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研究成果の概要（和文）：本研究では、好中球における toll-like 受容体、主に TLR8 が COPD
病態で重要である酸化ストレスにより NF-κB 経路の活性化を介してその機能が促進されるこ
とを示した。この機序がウイルスによる COPD 増悪時の好中球性炎症に関与している可能性が
示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we demonstrated that one of toll like receptors, 
TLR8-mediated neutrophilic responses were markedly potentiated via NF-κB signaling by 
oxidative stress which is important in the pathophysiology of COPD. This might potentiate 
the neutrophilic inflammation during the viral-induced COPD exacerbations. 
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１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患（chronic obstructive 

pulmonary disease: COPD）は世界的にみて
罹患率と死亡率の高い疾患であり、2020 年
までには世界で 3番目に多い死因となると予
想されている。COPD において急性増悪はそ
の病態進行のみならず増悪時の入院費増大
など社会的負荷の観点からもその制御が重
要である。最も関連の高い増悪因子のひとつ
が ウ イ ル ス 感 染 と 考 え ら れ て い る が
[Wedzicha JA. Proc Am Thorac Soc 2004]、
ウイルス感染による COPD 急性増悪の機序
は未だ不明である。近年、ウイルス感染時に

産生される 1 本鎖および 2 本鎖 RNA が
toll-like 受容体（TLR）3, TLR7, TLR8 な
どの受容体を介し、上皮やマクロファージ、
樹状細胞などを刺激することで気道炎症を
惹起する報告が散見される [Heil F. et al 
Science 2004]。近年 TLR8 がヒト好中球上に
も同定され、受容体刺激によりサイトカイン
産生などが亢進することが示されている 
[Hattermann K. et al FASEB J 2007] 。 

好中球は好中球エラスターゼ、カテプシン
G、プロテイネース 3 やマトリックスメタロ
プロテアーゼ（ matrix metalloprotease; 
MMP）などの蛋白分解酵素を産生・放出す
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ることで気道や肺胞構造の破壊をもたらし、
COPD の病因において重要な役割を果たす
と考えられており、COPD 気道炎症病態にお
ける好中球の関与を示唆する多くの報告が
ある。近年、我々は好中球上の表面マーカー
であるCD18bとCXCケモカイン受容体であ
る CXCR1 の発現が健常喫煙者に比し増加し、
重症度と相関があることを報告し、COPD 病
態における好中球の関与を示している
[Yamagata T. et al Chest 2007]。   

COPD 急性増悪時には気道において好中
球および好中球エラスターゼが増加してい
ることが示されており、好中球は急性増悪機
序においてもその関与が示唆されている。
COPD では喫煙や炎症細胞由来の酸化スト
レスがその病態形成に重要と考えられ、活性
酸素種を始めとする酸化ストレスによりマ
クロファージなどの炎症細胞は活性化し、
COPD 気道においても酸化ストレスが増加
していることが報告されており、我々もまた
その機序として活性窒素種の関与を示して
きた[Ichinose M. et al AJRCCM 2000]。 

今回、我々は急性増悪時における TLR8 を
介した好中球活性化反応は酸化ストレスが
その病態で重要である COPD 患者において
は健常者に比して増強しており、そのことが
COPD 増悪時の炎症反応増強および COPD
病態の進行に重要であり、その機序の解明が
新たな治療法に貢献できるのではないかと
考え今回の研究を計画した。 
 
２．研究の目的 

COPD の急性増悪はウイルス感染により
惹起されるが、その機序はまだ不明な点が多
く、急性増悪時における TLR8 を介した好中
球活性化という機序を解明し COPD 急性増
悪の機序を明らかにすることである。予想さ
れる結果としては、（１）酸化ストレスは好
中球の TLR8 シグナル経路を活性化する 
（２）酸化ストレスによる NF-κB 系の増強
メカニズムの関与 （３）COPD 群では TLR8
受容体刺激に対しての免疫応答がより亢進
している （４）増悪時にはより TLR8 受容
体刺激反応が亢進していることである。 
また、上記機序に関し、他の炎症細胞やレ

ジデント細胞において TLR 受容体反応性を
検討し、COPD およびその増悪機序における
TLR 受容体システムの役割を解明する上で
の糸口を模索した。 
 
３．研究の方法 
以下の様に患者検体を採取し、分離したヒト
好中球を用いて研究を行った。 
 
（１）対象と検体の採取 
対象は非喫煙健常者、喫煙者、GOLD のガイ
ドラインを満たす COPD 症例とした。それぞ

れの対象患者において事前に呼吸機能検査
を施行し、十分な説明と文章（和歌山県立医
科大学における臨床研究応用についての倫
理審査委員会で認められたもの）による同意
を得た上で、採血を行った。具体的には、末
梢血は通常の採血法で 20ml 採取を行った。 
 
（２）検体採取法および解析法 
① 好中球の分離・培養 
末梢血は採血後ただちに Dextran および
Radioselectan を含む PBS 溶液に加え、好中
球を沈降し分離した。Ficoll-Paque 液に加え
遠心分離を行い、好中球層を回収した。 
 回収後の好中球はただちにTLR8や下位シ
グナル伝達物質である MyD88 および
TRAF6 の蛋白量測定に用いるとともに、1 x 
106 個/ml に調整し、RPMI1640 培養液を用
いて 6～24 wells の培養プレートで培養し、
TLR7/8 のリガンドである R848 と TLR7 の
リガンドである R837 で刺激し、その上清お
よび細胞成分を回収し以下の実験に用いた。 
  
②好中球上における TLR8 発現 
 末梢血から分離した好中球を、抗 TLR8 抗
体を用いて免疫染色し、また、陽性細胞数の
割合を Flow cytometry を用いて検討した。 
 
③サイトカインの測定 
 末梢血より分離した好中球を TLR7/8 のリ
ガンドである R848 および TLR7 のリガンド
である R837 で刺激し、24 時間後の上清中の
IL-8 を ELISA 法を用いて検討した。また、
上清中の IL-1β, IL-6, TNF-α は cytokine 
Beads array kit を用いて測定した。 
 
④スーパーオキサイドの測定 
 R848 刺激 1 時間後に好中球を DHR-123
お よ び 12-o-tetradecanoylphorbol 
13-acetate で 処理 後 flow cytometer で
DHR-123 の蛍光強度を測定し比較検討した。 
 
⑤好中球遊走能の測定 
IL-8(0.3ng/ml) に対する好中球の遊走を
plastic chemotaxis chamber ( 3μm)を用い、
１時間後に膜を透過した細胞数を flow 
cytometer で計測し、比較検討した。 
 
⑥エラスターゼ産生の測定 
Human PMN elastase ELISA kit を用いた。 
 
（３）酸化ストレスによる好中球 TLR8 シグ
ナルへの影響の検討 
 H2O2で前処置を行い、R848 刺激による好
中球の IL-8 放出に対する酸化ストレスの影
響を検討した。また、抗酸化物質である
N-acetyl-L-cysteine 前処理による H2O2作用
の抑制実験を行った。 



 

 

 
（４）酸化ストレスによる好中球 TLR8 シグ
ナルへの影響のメカニズム検討 
①NF-κB のリン酸化 
 H2O2および R848 刺激１時間後に NF-κB
のリン酸化を BD phosflow を用いて検討し
た。 
②western blot 法による受容体および細胞内
シグナルの定量 
細胞質分画を抽出、電気泳動後、抗ヒト

MyD88 抗体、抗ヒト TRAF6 抗体、抗ヒト
IkBα 抗体を用い、western blot 法により検
討を行い、内因性のコントロールとして用い
た β-actin に対する割合で示した。 
 
（５）疾患群および COPD 増悪時との比較 
健常者および COPD 患者、COPD 増悪時

の患者から末梢血好中球を分離し、TLR8 リ
ガンドであるR848刺激による IL-8放出を比
較検討した。 
 
（６）酸化ストレスの TLR3 刺激による単球
由来マクロファージ IL-8 放出に与える影響
の検討 
 健常者末梢血単球を分離し、GM-CSF 存在
下で培養 12 日後、マクロファージ様に分化
した細胞である単球由来マクロファージを
用い、H2O2 前処置の TLR3 のリガンドであ
る poly(I:C)刺激による IL-8 放出に与える影
響を検討した。 
 
４．研究成果 
（図１－６は Yanagisawa S, Koarai A, et al. 
Respir Res 10: 2009, 50-62.より引用した） 
 
（１）ヒト多核白血球における TLR8 の発現
および機能の同定 
健常者ヒト末梢血好中球においてTLR8が

発現しているか否か免疫染色および Flow 
cytometry にて検討したところ、TLR8 は免
疫染色で好中
球にその発現
が認められ、
Flow 
cytometry で
の検討では、
エンドゾーム
などの細胞内
だけではなく、
細胞表面にも
発現している
ことが確認さ
れた（図１、
２）。 

 
 次に、その受容体の機能を確認する目的で、
TLR7 のリガンドである R837 や TLR7/8 の

リガン
ドであ
る
R848
刺激に
よ る
IL-8放
出を検
討した。
R837
刺激で
は反応
が認め
られな
かったが、R848 刺激により、時間および濃
度依存性に好中球からの IL-8 の放出が増強
された。  

IL-8 の放出が TLR のシグナルを介してい
るか調べるために、endosome の酸性化を抑
制することでTLR8のシグナルを抑制する薬
剤である bafilomycin による前処置を行った
ところ、 Bafilomycin は R848 刺激により増
強された IL-8 放出を濃度依存性に抑制した。 
 また、COPD 増悪時に治療として用いられ
るステロイドであるdexamethasoneもR848
刺激により増強された IL-8 放出を濃度依存
性に抑制した。 
 
（２）酸化ストレスの TLR8 刺激によるサイ
トカイン放出、スーパーオキサイド産生、エ
ラスターゼ産生、好中球遊走能に与える影響
の検討 
 酸化ストレス物質である H2O2の TLR8 刺
激による IL-8 放出に与える影響を検討した
ところ、H2O2前処置は R848 刺激による IL-8
放出を濃度依存性に増強した（図３）。 

こ の 増 強 効 果 は 抗 酸 化 物 質 で あ る
N-acetyl-L-cysteine により有意に抑制され
た（図４）。 
 次に、H2O2 のサイトカイン産生に与える
影響を検討したところ、H2O2 前処置は IL-8
同様に TLR8 刺激による TNF-α, IL-6 放出を
有意に増強したが、 IL-1β 放出には影響を与

図３ 

図 １  好 中 球 に お け る
TLR8 の発現（免疫染色） 

透過処理後 

抗 TLR8 抗体 IgG 

図２ 好中球における TLR8
の発現 (Flow cytometry) 

図３ 好中球における H2O2 前処置による
R848 刺激後の IL-8 放出増強効果 



 

 

えなかった。 
 さらに、H2O2の R848 刺激によるスーパー
オキサイド産生、エラスターゼ産生、好中球
遊走能などの好中球機能促進作用を増強す
るか否かを検討したところ、H2O2 および
R848 単独ではスーパーオキサイド産生を増
強しなかったが、その共刺激では有意にスー
パーオキサイド産生を増強した。 
しかし、エラスターゼ産生や好中球遊走能に
関しては H2O2 前処置は増強効果が認められ
なかった。 
 
（３）酸化ストレスの TLR8 シグナルに与え
る影響の検討 
 H2O2 前処置による R848 刺激による好中
球反応の増強効果の機序を解明するために、
R848刺激によるTLRの活性化に重要なシグ
ナルであるNF-κB活性化へのH2O2の影響を
検討した。H2O2および R848 単独刺激により
NF-κB p65 のリン酸化は有意に増強したが、
NF-κB p65 のリン酸化は共刺激により有意
に増強された（図５）。 

また、R848 は IκBα の発現を濃度依存性に減
少し、H2O2前処置は R848 による IκBα 発現
をさらに減弱した。また、NF-κB シグナルを

抑制する薬剤である MG-132 による前処置
は R848刺激による IkBα 発現減弱を抑制し、
H2O2処置による R848 刺激による IL-8 放出
増強効果を有意に抑制した（図６）。さらに、
H2O2の TLR8 の発現や、TLR の細胞内シグ
ナル蛋白である MyD88, TRAF6 に与える影
響を検討したが明らかな影響は認められな
かった。 

 
（４）健常者、COPD および COPD 増悪時
における末梢血好中球を用いたTLR8反応性
の比較検討 
健常者および COPD 患者の末梢血好中球

を用いて、TLR8 リガンド刺激による IL-8 放
出能を比較検討した。COPD 患者の末梢血好
中球は健常者に比し、R848 刺激による IL-8
放出能が有意に亢進していた（図７）。しか
し、健常者と COPD 患者では年齢が健常者に
おいて有意に低く、年齢のマッチングの問題
が残された。COPD 増悪時における好中球
TLR8 反応性が亢進する可能性について検討
を試みたが、増悪時の好中球は活性化のため
か赤血球との分離が困難であり、今回は検討
困難であった。 

 
（５）末梢血単核球由来マクロファージを用
いたマクロファージにおけるTLR3および酸

図４ 

   

 

図６  好中球における H2O2 前処置による
R848 刺激後の IL-8 放出増強作用に対する
MG-132 の抑制効果 
 

図４ 好中球における H2O2 前処置による
R848 刺激後の IL-8 放出増強作用に対す
る N-acetyl-L-cysteine の抑制効果 
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図７ TLR8 刺激による末梢血好中球 IL-8
放出反応に関する疾患群の比較検討 
 

 

図５  好中球における H2O2 前処置による
R848 刺激後の NF-κB p65 リン酸化増強効果 



 

 

化ストレスに対する反応性に関する検討 
 マクロファージは COPD の病態において
重要な役割を担うと考えられており、COPD
増悪機序においてはウイルス由来の dsRNA
を認識するTLR3の発現がマクロファージに
おいてすでに同定されている。今回、好中球
において酸化ストレスがウイルス由来の
ssRNA を認識し TLR8 の反応性を増強する
ことを我々は示しており、マクロファージに
おいても同様の機序が存在する可能性を考
え、単球を GM-CSF で刺激し、マクロファ
ージ様に分化後に TLR3 のリガンドである
poly(I:C)を用いて、H2O2 前処置の poly(I:C)
刺激後の IL-8 放出能を検討した。Poly(I:C)
刺激により IL-8 放出は濃度依存性に増加し
たが、100μM H2O2前処置は有意にこの反応
を増強しなかった。このことは、マクロファ
ージ系では酸化ストレスに対する防御能が
好中球よりも高い可能性も考えられるが、今
回の結果を解釈する上では、さらなる検討が
必要と考えられた。 
 
（６）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 本研究では、酸化ストレス物質である
H2O2 により好中球における TLR8 刺激によ
る IL-8 や IL-6、TNF-α 放出、スーパーオキ
サイド産生が増強し、主に NF-κB 経路の活
性化がその機序に関与していることを初め
て示した。この結果は、酸化ストレス下の病
態ではウイルス感染時にはウイルス由来の
RNA 刺激による TLR8 を介した IL-8 放出が
増強され、オートクライン的機序により好中
球性炎症が増強される可能性を示唆してお
り、Respir Res に掲載された。 
 
（７）今後の展望 
今回、好中球における tol-like 受容体、主に
TLR8がCOPD病態で重要である酸化ストレ
スにより NF-κB 経路の活性化を介してその

機能が促進され、COPD 増悪機序に関与する
可能性を示した。近年では tol-like 受容体は
ウイルスや細菌由来の病原体関連分子パタ

ーン（PAMPs）を認識するのみではなく、細
胞障害時に放出される内因性分子[「ダメー
ジ」関連分子パターン (DAMPs)]を認識する

ことが明らかになってきている。このことか
ら今後の検討では tol-like 受容体を介した
DAMPsのCOPD病態における役割を解明す

ることを目的とした研究も加えて、COPD 病
態における自然免疫の役割を明らかにして
いく予定であり、この機序の解明により

COPD およびその増悪に対する新たな治療
法の開発への道が開かれると考える。 
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