるB7-H1発現誘導の機序を詳
細に解明することによって、その各過程を制

御する低分子化合物を同定し、低リスク・低
コストの創薬をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1)培養気道上皮を用いた in vitro 実験計
画：ヒト気道上皮培養株 BEAS-2B を合成 2本
鎖 RNA である poly IC あるいは呼吸器合胞体
ウィルス（RSV）で刺激することによって
B7-H1発現を誘導させる in vitro 実験系を使
用し、汎 PI3-キナーゼ阻害剤、選択的 PI3-
キナーゼガンマ阻害剤、および選択的 PI3-
キナーゼデルタ阻害剤の影響を検討した。
B7-H1 の発現はフローサイトメトリーを用い
た。さらにキナーゼの活性化を誘導する上流
シグナル系について、特にオキシダントの関
与を検討し、また、下流シグナルとして代表
的な転写因子であるNF-kappaBの関与を検討
した。解析手段としてはウエスタンブロッテ
ィング, 免疫染色法などを使用した。 
 
(2)マウス気道炎症モデルを用いた実験計
画： 
(1)によって培養気道上皮における B7-H1 発
現増強に PI3-キナーゼ系が関与しているこ
とを確認したため、その病態生理学的意義を
検証するために poly IC の気管内投与によっ
て気道炎症と肺構成細胞にB7-H1の発現を誘
導させる in vivo モデルの作成に着手した。
C57B6 系のマウス（７～10 週令）に吸入麻酔
をおこない、poly IC 溶液を気管内に投与す
る技法を確立した。摘出肺を細切して細胞浮
遊液を作成し、各種標識抗体で細胞集団を分
離認識し、フローサイトメトリーにて B7-H1
の発現強度を解析した。PI3-キナーゼデルタ
阻害剤を経気管的に投与し、炎症や B7-H1 発
現に対する効果を検討した。 
 
(3)PI3-キナーゼデルタ阻害剤の多面的効果
を検証する実験計画： 
我々が効果を確認した PI3-キナーゼデルタ
阻害剤は低分子化合物であり、ウィルス感染
による慢性気道疾患の増悪を予防する創薬
のシードとなる可能性があるが、他の炎症調
節作用や免疫修飾作用も想定され、多面的効
果が期待される。炎症の消退過程ではエフェ
ロサイトーシスと呼ばれるマクロファージ
を主体としたアポトーシス細胞の除去が重
要な役割を果たす。このエフェロサイトーシ
スが減弱すると、炎症が遷延する。タバコ煙
は肺胞マクロファージのエフェロサイトー
シスを減弱させるという報告に基づき、この
減弱過程における PI3-キナーゼデルタの関
与と、その阻害剤の効果を検証した。すなわ
ち、ヒト末梢血から好中球を分離し、紫外線
照射によってアポトーシスを誘導した。マウ
ス肺から気管支肺胞洗浄によって肺胞マク
ロファージを収集し、アポトーシス細胞の貪
食処理（エフェロサイトーシス）をフローサ
イトメトリーで検討した。タバコ煙抽出物で
処理したマクロファージにおけるエフェロ



サイトーシスとそれに対する PI3-キナーゼ
デルタ阻害剤の効果を検証した。 
 
４．研究成果 
(1)の結果： 
ヒト気道上皮培養株 BEAS-2B を poly IC で刺
激すると用量依存性にB7-H1の発現誘導が増
強した。過剰な刺激は細胞をアポトーシスに
誘導するため、遷延性感染のモデルとしての
妥当性を確保するためにアポトーシス誘導
が低レベルにとどまるように poly IC の刺激
濃度を設定した。また、各種化合物の効果を
判定する時間は細胞の生存率を参照にして
24 時間後を基本的に設定した。 
Poly IC による B7-H1 の発現増強は汎 PI3-

キナーゼ阻害剤投与で強力に抑制され、選択
的 PI3-キナーゼデルタ阻害剤で部分的に阻
害され、選択的 PI3-キナーゼガンマ阻害剤は
影響を与えなかった。このような効果は RSV
感染によって発が現誘導されたB7-H1に対し
ても同様に観察された。既報によれば、PI3-
キナーゼデルタの発現は炎症細胞が主体で
あり、気道上皮のような組織構成細胞での発
現の報告はほとんどみられていなかった。気
道上皮にもこの酵素が発現しているかどう
かを検証する必要が生じた。ウエスタンブロ
ッティングによって BEAS-2B 細胞における
PI3-キナーゼデルタ蛋白発現を認め、その蛋
白発現はPI3-キナーゼデルタに対するsiRNA
処置を 48 時間おこなうことによって有意に
抑制され、また B7-H1 発現も部分的に抑制さ
れた。すなわち、気道上皮においても機能的
PI3-キナーゼデルタが発現していることが
証明された。 
我々は以前の研究でB7-H1の発現が転写因

子 NF-kappaB 依存性であり、ステロイドと長
時間作用型 beta2 刺激薬（LABA）の併用によ
って抑制できることを見出していた。しかし
ながら、B7-H1 発現は転写因子 NF-kappaB 活
性化を介するが、PI3-キナーゼデルタ阻害剤
投与はNF-kappaBの活性化には影響しないこ
とをウエスタンブロッティングおよび蛍光
免疫法で確認した。また、PI3-キナーゼデル
タの活性化はオキシダント産生と密接に関
連していることがしられているが、poly IC
刺激によってBEAS-2B細胞にオキシダントが
産生されること、抗オキシダント剤である N-
アセチルシステイン投与がB7-H1発現を抑制
することを確認した。さらにこの poly IC に
よるオキシダント産生はキサンチンオキシ
ダーゼ系の活性化を介するが、他の典型的な
細胞内オキシダント産生系であるNADPHオキ
シダーゼ系やミトコンドリア系の関与はな
いことを確認した。 
 これらの実験結果から、ウィルス感染によ
るB7-H1発現誘導にはキサンチンオキシダー
ゼ系活性化によるオキシダント産生と PI3-
キナーゼデルタ活性化が関与することが明
らかになった。 
 また、poly IC による B7-H1 発現には他の

調節因子も関与している可能性があり、実地
臨床で気道疾患に汎用される抗コリン薬や
PDE4 阻害薬、各種抗菌薬の効果も検討をおこ
なった。抗コリン薬は非生理的濃度である高
濃度ではB7-H1の発現を抑制する傾向がみら
れた。PDD4 阻害剤では Roflumilast が抑制効
果を有することを見出した。各種抗菌薬では
明らかな抑制効果はみられなかった。さらに、
STAT シグナル系の関与についても試験的に
検討をおこない、STAT1, STAT5 は関与しない
が、STAT3 の活性化は poly IC 刺激による
B7-H1 発現増強に対し、部分的にだが抑制作
用を示すことを見出した。 
 
(2)の結果： 
Poly IC の気管内投与量について予備実験を
繰り返し 3 microgram、および 30 microgram
の 2種類の 1回投与法によって用量依存性に
好中球性気道炎症と肺構成細胞における
B7-H1 の発現増強が誘導されることを確認し
た。好中球性炎症は poly IC 投与後、数日で
消退するが、B7-H1 の発現は 1 週間近く持続
することが確認された。 
 PI3-キナーゼデルタ阻害剤を poly IC 投与
の 4 時間前に投与しておくと、3 microgram
の poly IC 投与によって生じる B7-H1 の発現
増強は部分的に抑制されたが、好中球性炎症
には明らかな影響を与えなかった。30 
microgram の poly IC による B7-H1 の発現増
強と好中球性炎症には PI3-キナーゼデルタ
阻害剤の処置は影響を与えなかった。 
 本実験系においては上皮系細胞を主たる
解析標的細胞としていたため蛍光色素標識
した抗サイトケラチン抗体で認識したが、同
抗体は活性化した炎症細胞も一部認識する
傾向があり、細胞特異的な B7-H1 の発現を厳
密に評価することは困難であった。現在は、
2 種類の標識抗体を組み合わせた技法の開発
によって上皮系と炎症細胞系、免疫担当細胞
系のそれぞれにおけるB7-H1の発現動態を検
証する研究に着手している。 
 
(3)の結果： 
肺胞マクロファージによるアポトーシス細
胞のエフェロサイトーシスはタバコ煙抽出
物処置によって濃度依存性に減弱した。この
減弱にはエピジェネティックな分子発現調
節に関与するヒストン脱アセチル化酵素の
活性低下が関与していた。またヒストン脱ア
セチル化酵素阻害剤によってタバコ煙暴露
と同様の濃度依存性の減弱がみられた。PI3-
キナーゼデルタ阻害剤の処置によってタバ
コ煙によるマクロファージのエフェロサイ
トーシス能力の回復が得られた。PI3-キナー
ゼデルタ活性化はヒストン脱アセチル化酵
素活性を抑制することが報告されており、今
回明らかにした知見は抗炎症過程であるエ
フェロサイトーシスの機能不全においても
PI3-キナーゼデルタ阻害剤が有効な創薬候
補であることを示唆するものと考えられる。 
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