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研究成果の概要（和文）：肺の微生物叢由来抗原が気道分泌制御不全およびCOPD増悪に及ぼす影響は未解明であ
る。本研究により、Toll様受容体(TLR)のなかでTLR4、TLR5は気道分泌増加、TLR7は気道分泌低下、その他の
TLRsは影響がないことが明らかとなった。同時にCOPDにおけるTLR7の発現低下も確認され、ウイルス感染および
細菌による二次感染において複数TLRsの制御障害が過分泌と疾患病態の増悪を招く可能性が想定された。本研究
成果は、COPD増悪予防の新規治療戦略に寄与し得ると考える。

研究成果の概要（英文）：Little is known about the impact of innate immunity including Toll-like 
receptors (TLRs) on airway secretion. Here, we investigated whether TLR7 has a significant effect on
 physiological airway secretion from tracheal submucosal glands(SMG). Patch-clamp analyses revealed 
that TLR7 ligand inhibited the ACh-induced ionic currents. Intracellular calcium assays revealed 
that TLR7 attenuated the transient rises in the intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i). 
Immunofluorescent staining revealed that TLR7 was co-localized with SERCA2. TLR7 expression was 
downregulated in COPD airways. These findings suggest that an activation of TLR7 accelerates the 
SERCA2-induced Ca2+ clearance, and that both a dysfunction of TLR7 and hyperactivation of TLR4/5 act
 together to cause prolonged airway hypersecretion. Improvement of TLR7 dysfunction could be a novel
 treatment for reducing the risk of exacerbations of COPD by controlling airway secretion.

研究分野：呼吸器内科学

キーワード： 気道分泌　微生物叢　Toll様受容体　COPD増悪　重症喘息
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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 
健康な気道表面は無菌状態であると考え

られてきたが、肺にも微生物叢(microbiome)
が存在しその量的・質的変化が喘息や COPD
の病態と関連することを示唆する報告が近
年相次いでいる 1)。宿主に発現する Toll 様受
容体(TLR)は病原微生物や外来抗原の認識お
よび排除など自然免疫において中心的役割
を担っている。申請者はこれまでに科学研究
費助成若手研究 B(平成 21～23 年度 課題番
号 21790761)および基盤研究 C(平成 24～26
年度 課題番号 24591150)を得て、気道粘膜
下腺細胞に TLR システムを利用した即時的
な分泌増強機構が存在することを解明し、世
界に先駆けて報告してきた(図 1)。気道粘膜
上皮あるいは気道粘膜下腺に発現する種々
の TLRs が常に何らかの抗原を認識し、気道
粘膜防御機構を正常化することに寄与して
いる可能性が示唆される。 
気管支喘息および COPD はそれぞれ吸入

ステロイドおよび長時間作用性気管支拡張
薬がそれぞれ薬物療法の第一選択として推
奨され治療成績を向上させている。しかし、
重症喘息や重症 COPD および喘息 COPD お
ーばラップ(ACO)などでは適切な治療にも関
わらず増悪を繰り返し、予後の悪化や医療費
の消費増加の要因となっている。特に喀痰の
多い COPD 症例では呼吸機能の経年低下が
大きく、増悪の頻度も多く、健康関連 QOL
を悪化させることも知られており 2)、COPD
の長期管理において気道過分泌への対策は
重要である。このように気道過分泌および粘
液線毛運動の破綻は、難治性喘息や COPD 増
悪頻回例の病態悪化に深く関与しているが、
気道上皮あるいは気道粘膜下腺に発現する
各種 TLRs の活性化が COPD 増悪にどのよ
うに関与するのかは未解明の問題である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 気道粘膜下腺細胞は細胞内 Ca2+濃度

([Ca2+]i)の適切な上昇によって水・電解質分

泌を行う。研究代表者は TLR4 や TLR5 シ

グナルによる分泌増強効果を明らかにし、

AJRCMB 誌 3)、AJP 誌 4)に報告してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では TLR2, 3, 4, 5, 7 の候補サブタ

イプがそれぞれの認識抗原によってもたら
す気道分泌調節の臨床的意義を完全解明す
ることを目的とする。将来的には近年注目さ
れる肺 microbiome 由来の気道防御攪乱因子
を同定しその破綻機序および臨床的意義の

完全解明につなげる。気道過分泌の制御や粘
液線毛運動改善により、難治性喘息や COPD
増悪頻回例への新規治療戦略の確立に寄与
することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
本研究は以下の(1)～(4)の方法を用いる。 

(1) 新鮮な単離気道粘膜下腺に対してパッチ
クランプ法を適用し、TLR リガンド(主な
対象は TLR2, 3, 4, 5, 7)の生理的分泌機能
に対する調節効果および細胞内シグナル
を解明する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 単離したブタ気道粘膜下腺細胞にパッ
チクランプ法を適用する。この段階まで丁
寧に細胞処理することが非常に困難であり、
世界中では研究代表者らだけが可能な方法
である。ホールセルモードによってパッチ
膜以外の全ての膜電流が測定されるが、本
研究では特に生体内における神経伝達物質
である ACh によって惹起される生理的分
泌に重要であるK+とCl-電流の解析を行う。 

 
(2) 関与が明らかとなった TLR サブタイプ

の気道粘膜下腺および気道線毛上皮細胞
での発現(mRNA レベル、蛋白レベル)をそ
れぞれ RT-PCR 法および免疫蛍光染色法
によって確認する。 

 
(3) 細胞内調節経路を特定するために候補

TLR サブタイプ活性化によって動員され
る経路について、細胞内カルシウム
（[Ca2+]i）測定蛍光プローブ Fura-2 を用
いた経時的[Ca2+]i アッセイ(図 3)および
種々の細胞内セカンドメッセンジャー
（cAMP, cGMP）経路の阻害剤を用いて、
その関与を確認する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 [Ca2+]i測定は Fura-2AM をプローブと
し、Flexstation3 マイクロプレートリーダ

 

 

 



ーを用いてその蛍光強度を計測し、
Softmax Pro ソフトウェアで解析を行う。 

 
(4) COPD 気道と健常人気道における候補

TLRs の発現量の比較から、機能不全ある
いは機能亢進の可能性を確認する。 

 
４．研究成果 
本研究成果も含めこれまで研究代表者ら

によって明らかにされた、気道粘膜下腺細胞
の生理的分泌条件下で惹起されるイオン電
流に対する TLRs リガンドの効果を図 4 に示
した。TLR2、TLR3、TLR4、TLR5、TLR7
の 刺 激 は そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド で あ る
Peptidoglycan (PGN)と Lipoteichoic acid 
(LTA)、Poly (I:C)、Lipopolysaccharide(LPS)、
Flagellin、Imiquimod(R-837)を用いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 気道粘膜下漿液腺細胞の生理的条件下
で惹起されるイオン電流に対する各種 TLR
リガンドの効果をまとめる。Io：K+イオン電
流、Ii：Cl-イオン電流、⊿I: ACh 30nM 刺激
に対する ACh+TLRs リガンド刺激時のイオ
ン電流の増加率（増強は＋、抑制は－で表す） 
 

TLR2, 3, 4, 5,7 それぞれのリガンドのうち、
グラム陰性菌に含まれる LPS および緑膿菌
に含まれる Flagellin が分泌増強効果を有す
ることが明らかとなった。一方、グラム陽性
菌に含まれる PGNや LTA では明らかな効果
を示さなかった。また二本鎖 RNA(dsRNA)
ウイルスを認識するTLR3のリガンドである
poly（I:C）も明らかな効果を示さなかった。 

一般に、Rhinovirus、Influenza virus、
Respiratory syncytial (RS) virus などの呼
吸器系ウイルスは感染を契機とした COPD
増悪の原因となり得る。これら一本鎖 
RNA(ssRNA) ウイルスは TLR7 により認識
される。加えて COPD においてはこれらの気
道系ウイルス感染が二次性に細菌感染を引
き起こし、COPD 増悪の誘引となり得る 。
このため本研究では TLR7 リガンドである
R837 の気道分泌に対する影響について特に
詳細に検討を加えた。 
 初めに、気道粘膜下腺細胞における TLR７
の発現を、免疫染色、ウェスタンブロッティ
ングおよび RT-PCR 法にて確認した(図 5)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 気道粘膜下腺での TLR7 の発現を示す。
上段：免疫染色、下段左：WB、下段右：
RT-PCR） 

 
次に ACh 30nM により惹起されるイオン

電流に対する R837 の効果を検討した(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 気道粘膜下腺の生理的低濃度 ACh 刺激
で惹起されるイオン電流に対する R837 の
抑制効果 
 
R837 5.0μg/ml は、生理的とされる ACh 

30nM 刺激で惹起される外向き電流 Io（=K+

電流）を 48%に、内向き電流 Ii（=Cl－電流）
を 74%にそれぞれ有意に減少させた。R837
単独刺激では明らかなイオン電流の変化を
惹起せず、R837 が作用した細胞を引き続き
ACh (30 nM)単独で刺激するとイオン電流の
大きさが回復することから、R837 の電流抑
制効果が、実験に用いた細胞の viability 喪失
に起因するものでないことも確認された。 
以上より TLR7 リガンドは生理的濃度の

ACh (30 nM) 刺激による気道粘膜下腺細胞
の水分・電解質分泌を機能的に抑制する事が
示された。 

次に、上で確認された R837 の分泌抑制効
果が気道粘膜下腺細胞[Ca2+]i 変化に与える影
響を確認した(図 7)。ACh 30nM 刺激によって
[Ca2+]iは急峻な増加相 (steep peak phase) 、
緩徐減少相 (gradual decrease phase) 、プラ
トー相 (plateau phase) の三相より構成され
ることが観察されるが(図 7 左黒実線)、R837
は decrease phase の急峻化と plateau phase 

 

 

 

  

 



のさらなる低下をもたらした(図 7 左灰色実
線)。別の TLR7 リガンドである CL264 でも
同様の[Ca2+]i は低下促進効果が確認された
(図 7 左灰色破線)。[Ca2+]iへの影響を定量化し
て評価するために、t=120～600ｓの一定時間
での area under curve の平均 (AUC120-600s) 
を算出して統計学的に検討した場合でも、
ACh 単独刺激群に比して R837 上乗せ群およ
びCL264上乗せ群それぞれが有意な低下効果
を有することが確認された(図 7 右)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 ACh 30 nM 刺激による[Ca2+]i変化に対
する TLR7 リガンド(R837,CL264)の効果
を示す。ura-2AM をプローブとして測定
した。実際のトレース(左)とその評価指標
としての AUC120-600s を算出して比較検討
した。黒実線：ACh 単独、灰色実線：
ACh/R837、灰色破線：ACh/CL264。 
 
これらの結果より、TLR7 リガンドは生理

的濃度のACh刺激による気道粘膜下腺細胞の
[Ca2+]i 増加後の減衰を早期に促進させること
で、[Ca2+]i 依存性イオン電流を低下させる機
序が示唆された。 

TLR7 リガンドの効果の細胞内作用機序を
解明するために、細胞内 Ca2+ストアへの再取
り 込 み に お い て 中 心 的 役 割 を 果 た す
sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 
(SERCA)との関連に着目した。免疫蛍光染色
により、細胞内Ca2+ストアである小胞体 (ER) 
の構成タンパクである calnexin と TLR7 との
共局在 (図 8, 上段)および SERCA2 と TLR7
との共局在 (図 8, 下段)が確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 ブタ気道粘膜下腺細胞における TLR7 と
calnexin および SERCA2 の共局在を示す。 

 Calnexin：小胞体などの構成タンパク。 
 
細胞内 Ca2+アッセイを用いた検討では、

SERCA2 選択的阻害薬である thapsigargin 
(1.0 µM) の存在下で、TLR7 リガンドによる
気道粘膜下腺細胞[Ca2+]i 低下促進効果はキャ
ンセルされ(図 9 上左)、統計学的解析によっ
ても明らかに低下促進効果が消失しているこ

とが確認された(図 9 上右)。パッチクランプ法
による検討でも、thapsigargin (1.0 µM) 存在
下で R837 によるイオン電流抑制効果が消失
することが確認された(図 9 下)。 
以上の結果より、TLR7 シグナルは直接

SERCA2 による細胞質内から細胞内 Ca2+ス
トアへの Ca2+クリアランスを活性化する事で、
気道粘膜下腺細胞の[Ca2+]i 依存性イオン電流
を抑制する事が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図9 SERCA2阻害薬である thapsigarginが、
TLR7 リガンドによる[Ca2+]i 低下促進効果
を消失させ(上)、ACh によって惹起される
[Ca2+]i 依存性イオン電流の抑制効果も消失
させている(下)。 

 
 気道粘膜下腺の漿液腺細胞における Ca2+ 
シグナルの活性化に関して、従来より
cAMP/PKA系やNO/cGMP/cGK 系の関与を
示唆する報告がいくつかなされている事か
ら、今回の TLR7 リガンドによる[Ca2+]i低下
促進効果に対する PKA 阻害薬、cGK 阻害薬
の影響を確認した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 10 TLR7 リガンドによる[Ca2+]i低下作用
に対する PKA 、cGK の関与を確認した。 

 

 

 
 

 

 

 



選択的 PKA 阻害薬である H-89 および
PKI14-22 それぞれの存在下でも、非存在下
と変わらず R837 による[Ca2+]i低下促進効果
が認められ (図 10)、選択的 cGK 阻害薬であ
る KT 5823 存在下でも同様であったことか
ら、TLR7 リガンドによる気道粘膜下腺細胞
の[Ca2+]i 低下促進作用は、cAMP/PKA 系や
NO/cGMP/cGK 系いずれの影響も受けない
現象である事が示唆された。 
前述したように種々の呼吸器系 ssRNA ウ

イルスによる気道感染は COPD 増悪の誘因
となり得るが、TLR7 により認識されるはず
のこれらの呼吸器系 ssRNA ウイルスが健常
人には特に深刻な影響を及ぼさず、なぜ
COPD においてのみ増悪を引き起こすのか、
その疑問の解決にTLR7の機能不全の存在が
あるのではないかとの仮説を立てた。東北大
学大学院医学系研究科倫理委員会で承認済
(2012-1-182)手術検体を用いた研究の一環と
して入手したヒト気道を用いて、Healthy 
never smokers (HNS) と COPD (GOLD II) 
患者の気道および肺組織検体に対し抗 TLR7
抗体を用いた免疫組織化学染色を行った。気
道粘膜下腺 (SMG) および気道上皮 (AEP) 
のいずれにおいても、免疫染色で茶色に染色
される TLR7 陽性細胞強度および細胞数は、
COPD 患者検体で HNS に対して有意に減少
していた (図 11) 。各群 3 検体に対し免疫組
織 化 学 染 色 の mean staining intensity 
(MSI) ratio および positive cell ratio で定量
化し比較した場合でも、COPD (GOLD II) 群
では MSI ratio、positive cell ratio いずれの
指標でも SMG、AEP で HNS 群に対し有意
に減少していることが確認された。以上の結
果より、COPD 患者では気道粘膜下腺および
気道上皮においてTLR7の発現が低下してい
る事、またこれにより TLR7 シグナルによる
気道の漿液性分泌抑制作用の機能不全を来
し、ウイルスの気道感染における気道過分泌
の一因となりうることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 11 健常人と COPD 気道における TLR7

発現の変化を検討した。上段：HNS3 例と 
COPD 3 例の臨床的特徴を示す。中段：気
道 粘 膜 下 腺  (SMG) お よ び 気 道 上 皮 
(AEP) 両方で、茶褐色に染色される TLR7
陽性細胞を確認した。下段：TLR7 陽性細
胞の mean staining intensity (MSI) ratio
および positive cell ratio を TissueFAXs を
用いた定量化したグラフを示す。 

 
本研究により、TLR7 シグナルの活性化が、

気道粘膜下腺細胞の[Ca2+]i 低下促進効果を
有し、水分・電解質分泌を機能的に抑制する
可能性が明らかとなった。TLR7 と SERCA
が共局在し、Thapsigargin がその効果を打ち
消すものの、他のセカンドメッセンジャー
（cAMP、cGMP）は関与しないことから、
TLR7 リガンドの[Ca2+]i 低下促進効果は、
SERCA の機能を直接亢進させる機序が働い
ていることが初めて確認された。健常人で豊
富に発現している TLR7 が、COPD 気道では
発現が低下していることも初めて確認され
た。重症喘息における TLR7 の機能不全が
ssRNA ウイルス感染を契機とした喘息増悪
の要因の一つとなる可能性が報告されてい
る 5)。本研究においても、COPD 気道で TLR7
の機能不全が存在することが強く示唆され、
COPD では健常人と異なり種々の呼吸器系
ssRNA ウイルス感染が気道分泌制御不全を
招き、かつ細菌の二次感染で TLR4,5 による
分泌刺激作用も加わり、気道過分泌状態が遷
延化することで COPD 増悪が惹起される一
因となる可能性が示唆された。TLR7 シグナ
ル機能の正常化は気道過分泌の制御を可能
とし、ウイルス感染を契機とした COPD 急性
増悪の予防に役立つ可能性が推察された。今
後さらに検討を重ね、COPD 増悪予防の新規
治療戦略を確立したい。 
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