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研究成果の概要（和文）：IgE抗体の認められない非アトピー型喘息において、可逆性の気管支収縮が生じるメ
カニズムについて研究した。ヒト培養気管支平滑筋細胞封入ゲルを用いた平滑筋収縮アッセイ系を樹立し、患者
由来の抗原特異的T細胞クローン培養上清に含まれる平滑筋収縮活性を測定した。免疫学的機序についてより詳
細に解析する目的に、マウスT細胞クローン、T細胞移入気流閉塞モデルを樹立した（in vivo系）。幼若マウス
の気管支平滑筋primary培養細胞を用いたゲル内収縮アッセイ系を確立した（in vitro系）。既知の気管支収縮
物質に対するアンタゴニストにより、阻害されなかった。

研究成果の概要（英文）：T cell-induced bronchoconstriction in asthma is studied in the present 
study. Antigen-specific T cell clones were established from PBMC obtained from asthmatic donors, and
 the culture supernatants of T cell clones were analyzed in terms of human bronchial smooth muscle 
cells-embedded collagen gels. In addition, murine antigen-specific T cell clones and murine asthma 
model was established to clarify immunological mechanisms of T cell-induced bronchoconstriction. 
Lastly, we tried to analyze guinea pig bronchial ring for pharmacological characterization of this 
response.

研究分野： アレルギー学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
気管支喘息は、IgE 抗体を特徴とするアト

ピー型とIgE抗体の認められない非アトピー
型とに分類される。喘息の特徴である可逆性
の気流閉塞は、従来、IgE-マスト細胞を介す
る即時型アレルギー反応として認識され、数
多くのマスト細胞脱顆粒抑制薬が臨床に供
されてきたものの、効果は限定的である。ア
トピー型と非アトピー型の両病型は、IgE 抗
体の有無以外では、臨床症状、検査データ、
病理所見上区別しえないことから、IgE 以外
に喘息共通の病因が存在するとの仮説も提
唱されてきた。1990 年以降の吸入ステロイド
の普及は喘息治療に大きな福音をもたらし
たが、喘息患者全体の約 1～2 割を占める重
症喘息群においては、高用量吸入ステロイド
投与、抗ロイコトリエン薬、長時間作動型β
2 刺激薬などの多剤併用療法を行っても、な
お QOL に著しい障害を残している。吸入ステ
ロイドで完治し得ない患者群に対していか
にbetterな治療オプションを提供するかは、
近未来的な大課題である。喘息病態に関わる
責任分子としては、IgE、ヒスタミン、ロイ
コトリエンおよびそれらの受容体など数多
くの分子が遺伝子クローニングされ、それら
の阻害剤が臨床に供されてきたが、作用機序
が未だ pinpoint には特定できないステロイ
ド薬の臨床効果に遠く及ばない。そこで、喘
息を最も特徴付ける可逆的気流閉塞の原因
が何なのか、治療介入すべき病的プロセスを
解明する努力が必要と考えた。 

 
２．研究の目的 
重症喘息の臨床研究からは、重症喘息の大

部分は非アトピー型喘息であることが明ら
かになっている（米国 SARP 研究、欧州
ENFUMOSA 研究、厚生労働科学研究重症喘息
班）。アトピー型喘息では、いわゆる Th2 型
免疫応答を司る T細胞が、慢性炎症の引き金
を担っていると考えられているが、非アトピ
ー型喘息においても、CD4+ T 細胞の活性化が
認められるなど、外来抗原の関与を窺わせる
エビデンスが数多く報告されている。そこで、
われわれは、末梢血中 T 細胞の IL-5 産生を
指標とすることにより、アトピー型喘息、非
アトピー型喘息の両病型において、T 細胞応
答抗原を同定した。次いで、インフォームド
コンセントの得られた症例を対象に、吸入負
荷試験を実施し、非アトピー型喘息において
も、T 細胞応答抗原の吸入に引き続いて、遅
発型喘息反応（気流閉塞）が生じることを突
き止めた。そこで、IgE 抗体が認められない
非アトピー型喘息において認められた気流
閉塞のメカニズムを分子レベルで解明する
ことを目指す。アトピー型喘息の症例を対象
とする吸入負荷試験では、抗ヒスタミン剤と
抗ロイコトリエン剤の併用によって、即時型
喘息反応は完全に、遅発型喘息反応も部分的
に抑制されることが知られている。非アトピ
ー型喘息の遅発型喘息反応に対しては、抗ヒ

スタミン剤、抗ロイコトリエン剤ともに効果
はみられないことを観察している。すなわち、
未知の気流閉塞メディエータの存在が強く
示唆される。 
 海外の動向として、近年、英国の A. B. Kay
らは、ネコ喘息の症例に、主要アレルゲン Fel 
d 1 の T 細胞エピトープペプチドを負荷し、
即時型喘息反応を欠く遅発型喘息反応が起
きることを報告している（Haselden BM, et al. 
Immunogloblin E-independent major 
histocompatibility complex-restricted T 
cell peptide epitope-induced late 
asthmatic reactions. J Exp Med. 189:1885, 
1999）。これまでは、遅発型喘息反応は即時
型喘息反応に依存して生じるものと考えら
れてきたが、IgE 抗体依存性の即時型反応な
くしても、喘息反応が生じることが、アトピ
ー型喘息で証明された。非アトピー型喘息に
おいて、「T 細胞アレルゲン」を見つけ出し、
遅発型喘息反応（in vivo）でその役割（ア
レルギー学的意義）を確認したのはわれわれ
が世界最初である。 
 アトピー型喘息においては、アレルゲンの
吸入負荷に引き続いて即時型喘息反応と遅
発型喘息反応が惹起される。即時型アレルギ
ー反応の機序は石坂公成先生によって解明
され、マスト細胞由来のヒスタミン、ロイコ
トリエン等のケミカルメディエータが重要
とされている。遅発型喘息反応の一部は抗ロ
イコトリエン薬で阻害されるが、残りの部分
についてはまったく見当も付いていない。ヒ
スタミン、PGD2 の産生が認められないとの知
見からマスト細胞の関与は否定的である。一
方、遅発型喘息反応が、シクロスポリン、抗
CD4 抗体の投与で抑制されることから、T 細
胞依存的であるとの報告もみられる（Khan LN, 
et al. Am J Respir Crit Care Med. 162:1377, 
2000 等）。われわれが見出した、IgE 抗体の
認められない抗原の吸入負荷に反応した遅
発型喘息反応においても、T 細胞依存性の反
応であるか否か、気管支平滑筋の収縮をきた
すメディエータはT細胞に由来するのか等に
ついて明らかにしたい。ロイコトリエン、ヒ
スタミン、アセチルコリン等の既知の平滑筋
収縮物質と異なる新規物質が同定できれば、
新たな抗喘息創薬のターゲットを提供する
一方、喘息病因論を書き換える画期的な新理
論となることが期待される。 
 
３．研究の方法 
１）アトピー型、非アトピー型気管支喘息症
例における家塵ダニ、真菌アレルゲン応答性
の T細胞増殖・サイトカイン産生の測定 
 国立病院機構相模原病院アレルギー科に
通院中の喘息症例を対象とした。インフォー
ムドコンセントを得た後、ヘパリン採血を実
施、Ficoll-paque 比重遠心法により末梢血単
核球を分離し、無血清培地 AIM-V medium に
懸濁した。抗原非特異的活性化刺激（phorbol 
ester + Ca2+ ionophore）や、抗原特異的刺



激（ダニアレルゲン、カンジダ、アスペルギ
ルス、アルテルナリア等の真菌抗原）と培養
することによって活性化し、上清中に産生さ
れるサイトカイン、特に IL-4、IL-5、IL-13、
IFN-を、特異的サンドイッチ ELISA で測定し
た。また、T細胞の増殖応答を、3H-thymidine
パルスにより測定した。 
当院では、33種のアレルゲンの皮内反応テ

ストおよび陽性アレルゲンの CAP-RAST 検査
をルーチンに施行しているので、抗ダニ IgE
値、血中総 IgE 値とサイトカイン産生との関
連を解析した。 
２）皮膚反応、吸入負荷試験におけるダニ、
真菌アレルゲンの解析 
 ダニ、真菌抗原が、T 細胞 IL-5、IL-13 産
生を誘導する場合、皮膚反応、吸入負荷試験
を実施して、in vivo での好酸球性炎症惹起
能があるか否かを検討した。皮膚反応は皮内
注射により、吸入負荷試験は日本アレルギー
学会標準法により実施し、遅発型反応は 1時
間ごとに Vitalograph で呼吸機能を測定、皮
膚反応は24、48時間後にゲージで計測した。
通常臨床における血液検査、皮膚アレルゲン
検査で陰性の症例でも、末梢血 T細胞のダニ
アレルゲン、真菌アレルゲン反応性を示す症
例では、十分な説明とインフォームドコンセ
ントを得た後、これらのアレルゲンの皮膚反
応、吸入負荷試験を施行した。即時型、遅発
型喘息反応を測定した。 
３）喘息症例末梢血からの抗原特異的 T細胞
クローンの樹立 
 粗製ダニ抗原、粗製カンジダ抗原、精製カ
ンジダ SAP2 に応答し、T 細胞 IL-5 産生が誘
導され、吸入チャレンジに際して遅発型喘息
反応が認められる症例の末梢血単核球を、当
該抗原で刺激し、さらに限界希釈法により、
T 細胞クローンを樹立した。T 細胞クローン
培養上清を、上記の気管支平滑筋細胞封入ゲ
ルに作用させ、収縮活性を産生するクローン
を選択した。 
４）非 IgE 機序による気管支平滑筋収縮反応 
の解析―ゲル内平滑筋収縮反応系の確立 
コンフルエントな培養ヒト気管支平滑筋

細胞を、24 well plate 内でコラーゲンゲル
に封入し、収縮活性のアッセイに用いた
（Kitamura, N., et al. Int. Arch. Allergy 
Immunol. 146:36, 2008, Kitamura, N., et al. 
Int. Arch. Allergy Immunol. 149:83, 2009）。
培養液を Tyrode buffer に置換し、T 細胞の
培養上清を加えて、ゲルの収縮を経時的にデ
ジタル式記録カメラで撮影し、収縮活性を測
定した。 
５）T細胞依存性気管支閉塞モデルの樹立 
 既に、T 細胞クローンを無処理マウスに移
入、抗原チャレンジを行うことにより、気道
過敏性、肺好酸球浸潤を惹起する T細胞依存
性喘息モデルを報告してきた（Kaminuma O., 
et al. Am J Respir Cell Mol Biol. 16:448, 
1997, Nakata A., et al. Int Immunol. 13:329, 
2001, Kaminuma O., et al. Eur J Immunol. 

31:2669, 2001）。卵白アルブミン（OVA）特
異的 T細胞クローンを樹立し、in vitroで増
殖させ、無処理 BALB/c マウスに経静脈的に
移入した。24時間後に OVA を経気道的にチャ
レンジし、経時的に気道抵抗を測定した。無
拘束呼吸機能解析装置（BUXCO）を用いて Penh
（enhanced pause）値を、また麻酔下、レス
ピレータ装着下に呼吸機能測定装置（BUXCO
社）を用いて、呼吸抵抗（RL）を測定した。
BALF 好酸球の解析は、チャレンジ 48 時間後
に BAL を施行、総細胞数をカウントし、サイ
トスピンを用いてスライドガラスに接着さ
せ、ギムザ染色を行い、好酸球数をカウント
した。 
６）マウス気管支平滑筋細胞封入ゲルアッセ
イ系の確立 
Balb/c マウスより気管支を採取し、コラゲ

ナーゼ処理後、DMEM/F-12 培地に懸濁して、
マウス気管支平滑筋細胞の初代培養を行っ
た。継代後に、４）と同様に、マウス気管支
平滑筋細胞包埋コラーゲンゲルの作成を行
った。 
 倫理面の配慮として、患者を対象とする調
査、検査において、また、ヒト由来の細胞、
組織等の試料を用いる場合には、ヘルシンキ
宣言を遵守するとともに、わが国のヒトゲノ
ム・遺伝子解析研究に関する倫理指針（平成
１６年文部科学省・厚生労働省・経済産業省
告示第１号）、疫学研究に関する倫理指針（平
成１９年文部科学省・厚生労働省告示第１
号）、臨床研究に関する倫理指針（平成２０
年厚生労働省告示第４１５号）を遵守した。
インフォームドコンセントを徹底するとと
もに、症例はコード化し、プライバシーの保
護に万全を期した。実施に先立って各研究者
の施設ごとに倫理委員会の承認を得たうえ
で、倫理規定に従って実施した。実験動物を
使用する場合、厚生労働省の所管する実施機
関における動物実験等の実施に関する基本
指針（平成１８年６月１日付厚生労働省大臣
官房厚生科学課長通知）及び研究者の施設に
おける動物実験に関する倫理規定を遵守す
るとともに、院内の実験動物委員会の承認を
得た上で、実施した。実験間のばらつきを考
慮した上で、統計学的有意性を議論しうる最
小例数を算出し、その使用数を決定し、動物
を保定、施術および致死させる場合は、最も
苦痛を与えない方法を事前に検討した。 
 
４．研究成果 
１）ヒト T細胞由来の気管支平滑筋収縮活性
の解析モデル確立 
末梢血 T 細胞の SAP2(Candida albicans

由来の精製抗原)に反応した IL-5 産生、
SAP2 吸入誘発時に isolated LAR が認めら
れる症例から、PBMC を分離し、SAP2 と培養
48 時間後の上清を、濃縮、透析後に、培養
ヒト気管支平滑筋細胞封入ゲルにアプライ
した。 
SAP2 反応症例の T細胞培養上清には、平



滑筋ゲルの収縮活性が明らかに認められた。
われわれは、アトピー型喘息症例の末梢血
からダニアレルゲン特異的 T細胞クローン
を樹立している。これらのクローンの 1-2
割のクローンも、培養ヒト気管支平滑筋細
胞ゲルの収縮活性を産生した。この活性は、
抗ヒスタミン薬、抗ロイコトリエン薬、抗
コリン薬で阻害されない特徴を有する。 
 

２）マウス T 細胞由来の気管支平滑筋収縮活
性の解析モデル確立 
 既報の如く Th クローンを樹立し、無処置
マウスに移入し、24 hr 後に OVA または抗
原エピトープの p323-339 を経鼻的にチャ
レンジし、40 hr 後まで Penh 値を測定した
（図１）。計 20 個のクローンを解析し、T6-2、
T6-4、T6-7 の 3個のクローンで、Penh 上昇
を認めた。p323-339 の場合は、1 hr 後から、
OVA の場合には 2 hr 後から、Penh 値が上昇
し、40 hr 後まで持続した（図２）。 
 

Immunization

Lymphnode 
cells

Primary culture

OVA

(Subcloning)

T細胞クローン

Spleen cells
(irradiated)

OVA特異的T細胞クローンの樹立

DO11.10, RAG1–/–splenic T cells
(OVA323-339/H-2d)

Limiting dilution

BALB/c

抗原チャレンジ

T細胞クローン移入

T細胞クローンの移入と抗原チャレンジ

Kaminuma O et al, (1997) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 16, 448
Ohtomo T et al, (2009) Int. Arch. Allergy Immunol. 149 (suppl 1), 2

・ 気道過敏性亢進
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図１．T細胞クローン移入喘息モデル 

 

 
図２．T細胞クローン移入喘息モデルにお

ける Penh の上昇 

 
次いで、麻酔下にレスピレータを装着、

拘束下にダイレクトに気道抵抗値を計測し
た。約 6 時間後から気道抵抗値（RL）の上
昇を認めた（data not shown）。可逆性の気
流閉塞は、喘息を特徴付ける重要な病態で

あり、従来は、IgE を介したマスト細胞の
活性化によって化学伝達物質が放出されて
気道抵抗が上昇する機序だけが知られてい
たが、今回のわれわれの研究成果から、液
性免疫以外に、気流閉塞を生じさせる機構
が存在し、Th 細胞がエフェクター細胞であ
ることが、はじめて in vivo のレベルで明
らかになった 
IgE 非依存性、T細胞依存性喘息反応の分

子基盤の解明の資するため、in vitroアッ
セイ系を作成した。若年マウスの気管支組
織をコラゲナーゼ処理し、マウス気管支平
滑筋細胞の初代培養を行った。2 継代目で
コラーゲンゲルに封入し、ゲルを平滑筋に
見立てて、収縮アッセイに用いた。T 細胞
クローンを固相化抗 CD3 抗体で活性化し、
24 時間後に上清を回収、透析し、収縮アッ
セイのサンプルとした。サンプルをアプラ
イした後、マウス平滑筋ゲルの収縮を経時
的に記録、解析した。実験の流れを図３に
示す。 
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5.9 mM KCl
1.5mM CaCl2
1.2mM MgCl2

11.5mM glucose
pH 7.4

気管支平滑筋細胞(BSMC)包埋
コラーゲンゲル収縮活性の測定

LAR(+)
LAR(–)

 
図３．in vitroにおける T細胞クローン由
来気管支平滑筋収縮活性の測定実験の流れ 
 
この結果から、T 細胞が気管支平滑筋収

縮活性を産生していることがはじめて明ら
かになった。既知のアンタゴニストの効果
を 検 討 し た 。 H1 ア ン タ ゴ ニ ス ト の
pyrilamine (1 M)、ロイコトリエンアンタ
ゴニストの montelucast (1 M)、M1 アンタ
ゴ ニ ス ト の atropine (1 ) と 30 分
preincubation し た 後 に 、 そ れ ぞ れ
histamine 1 M、LTD4 1 M、methacholine 
1 M で収縮反応を惹起した場合には、90%
以上抑制されたが、T 細胞上清による収縮
反応は抑制されなかった。 
 

３）マグヌス管牽引モルモット気管支収縮系
の解析 
 細胞レベルの解析に留まらず、生体組織を
用いたアッセイ系を立ち上げる目的に、
Magnus 管に牽引したモルモット気管リング
収縮アッセイ系を立ち上げた。ロイコトリエ
ン、ヒスタミン、メサコリンといった既知の

 

 



収縮物質をアプライし、収縮反応を経時的に
記録した。反応は得られたものの、サイズ、
再現性が低いため、試行錯誤が必要と考えら
れる。 
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