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研究成果の概要（和文）：COPDにおける自然リンパ球のプロファイルを明らかにし、また、COPD増悪病態におい
て気道上皮におけるアラーミン産生・放出および自然リンパ球を含めた炎症細胞の活性化機序を明らかにするこ
とを目的として検討を行った。手術肺を用いた自然リンパ球の同定はサンプル中の自然リンパ球数が乏しく、現
プロトコールでは解析困難であった。しかし、自然リンパ球の活性化に関わるアラーミンの1つであるIL-33の発
現調節機序に関して、COPDにおいて酸化ストレスによりその発現が調節されている可能性を初めて示し、この機
序を修飾することがウイルス感染を契機としたCOPD増悪に対する新たな治療戦略の１つとなる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In chronic obstructive pulmonary disease (COPD), the morbidity and mortality
 have been increasing. Exacerbations of COPD lead to an increase in mortality and healthcare costs, 
therefore, the prevention and better understanding of the mechanisms is still needed. 
To elucidate the involvement of innate lymphoid cells in the pathogenesis of COPD and the regulatory
 mechanism, we performed the current study. However, in our current protocol, it was difficult to 
identify the innate lymphoid cells because of the limitation of the cell number from the lung 
resection sample. On the other hand, IL-33 has been shown to act as a potent activator of innate 
lymphoid cells, therefore, we also evaluated the regulation mechanism of IL-33 in COPD. In the 
current study, we first demonstrated that oxidative stress may participate in the regulation of 
IL-33 expression in airway epithelial cells in COPD. Modulation of this pathway could become a 
therapeutic target for viral-induced exacerbations of COPD.

研究分野：閉塞性肺疾患の病態解明と新規治療薬の開発

キーワード： IL-33　慢性閉塞性肺疾患　酸化ストレス　自然リンパ球
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性閉塞性肺疾患（COPD）は有病率及び死亡率は年々増加しており、COPDの管理において急性増悪の制御はその
病態進行のみならず入院費増大など社会的負荷の観点からも必要不可欠である。近年、COPD増悪病態への自然リ
ンパ球の関与が注目されており、本研究では自然リンパ球の活性化に関わるIL-33の気道上皮における発現が酸
化ストレスにより調節されることをCOPDにおいて初めて報告し、この機序を修飾することがウイルス感染を契機
としたCOPD増悪に対する新たな治療戦略の１つとなる可能性を示した。



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

COPD の有病率及び死亡率は年々増加し、2020 年には死因の第 3 位になると予想され、そ
の病態解明および制御が世界的に急務である。中でも COPDの管理において急性増悪の制御は
その病態進行のみならず入院費増大など社会的負荷の観点からも必要不可欠である。大規模臨
床研究の結果から COPDにおける増悪をおこしやすいフェノタイプの存在が示されたが、その
増悪病態については未だ不明な点が多い。 
近年、抗原受容体を持たず、迅速かつ大量のサイトカイン産生能を持つリンパ球群として自
然リンパ球の概念が提唱され、初期免疫応答におけるその重要性が示されている [Spits H, et 
al. Nat Rev Immunol 2013]。喘息病態では 2型の自然リンパ球（ILC2）は上皮障害時に放出
される細胞内分子[アラーミン（alarmin）]のひとつである IL-33により活性化され、2型サイ
トカインである IL-5, IL-13の産生を増強することが知られている。一方、COPD病態におい
てはマウスモデルでの検討により喘息病態との違いも示唆されている[Kearley J, et al. 
Immunity 2015]。また、アラーミンによる炎症細胞の活性化の機序に関し、細胞からのアラー
ミン放出には「感染や障害によって生体が侵襲を受けて誘導されるネクローシスのような細胞
死（ネクロプトーシス）」が関与する可能性が近年、報告され、脚光を浴びている [Pasparakis 
M, et al. Nature 2015]。しかしながら、COPDおよびその増悪病態における自然リンパ球の関
与および気道上皮からのアラーミン放出による自然リンパ球を含む炎症細胞の活性化機序に関
しては未だ不明な点が多い。 
今回我々は、COPD増悪病態において気道上皮におけるアラーミン産生・放出および自然リ
ンパ球を含めた炎症細胞の活性化機序を解明し制御することで増悪時の気道炎症を減弱できる
のではないかと考え、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 

COPDにおける自然リンパ球のプロファイルを明らかにし、また、COPD増悪病態において
気道上皮におけるアラーミン産生・放出および自然リンパ球を含めた炎症細胞の活性化機序を
明らかにすることを目的として検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）対象と検体の採取 
肺癌疑いの手術対象者において十分な説明と文章（東北大学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癌組織より十分離れた部分の肺組織を使用した。肺組織は術前の呼
吸機能検査により非喫煙健常者、喫煙者、GOLD のガイドラインを満たす COPD 症例に分け
て用いた。また、手術肺から気管支を分離後、無血清培地にて培養し、使用時まで液体窒素下
にて保存した。 
 
（２）手術肺組織を用いた検討 
①手術肺における自然リンパ球の同定 
手術肺組織検体から DNaseⅠ、Collagenaseを用いて、単離細胞液を作成後、lineage marker
（Lin: CD1, CD3, CD11b, CD11c, CD14, CD16, CD19, CD34, CD94,CD123, FcεR1α, TCR, 
BDCA2）陰性、CD45抗体および自然リンパ球を認識する抗体（1型：抗 CD56抗体陰性、抗
CD127抗体陽性、2型：抗 CRTH2抗体陽性、抗 CD127抗体陽性、3型: 抗 CD117抗体陽性, 
抗 CD127抗体陽性、NKp44(+)または NKp44(－)）を用い flowcytometryにて検討を行った。
また、FACS Aria セルソーター (BD Biosciences社)にて自然リンパ球を分離し、mRNA発現
による自然リンパ球の同定を行った。 
 
（３）気道上皮を用いた検討 
①酸化ストレスの IL-33発現に与える影響の検討  
 培養ヒト気道上皮細胞（NCI-H292）を用いて検討を行った[Kanai, K, et al. Respir Investig 
2015]。COPDではタバコ煙、酸化（H2O2）ストレスがその病態において重要であることから、
これらの刺激により IL-33の発現を real time PCRまたは ELISA、western blot法にて検討し
た。また、抗酸化物質である N-acetylcysteine（NAC）前処理による H2O2による IL-33発現
増強に対する抑制作用について検討した。 
 
②酸化ストレスの IL-33発現調節に関する機序の検討 
 NCI-H292を用いて以下の検討を行った。酸化ストレス関連のシグナル経路として報告され
ている MAPK および NF-κB 経路やネクロプトーシスの関与について、MAPK（p38, JNK, 
ERK）やMLKLのリン酸化を western blot法で定量化し、H2O2やタバコ煙刺激により増強す
るか検討した。また、MAPK 阻害薬（SB203580、SP600125、U0126）、RIPK1 阻害薬
（necrostatin-1）および NF-κB経路阻害薬（SC-514、BAY 11-7085）を用いてH2O2や TLR3
リガンドであるpoly(I:C)およびタバコ煙刺激による IL-33発現増強が抑制されるかを検討した。 
 
 
③ライノウイルス感染による検討 



ウイルス感染は COPD増悪の主因であり、酸化ストレス存在下におけるライノウイルス感染
時の IL-33 の発現に与える影響について検討を行った。ライノウイルス 14 型のストックを
Multiplicity of infection（MOI）を 1に調整し、33 ℃、5% CO2の条件下で 90分間培養し感
染成立を図った。 

 
④健常者および COPDヒト気道上皮細胞を用いた検討  
 培養ヒト気道上皮細胞（NCI-H292）での検討で得られた結果を確認するため、ヒト気道上
皮細胞において NAC前処置の H2O2刺激による IL-33発現に与える影響を real-time PCRで
確認した。また、NAC前処置による IL-33発現に関して健常者と COPD群での比較検討を行
った。 
 
⑤IL-33産生放出に対する SLPIの抑制作用の検討 
近年、真菌由来の蛋白分解酵素が IL-33の産生放出に関与する可能性が示唆され、アルテリ
ナリア刺激による IL-33産生放出に蛋白分解酵素が関与する可能性についてヒト気道上皮を用
いて検討を行った。pSH 導入による好中球エラスターゼインヒビターである secretory 
leukocyte protease inhibitor （SLPI）遺伝子抑制の影響について検討した。 
 
４．研究成果 
（図１－９は Aizawa et al. Respiratory Research 19: 2018, 52-63.より一部引用した） 
 
（１）手術肺における自然リンパ球の同定 
手術肺組織検体から細胞を分離し、総細胞数～1.0×10５を得て、FACS による測定を行った。
総細胞数に対する ILCの割合は 0.02-0.03％であった[非喫煙健常者 vs COPD (stage2)（ILC2 
4.9% vs 33%; NKp- ILC3 19% vs 44%; NKp+ ILC3 0% vs 2.8%）。その後、FACS Aria セルソ
ーター による細胞分離を行い、mRNA 発現による自然リンパ球の同定を試みたが real-time 
PCRによる検討では RNAの増幅が得られず、自然リンパ球の同定は困難であった。細胞数不
足によるサンプル RNA量の不足が原因と考えられた。 
 
（２）気道上皮におけるアラーミン産生調節機序の
解明に関する検討 
 
①酸化ストレスの IL-33発現に与える影響の検討 
酸化ストレスとしてH2O2で刺激を行ったところ、

200 µMまで濃度依存性に IL-33発現が増加し、500 
µMでは増強効果が減弱した（図１）。500 µMで増
強効果が減弱した原因として細胞の生存率の低下が
考えられた。また、H2O2刺激 12時間後に、核内の

IL-33の蛋白量が増加することを確認した（図２）。
抗酸化物質である NAC前処置により、H2O2刺激
による IL-33発現増強効果は濃度依存性に抑制さ
れた（図 3）。 
 
②酸化ストレスによる IL-33発現調節の機序に関
する検討 
 H2O2刺激により p38 MAPK、JNK、ERK1/2の
リン酸化が亢進し、NAC前処置によりリン酸化は
抑制された。次に、H2O2刺激による IL-33発現増
強に対するMAPKおよびNF-κB阻害薬の影響を
検討した。MAPK阻害薬である SB203580（p38 
MAPK阻害薬）、SP600125（JNK阻害薬）、U0126
（ERK 阻害薬）の前投与により、H2O2刺激による
IL-33 発現の増強が濃度依存性に抑制されることを
示した。一方で、NF-κB 阻害薬である SC-514
（IKK-2阻害薬）、BAY 11-7085（IκBα阻害薬）の
前投与では、H2O2刺激による IL-33発現増強に対す
る抑制効果は認められなかった。以上より、酸化ス
トレスによる IL-33 発現増強作用は、主に MAPK
経路を介することが示唆された。 

図２ Western blot 法による H2O2の
核内 IL-33発現に与える影響の検討 

図３ NAC による H2O2 刺激誘導性
IL-33発現増加の抑制効果 

図１ NCI-H292 細胞を用いた H2O2の
IL-33mRNA発現に与える影響の検討 



COPD の増悪の主因はウイルス感染と考えら
れているが、ウイルス感染時にはウイルス由来の
2 本鎖 RNA が TLR3 を刺激することで自然免疫
応答が惹起されると考えられている。今回、COPD
増悪時の IL-33発現に与える影響を調べるためタ
バコ抽出液 (CSE)と TLR3 のリガンドである
poly(I:C)刺激を行い、IL-33 発現へのネクロプト
ーシス経路の関与を調べた。CSE と poly(I:C)に
よる共刺激により IL-33 の発現増加と Western 
blot法にてネクロプトーシス経路の活性化を示す
MLKL のリン酸化が認められた。MLKL のリン
酸化は RIPK1 阻害薬（necrostatin-1）前投与に
より抑制されたが、IL-33 発現に対する抑制効果
は軽度であった。この結果から、IL-33 発現調節
へのネクロプトーシス経路の関与はごく軽度であ
ることが示唆された。 
 
③ウイルス感染による検討 
 今回、ウイルス感染を契機とした COPD増悪時
の IL-33発現機序に対する酸化ストレスの影響を
検討するため、poly（I:C）刺激またはライノウイ
ルス感染処理をした気道上皮における IL-33の発
現を、H2O2 前投与の有無で比較検討した。H2O2

前投与を行うことで poly（I:C）刺激による IL-33
発現が有意に増強され（図５）、NAC前処理によ
りこの IL-33の発現増強効果は有意に抑制された。
次に、ライノウイルス感染処理でも同様の検討を
行った。刺激 24 時間時点での IL-33 発現を評価し
たところ、H2O2前処理とライノウイルス感染による
共刺激時には、IL-33 発現が有意に増強することが
確認された（図６）。H2O2共刺激により増強した
IL-33の発現は、NAC前処理により有意に抑制さ
れた（図 7）。TLR3のリガンドである poly（I:C）
刺激、ライノウイルス感染いずれの処置において
も、H2O2との共刺激を行うことで IL-33の発現が
増強することを示した。この増強効果は NAC 処
置により抑制されることから、酸化ストレス存在
下ではウイルス感染時の気道上皮における IL-33
発現が増強されることが示唆された。 
 
④健常者および COPD ヒト気道上皮細胞を用い
た検討  

NCI-H292細胞で示された酸化ストレスによ
る IL-33発現増強作用は、手術肺から得られた
健常者ヒト気道上皮においても確認された(図
８)。次に、抗酸化物質であるNAC処理に対する
反応を健常群、COPD 群間で比較検討を行った。
NAC処理により、健常群では変化は認められなか
ったが、COPD群において IL₋33発現の有意な低
下が認められた（図９）。COPD 病態において酸
化ストレスが増強していることが以前より知られ
ており、COPD病態においては IL-33は酸化スト
レスによりその発現が制御されている可能性が示
唆された。 
 
⑤2 型気道炎症病態における IL-33 産生放出制御
に関する検討 
 2 型気道炎症病態における IL-33 産生放出制御
を検討するために、ヒト気道上皮を用いてアルテ
リナリア刺激による IL-33産生放出ついて検討を
行った。近年、真菌由来の蛋白分解酵素が IL-33の産生放出に関与する可能性が示唆され、ア
ルテリナリア刺激による IL-33産生放出に蛋白分解酵素が関与する可能性について好中球エラ
スターゼインヒビターである SLPIに対する pSH導入による SLPI遺伝子抑制の影響を検討し

図６ H2O2 によるライノウイルス感染後
の IL-33 発現に対する増強効果 

図４ RIPK1 阻害薬によるタバコ抽出
液＋TLR3 刺激誘導性 IL-33 発現増加
の抑制効果 

図５ H2O2 による TLR3 刺激誘導性
IL-33 発現に対する増強効果 

図７ H2O2 処置＋ウイルス感染後の
IL-33 発現増強に対する NAC の抑制



た。SLPI 遺伝子抑制によりアルテリナリア刺
激後の培養上清中の IL-33 は有意に増加した。
以上より、アルテリナリア刺激によるによる気
道上皮からの IL-33産生放出には SLPIが抑制
性に作用している可能性が示唆された。 
 
（３）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、COPD患者由来の気道上皮では
では抗酸化物質である NAC により IL-33 発現
が有意に抑制されることを初めて示した。また、
酸化ストレスによる IL-33 発現には MAPK 経
路を介すること、また、酸化ストレス存在下で
は、ウイルス感染時の IL-33発現が増強するこ
とを初めて示した。この結果は、COPD患者に
おける IL-33発現が酸化ストレスにより調節さ
れている可能性を示唆しており、この結果はす
でに Respiratory Researchに掲載されている。 
 
（４）今後の展望 
今回、本研究では酸化ストレスにより IL-33発
現が増強することを明らかにし、この機序を修
飾することがウイルス感染を契機とした
COPD 増悪に対する新たな治療戦略の１つと
なる可能性を示した。本研究においては、さら
に 2 型気道炎症病態において蛋白分解酵素が
IL-33 の産生放出に影響を及ぼす可能性を示し
た。さらに動物モデルを用いた検討を加えること
で、プロテアーゼによる IL-33の産生調節機構を
明らかにしていく予定である。この機序の解明に
より閉塞性肺疾患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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図８ 健常者ヒト気道上皮における酸
化ストレスによる IL-33 発現増強効果 

図９ COPDヒト気道上皮細胞における
NACによる IL-33 発現抑制作用 
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