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研究成果の概要（和文）：重症喘息と慢性閉塞性肺疾患 (COPD)の特徴である好中球性気道炎症の病態解析および制御
方法の開発をマウスを用いて検討した。タバコ煙を感染因子と併用で長期投与しても良好なCOPDモデルを確立できなか
った。一方、重症喘息モデルでは、抗原暴露数時間後の呼吸困難に好中球が関わること、その好中球浸潤にマクロファ
ージ由来ケモカイン類が関わること、さらに、内因性に産生される抗炎症性分子インターロイキン (IL)-10がケモカイ
ン産生を抑制して好中球浸潤を抑制することを明らかにした。つぎに、喘息治療に向けて新しい細胞免疫療法の開発に
着手し、試験管内で脾細胞からIL-10産生性Tリンパ球の誘導に成功した。

研究成果の概要（英文）：Neutrophilic airway inflammation, a characteristic feature of severe asthma and ch
ronic obstructive pulmonary disease (COPD), was analyzed using murine models, and regulation of the neutro
philic inflammation was evaluated. Unexpectedly, a good COPD model could not be developed even when cigare
tte smoke was co-administered with an infection factor to mice for a long term. On the other hand, in a mu
rine model of severe asthma, neutrophils were involved in airway obstruction induced several hours after e
xposure to allergen. It was also found that macrophage-derived chemokines were involved in the neutrophili
c airway inflammation. In addition, the neutrophilic inflammation was suppressed by an anti-inflammatory m
olecule, interleukin (IL)-10, which was endogenously produced. Next, development of a new cellular immunot
herapy for asthma was started: Method for induction of IL-10-producing T lymphocytes from spleen cells was
 developed in vitro.
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１．研究開始当初の背景 
気管支喘息は、気道に抗原が反復暴露され

ることによって発症するアトピー疾患であ
る。喘息は、一般に Th2 細胞の活性化による
好酸球性の気道炎症に基づくものであると
される。しかし、重症・難治性の病態では気
道に好中球が浸潤することが知られ、好中球
が病態の増悪に関与している可能性が示唆
されてきた。しかしながら、好中球が喘息の
発症に関与するか否かは明らかではない。ま
た、喘息の治療に広く用いられる吸入ステロ
イドは、好酸球性炎症に対しては抗炎症作用
を発揮するが、好中球性炎症には明らかな有
効性を示さないことも知られており、好中球
の浸潤や活性化を抑制することが喘息の治
療に有用であるか否かも明らかではない。 
一方、慢性閉塞性肺疾患 (COPD) は、主と

してタバコ煙の長期暴露によって発症する
呼吸器疾患である。その発症機序は、喘息と
は異なるものであるが、上記の重症喘息と同
様、好中球性気道炎症を特徴とする疾患であ
る。しかし、COPD には良好な動物モデルがな
く、その発症機序の詳細は不明であり、好中
球の関与の有無も明らかではない。さらに
COPD の治療薬の開発において好中球をター
ゲットとすることの意義も不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，1) 難治性の呼吸器疾患で

ある喘息（重症・難治性）および COPD の病
態における好中球の役割、好中球が肺に浸潤
する分子機構，ならびに浸潤好中球が肺組織
を障害する機構をマウスモデルで解析する
ことにより、新規治療薬の開発のターゲット
となる細胞や分子の候補を挙げることを目
的としている。さらに、2) 好中球の浸潤や
活性化を抑制する治療薬や治療方法の候補
を探索することも目的としている。 
 

３．研究の方法 
喘息モデル：抗原とした卵白アルブミン 

(OVA) を水酸化アルミニウムとともに腹腔
内投与することにより感作した BALB/c マウ
スに、OVA 溶液を反復で気管内投与すること
により反応を惹起した。喘息反応は、即時性
喘息反応 (EAR) および遅発性喘息反応 
(LAR)（いずれも多機能呼吸測定装置による
気道抵抗の測定）、気道リモデリング（病理
組織学的解析）、肺への細胞浸潤、ならびに
気管支肺胞洗浄液中のサイトカイン量を主
たる指標とした。 
COPD モデル：BALB/c マウスに、タバコ煙溶

液を単独あるいはリポポリサッカライド 
(LPS) と併用で 18〜29 日間連続で気管内投
与した。呼吸器の反応の指標は、多機能呼吸
測定装置による気道抵抗の測定、ならびに肺
への炎症細胞の浸潤とした。 
Tr1 細胞の分化・誘導：喘息マウスより得

た脾細胞を、抗原 (OVA)、IL-21、IL-27 およ
び TGF-とともに 7 日間培養し、IL-10 産生

細胞を flow cytometer によって解析した。 
 

４．研究成果 
(1) COPD モデルの開発 
これまでモルモットモデルで培ってきた経

験をもとに、マウスにタバコ煙抽出液を、最
長で 29 日間連日気管内投与を行ったが、肺
への好中球浸潤は認められなかった。そこで、
感染因子を想定してLPSとタバコ煙抽出液を
併用して投与したところ、肺への好中球浸潤
は認められたが、この反応は LPS 単独処置群
と比較して強いものではなく、COPD の特徴で
あるタバコによる増強は観察できなかった。
また、いずれの処置によっても慢性的な呼吸
機能の低下は認められなかった。 
したがって、タバコ煙の長期投与によって

マウスに COPD 様病態を形成することは困難
であった。以下の検討では、喘息モデルにお
ける好中球性気道炎症に焦点を当てること
にした。 
 
(2) LAR および気道リモデリングにおける好
中球の関与 
抗 Gr-1 抗体を全身性に投与することによ

り、肺への好中球浸潤を強く抑制すると、LAR
は明らかに抑制された（図１）が、気道リモ
デリングの形成は抑制されなかった。 
したがって、LAR には好中球は関与するが、

気道リモデリングに好中球の関与は小さい
ことが示唆された。 

 
(3)気道リモデリングに形成に及ぼすパーオ
キシナイトライトの関与 
一酸化窒素とスーパーオキサイドアニオン

の反応物であるパーオキシナイトライトを
消去する作用のある MnTBAP を連続投与する
と、気道リモデリング（上皮の肥厚および粘
液の貯留）が抑制された（図 2）。 
この成績と上記(2)の成績より、気道リモデ

リングの形成は、好中球以外の細胞が主とし
て生成するパーオキシナイトライトに一部
依存するものと考えられた。 



(4) EAR および LAR ならびに好中球浸潤にお
ける肥満細胞および好塩基球の関与 
抗 FcRI 抗体を全身性に投与することによ

り肺における肥満細胞および好塩基球の増
加を抑制したところ、EAR は抑制されたが（図
3左）、LAR および肺への好中球浸潤は抑制さ
れなかった（図 3右）。 
したがって、好中球浸潤は肥満細胞や好塩

基球の活性化に依存しないことが示唆され
た。 

 
(5)好中球浸潤における内因性 IL-10 の役割 
LAR の発症時に肺に IL-10 の増加が認めら

れることを、以前の研究で明らかにしてきた。
そこで、好中球浸潤に対し内因性の IL-10 が
抑制的に作用しているか否かを検討した。 
抗 IL-10 受容体抗体を全身性に投与すると、

好中球の浸潤が有意に増強される（図 4左）
とともに、肺への好中球浸潤を誘起するケモ
カイン（KCおよび MIP-2）の産生も有意に増
加した（図 4 中・右）。また、肺に存在する
細胞のうち、IL-10 受容体は、好中球自身に
は発現は低く、F4/80+細胞（主としてマクロ
ファージ）において発現が認められた。 
したがって、抗原惹起によって内因性に産

生される IL-10 は、主としてマクロファージ
からの好中球浸潤を誘起するケモカインの
産生を抑制すると考えられた。 

 
(6)好中球浸潤を抑制する内因性 IL-10 産生
細胞の解析 
感作マウスの肺より得た細胞を in vitro で

抗原惹起し細胞内にIL-10を産生する細胞を
解析すると、CD4+ T 細胞であることが明らか

となり（図 5 左）、この細胞には構成型の制
御性 T 細胞 (Treg 細胞)のマーカーである
FoxP3 の発現はほとんど認められなかった
（図 5右）。 
したがって、抗原惹起により、構成型の Treg

細胞とは異なった CD4+ T 細胞（誘導型の Tr1
細胞の可能性が高い）から IL-10 が産生され
ていることが強く示唆された。 

 
(7)IL-10 産生性 CD4+ T 細胞の in vitro 誘導 
上記(5)の成績より、好中球浸潤は内因性の

IL-10 産生を増強させれば抑制される可能性
が考えられる。そこで、脾細胞より in vitro
で IL-10産生性CD4+ T細胞を誘導することを
試みた。 
感作マウス脾細胞を抗原、IL-21、IL-27 お

よび TGF-と 7 日間培養すると、IL-10 産生
性 CD4+ T 細胞が増加した（図 6）。IFN-産生
性の CD4+ T 細胞の増加も認められた（図 6）。
さらに、この IL-10 産生性の CD4+ T 細胞は、
構成性 Treg 細胞のマーカーである FoxP3 に
陰性であった（図 7左）。一方、Th1 細胞の転
写因子である t-bet が 80%陽性であった（図
7右）。 
したがって、上記のように誘導した IL-10

産生性 CD4+ T 細胞は、構成型 Treg 細胞では
なく、誘導型のTr1細胞あるいはsuppressive 
Th1 細胞であることが示唆された。 
 



(8)総括 
本研究により、COPD のマウスモデルの作成

は困難であったが、喘息における好中球浸潤
の機序ならびにこれを制御する機序の一端
を明らかにすることができた。さらに好中球
浸潤を制御する治療法として、誘導型
Tr1/suppressive Th1 細胞を外因性に投与す
ることによる新しい細胞免疫療法の基盤技
術の一部を確立した。 
この細胞免疫療法においては、誘導した

Tr1/suppressive Th1 細胞が特異抗原の侵入
時のみ活性化する。したがって、本治療法は、
余剰な免疫抑制作用を示さない有用な抗原
特異的免疫療法となり得る可能性があり、好
中球性喘息のような難治性喘息の治療に有
用であるものと考えられる。 
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