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研究成果の概要（和文）：アレルゲンのCJp投与による肺の初期免疫反応として認められた好中球誘導機構につ
いては、CJp自身の好中球に対する走化活性とAMがTLR4ではなくTLR2を介してCJpを認識し、IL-1βmRNA発現の増
強を生じ、IL-1βによりAM自身が活性化され、好中球走化性因子であるCXCL1とCXCL2mRNA発現の増強を誘導し、
その結果末梢血から好中球が肺へ誘導された。一方、喫煙はAMのCJpに対する認識機能を低下させ、AMのIL-1β
とCXCL2産生を抑制し、肺胞腔への好中球の遊走を抑制し、その結果好中球を肺間質にとどまらせることにな
り、アレルギー性肺炎症を更に増悪する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cryptomeria Japonica pollen (CJp) is known as an allergen but not cleared to
 innate immunity in the lung. We reported that cigarette smoke (CS) inhibited immune functions of 
alveolar macrophage (AM). CJp and CS are inhaled into the lung and contact with AM. However, it is 
not fully understood whether CJp and CS affect to AM and neutrophils (Neu) infiltration to the lung.
 Therefore, we investigated the effect of CJp and CS on AM and Neu in the lung. The induced Neu to 
the lung by the both of increased mRNA expressions of these cytokines and chemotactic activity of 
CJp caused lung inflammation, and CS inhibited the influx to alveolar space in the lung of Neu and 
Neu stay to interstitial tissue in the lung by these functional suppressions of Neu and AM. These 
results suggest that CS may inhibit secondly immune response in the lung and exacereblate allergy 
inflammation in the lung.
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１．研究開始当初の背景 
喫煙が健康に対し、悪影響を及ぼすことは知
られているが、実験データをもとにした科学
的研究は少ない。喫煙防止教育を行う上でも、
喫煙に対する科学的データを基にして教育
する必要がある。喫煙に関する研究は、慢性
閉塞性肺疾患、肺ガン発症についての研究が
多く、喫煙とアレルギー発症による健康への
影響についての遺伝子レベルでの科学的な
研究は、国内・国外ともに殆どされてない。    
これまで、タバコ主流煙喫煙により肺の免疫
細胞である肺胞マクロファージ、NK 細胞の表
面抗原、サイトカインの遺伝子発現及び細胞
傷害活性の低下、癌の肺転移と活性酸素の産
生が促進されることをマウス、ヒトについて
報 告 し て き た
（Respiration,68:262-267,2001, 臨床免疫
44 ： 546-550,2005, Respiration 
77:91-95,2009）。また、マウスに一定量のタ
バコ主流煙を喫煙させ、タバコ喫煙により肺
胞マクロファージから活性酸素の産生が促
進され、喫煙による過剰な活性酸素により肺
上皮組織及び免疫細胞のDNA損傷が誘導され、
肺胞マクロファージに異常が引き起こされ
ることを解明し、タバコ喫煙が健康に及ぼす
影 響 を 明 ら か に し た （ Inhal Toxicol 
21:1229-35, 2009, Advances in Bioscience 
and Biotechnology,4:1-7,2013）。肺に免疫
細胞が移動する速度も可視化できる系によ
り測定した（Journal of ApiProduct and 
ApiMedical Science 2:149-154,2010,）。喫
煙による健康への影響については、肺免疫系
に影響を及ぼし炎症を引き起こすことを報
告した（Inhal Toxicol 20:623-633,2008）。
タバコ主流煙には多くの有害物質が含まれ
ており、健康なヒトへの影響が社会的にも大
きな問題となっている(FEMS Microbiology 
Letters 317:109-116,2011)。喫煙とアレル
ギーの関係は疫学的な報告はされているが、
実験科学的な研究が進んでいないのが現状
である(臨床免疫 48:673-681, 2007)。喫煙
による健康への影響については肺免疫系へ
の影響を報告してきた (International 
Journal of  Bioscience, Biochemistry and 
Bioinformatics 3:125-128,2013)。しかし、
喫煙による肺胞マクロファージのアレルギ
ー発症への影響については国内・国外ともに
科学的な詳細な分子レベルでの解明はされ
ていない。そこで、これまでの研究成果を踏
まえて、喫煙による健康への影響を解明する
ことは大変意義があると考え、喫煙すなわち
タバコ主流煙の肺の初期免疫で重要な肺胞
マクロファージへの影響とアレルギー発症
との関係について着目した。既にレーザー粒
子測定装置を装着させ、タバコ主流煙の粒子
量、粒子サイズ、粒子濃度をリアルタイムで
モニター出来るタバコ主流煙自動喫煙設備
を作成し、マウスにタバコ主流煙を、一定量、
一定濃度、一定期間、均一に暴露させること
が出来、主流煙喫煙の影響を正確に客観的に

評価できる系を確立している。喫煙が肺免疫
系の初期免疫応答で重要な肺胞マクロファ
ージに影響を及ぼすことを認めたが、影響を
受けた肺胞マクロファージが、今回スギ花粉
に対するアレルギー発症にどのような影響
を及ぼしているかについて、細胞、遺伝子レ
ベルで殆ど解明されていない。そこで本研究
では、これまでの主流煙の喫煙研究を発展さ
せ、タバコ主流煙による肺免疫の重要な役割
を担っている肺胞マクロファージへの影響
がスギ花粉に対してどのような免疫応答を
するのかについて、これまで研究を行ってき
たタバコ主流煙の研究をもとにアレルギー
発症との関連への影響を解明することは、健
康科学上大変意義がある。 
 
２．研究の目的 
喫煙による健康への影響は重要な社会問題
である。しかし、喫煙とアレルギー発症の関
係についての実験科学的な研究は非常に少
ない。特に、肺の初期免疫で重要な役割をし
ている肺胞マクロファージに着目し、喫煙の
影響とアレルギー発症の関係に焦点を絞っ
た研究は国内、国外ともにされていない。本
研究は、リアルタイムでタバコ主流煙の粒子
数、濃度を測定できる自動喫煙設備を作成し、
マウスにタバコ主流煙を一定量均一に吸入
させ、喫煙による影響を正確に客観的に評価
出来る系を用いて、喫煙による肺胞マクロフ
ァージへの影響とアレルギー発症の連につ
いて研究し、喫煙による肺胞マクロファージ
の遺伝子変異への影響とアレルギー発症の
関係を分子免疫学的に解明し、喫煙によるア
レルギー疾患発症の予防に役立てることが
目的である。 
 
３．研究の方法 
主要設備である自主製作したタバコ自動喫
煙装置にレーザー粒子測定装置を装着させ、
副流煙の粒子量、粒子サイズ、粒子濃度をリ
アルタイムでモニター出来るタバコ煙自動
喫煙設備を作成し、C57BL/6、雌、8週齢マウ
スに一定量、一定期間（10 日間）、モニター
No.2 リファレンスタバコ煙を喫煙させ、喫煙
マウスを作製した。喫煙後、マウスに CJp 
600μg を気管支内投与後、マウスを麻酔死さ
せ、主気管支を露出後注射器で主気管支内に
PBS を 1ml 注入し回収する操作（気管支肺胞
洗浄法）により気管支肺胞洗浄液を回収した。
回収した気管支肺胞洗浄液を 1000rpm、10 分
遠心し、上清を除去後、RPMI1640 で懸濁し肺
胞マクロファージ細胞浮遊液を調製した。 
 
４．研究成果 
AMの TLR4と CD14陽性細胞比率はCJp投与に
よる有意な差は認められなかったが、TLR2 陽
性細胞比率は有意に減少し、CD11b 陽性細胞
比率は有意に増加した。好中球の IL-1β、
CXCL1、CXCL2 及び MMP-9mRNA は、CJp 投与に
より有意に増加した。また AM の IL-1β、



CXCL2mRNA 発現は、CJp 刺激により有意に増
加した。好中球の走化活性の指標である
Direction(平均移動方向)と Velocity(平均
移動速度)は、CJp 及び Cryj1 で有意に増強し
た。病理組織学所見において、CJp により肺
胞腔と間質に好中球の浸潤による炎症変化
が認められた。また、TLR4 遺伝子欠損マウス
でも、CJp による好中球の肺への誘導が認め
られた。CJp により初期免疫反応として肺へ
の好中球誘導が認められたことから、マウス
にタバコ主流煙を 10 日間曝露後、CJp 気管支

内投与を行い、タバコ主流煙曝露による影響
を 検 討 し た 。 喫 煙 に よ り 、 AM の
TLR4,CD14,TLR2,CD11b 陽性細胞比率、CJp 刺
激による IL-1β 及び CXCL2mRNA 発現が減少
し、好中球の肺への誘導が抑制された。また、
好中球機能の MMP-9mRNA 発現と Cryj1 に対す
る走化活性が減少した。また肺組織所見では、
喫煙により CJpj 粒子の周囲と肺間質により
強い好中球の浸潤が認められた。 

以上の結果より、CJp 投与による肺の初期
免疫反応として認められた好中球誘導機構
については、CJp 自身の好中球に対する走化
活性とAMが TLR4ではなくTLR2を介してCJp
を認識し、IL-1βmRNA 発現の増強を生じ、
IL-1βにより AM 自身が活性化され、好中球
走化性因子である CXCL1、CXCL2 及びエラス
チン分解酵素であるMMP-9mRNA発現の増強を
誘導し、その結果末梢血から好中球が肺へ誘
導されたことが示された。一方、喫煙は AM
の CJp に対する認識機能を低下させ、AM の
IL-1βと CXCL2 産生を抑制し、誘導された好
中球の MMP-9 産生及び CJpに対する走化活性
を抑制することで、肺への好中球誘導を減少

させた。また、喫煙による肺胞腔への好中球
の遊走抑制は、好中球を間質にとどまらせる
ことにより肺組織を傷害し、肺炎症を更に増
悪する可能性が示唆された。 
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