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研究成果の概要（和文）：本研究では、種々の外的刺激による細胞障害で放出されるDanger signalの一種、ア
デノシン三リン酸（ATP）の重症気管支喘息の気道炎症病態への寄与を臨床および基礎の両面で検討した。
1)重症喘息患者の気道ではATPが増加し活性化好中球と関連して呼吸機能低下に寄与することが見出された。2)
リポポリサッカライド（LPS）刺激による活性化好中球への好酸球組織間隙遊走能にP2Y2受容体を介してATPが関
与することが見出された。3)OVAおよびブドウ球菌感作マウスにて、経気道OVA暴露後Th2及びTh17共存性気道炎
症が誘導された。今後Th2/Th17気道炎症へのATPの寄与の検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：Danger signals are known as players that have an ability to spread signal of
 inflammation in tissue. Those mediators are released from injured or dead cells. We, 
comprehensively, determined whether an adenosine triphosphate (ATP) contributes to pathophysiology 
in asthma. 1) Concentrations of ATP in sputum were increased in patients with severe asthma than 
those with non-severe asthma. Increases in sputum ATP concentration were correlated with increases 
in sputum neutrophil ratio, concentration of sputum neutrophilic elastase and deterioration of 
pulmonary function in patients with asthma, especially, severe asthma. 2) ATP were involved in 
trans-basement membrane
migration of eosinophils induced by LPS-stimulated neutrophils from human
peripheral blood through P2Y2 receptors. 3) Airway exposure of LPS and Staphylococcus aureus 
particles-sensitized mice to OVA induces Th2 and Th17-type immune responses. Further study is needed
 to determine involvement of ATP in this response.  

研究分野：気管支喘息
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研究成果の学術的意義や社会的意義
気管支喘息はTh2型免疫応答と2型自然免疫リンパ球が機能するType2炎症を主体とする慢性アレルギー性気道炎
症疾患である。疾患の多様性が明らかになるに従い、その機序も一元的な説明が困難となっている。本研究では
ATPというdanger signalが喘息の病態形成に関与することを示唆した新しい知見といえる。臨床的な関連性を示
すとともに、既存の免疫応答とは異なる経路で炎症が進展することを細胞実験で見出している点で、意義がある
と推察する。また本研究の結果は好中球性喘息の病態解明の一助となると考えられる。将来的に、ATPを介した
免疫応答を適正に抑制する機序が見出されると、治療につながると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年重症喘息を対象とした、臨床病型や気道炎症病型、遺伝子型に基づいたフェノタイピン

グ解析により、気道炎症病型は好中球増加を中心とした好中球優位型や好酸球増加を伴う混合

性顆粒球型のが着目されている。特に好酸球優位型喘息に関する研究の進展に比較し、好中球

優位型や混合性顆粒球型の報告は少なく有効な治療法も見出されていない。 

外界刺激因子としての pattern-associated molecular patternに対して、生体内シグナル因

子として認識される Danger signal で ATPがアレルギー性気道炎症を誘導することが報告さ

れている(Idzko M, et al. Nat Med. 2007;13:913-9)。また ATPが fMLPで活性化好中球の遊

走および集積を autocrine的に制御すると推測されている(Science 2006; 31; 1792-1795) 。申

請者は過剰な ATP 刺激で好酸球が細胞内蛋白を放出することを見出している。好中球気道炎

症をきたす COPD では BALF 中 ATP 濃度上昇と重症度との相関が認められている

(Lommatzsch M, et al. Am J Respir Crit Care Med. 2010;181:928–934)。 

申請者の所属研究室では、重症喘息気道に集積する好中球が好酸球活性化の調節因子として

機能することを以前から報告している  (Nagata M, et al. Am J Respir Mol Cel Biol 

2006;34:760-5, Int Arch Allergy Immunol 2007;141(suppl1): 44-49)。 

 
２．研究の目的 
本申請研究では、Adenyl purineの喘息病態への寄与を基礎と臨床的見地から包括的に研究し、
臨床的活用性を見出すことを目的とする。以下に主たる実際的目的を示す。 

1)喘息患者における気道内 ATP を基軸に臨床的意義を検討しマーカーとしての活用性を検討

する。 

2) Adenyl purineに帰属する ATPの多因子修飾された Th2カスケード性気道炎症への関与を

細胞化学的に解析する。 

3) Th2カスケード以外の影響を受けたアレルギー性気道炎症への ATPの寄与をマウスで検討
する。 
 
３．研究の方法 
1)安定喘息患者の喀痰を誘発喀痰法で採取する。喀痰中の ATP濃度を Luminescence法で測定

し、呼吸機能などの臨床パラメーター、喀痰中気道炎症細胞、気道内炎症メディエーターなど

との関連性を検討し、臨床的意義を検討する。また気道中炎症細胞との関連性を検討し産生責

任細胞を検索する。 

2)好中球依存性の好酸球遊走および組織集積への ATP の寄与を、LPS 刺激による活性化好中

球への、好酸球の基底膜通過遊走反応として当施設で確立されているボイデン・チェンバー変

法を用いて検討する。基底膜成分（マトリジェルⓇ）でコートしたフィルターの上層に末梢血

好酸球、下層に 10µg/mL LPS刺激後、末梢血好中球を置き、下層に存在する好酸球ペルオキ

シダーゼ測定法で遊走反応を測定する。また対応レセプターの抗体試薬および特異抗体で反応

抑制効果を検討する。 

3) OVAと S.aureus粒子を経気道的にBALB/c マウス(6-8 週)に投与しTh2, Th17型両型の慢

性気道炎症感作モデルを作成する。そのモデルを使用してプリン作動性シグナル伝達作用の関

与について検討した。感作マウスの BAL、組織中の ATP 及びサイトカインの測定をした。 
 
４．研究成果 
1)臨床観察研究では健常者 18人、喘息患者 73人を検討した。安定喘息患者では、健常者に比
較し喀痰中 ATP濃度が有意に増加していた(図 1)。 



また ERS/ATS重症喘息ガイドラインに基づく重症度別の比較では、喀痰中 ATP濃度は重症群
で有意に増加していた。 
2)喘息患者の喀痰中 ATP 濃度は喀痰
中好中球比率と相関 (r=0.38、p＝
0.001)、FVCと逆相関をしていた。ま
たさらに重症群では、ATPと喀痰中好
中球比率あるいは FVC との関連性は
強調されていた。以上から気道中 ATP
は呼吸機能低下に寄与し重症化に関
与することが推測された。 
3)好中球を活性化させる環境因子と
してエンドトキシンが想定される。喘
息患者の喀痰中エンドトキシンを測
定すると、重症群で有意に増加してい
た。またエンドトキシンは喀痰中好酸球+好中球合計比率と正の相関を示した。しかしながら
喀痰 ATPとの関連性は認められなかった。 
4)活性化好中球および好酸球の指標として喀痰中好中球エラスターゼ(NE)および 喀痰中EDN

を測定した。全喘息患者でNEは喀痰ATPと相関し(r=0.44、p＜0.0001)、重症喘息においても認

められた(r=0.43、p＜0.05)。また喀痰中EDNとも同様の相関関係が示され、喀痰中好酸球+好

中球比率(r=0.35、p＜0.03)とも相関した。以上より喘息患者では活性化好中球による気道炎症

進行にATPが寄与しうることが推測された。 

以上の臨床研究から、重症喘息患者の気道にはATPが増加しており、活性化好中球と関係し気

道中炎症細胞の増加に関与し、呼吸機能低下に寄与していることが推測される。 

5) 本研究のサブ解析で高齢者喘息(61才以上)の気道炎症に関して検討した。15人高者喘息(40歳

未満)に比較し43人高齢者喘息では、喀痰中好中球数および喀痰中NEが増加し(各々ｐ=0.03、ｐ

<0.05)、高齢者喘息では喀痰中NEとEDNが正の相関性(r=0.57、ｐ<0.0001)、喀痰中EDNと呼

吸機能低下の相関性を見出した。  

6)別のサブ解析で重症喘息患者を喀痰好酸球比率(2％)と呼気NO(25ppb)の値で4群分割した解

析を行い、喀痰好酸球比率と呼気NOが高い患者は年間発作頻度増加を示すことを見出した。本

知見は論文化をした。 

7）LPS刺激活性化好中球への末梢血好酸球の基底膜通過遊走反応の検討では、無刺激好中球に

比較しLPS刺激好中球に対して有意に好酸球基底膜通過遊走反応は亢進していた。また同事象は

ATP対応受容体であるP2受容体の汎受容体抗体薬であるoATPで約60％抑制された。更にP2Y2

受容体抗体での検討でも同様に約90％有意に抑制された。以上からLPS刺激活性化好中球への

好酸球基底膜通過遊走にATPが関与することが推定された。 

8）野生型マウスにOVAおよびS.aureus粒子の経気道的投与による感作を行い、第21 日から23 

日に OVA/PBS経気道投与すると、BAL中好酸球および好中球数が増加すること確認した。し

かしながらこの事象にATPが関与するかの実験には進まなかった。 

上記の研究から喘息、特に重症喘息では、ATPは気道中でエンドトキシンやLPSの刺激で活性

化された好中球に関連し、好酸球の気道への集積のメカニズムに寄与することで、好酸球および

好中球の集積をしている混合顆粒型重症喘息の病態を形成し、呼吸機能低下に寄与していること

が推測された。本研究は一部を学会発表し、現在論文化を進めている。下記発表しているこの事

象は、調査した範囲では世界的にもまだ見出されていない新知見と考えられる。既存のアレルギ

ーカスケードとは全くこのなる新知見として意義は大きいと考えられる。 

今後はほかの気道検体、例えば呼気凝縮液や血液中のATPとの関連性を検討することで、より

容易にバイオマーカーとしての有用性が期待される。またATPが関与するカスケードを抑制す

ることで喘息の治療としての可能性がある。 
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