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研究成果の概要（和文）： 

 

大部分の Caspase（例 Caspase-3）は Apoptosis の誘導に関与している。一方 Caspase-1 
は炎症性サイトカイン IL-1beta, IL-18 の成熟化に必須であることが知られている。 
我々は以前に抗酸化薬チオレドキシン(TRX1)が COPD のマウスモデルを抑制することを 
報告した(Kinoshita, BBRC 2007)。また COPD 患者で IL-18 と重症度の関連を示した（I 
maoka, ERJ 2009 ）。これらの結果は COPD の病態に炎症性サイトカインだけでなく酸 
化ストレスの関与が示唆された。そこで本研究では豚膵エラスターゼをマイクロスプ 
レーにて気道内に噴霧し COPD マウスモデル作製した。そして C57BL/6 バックグラウン 
ドの Caspase-1 欠損(KO)マウスを用いて気腫化における Caspase-1 の役割を検討した。 
Caspase-1KO マウスでは野生型マウスに比べ有意に平均肺胞壁間距離（Mean alveolar  
chord length）を抑制した。これらの結果は Caspase-1 の活性化が COPD の発症に関与 
していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 

[Background] 

Caspase-1 is essential to maturity of IL-1 family cytokines IL-1beta, IL-18 and IL-33. We have 

recently reported that a significant correlation exists between serum levels of IL-18 and pulmonary 

function (%FEV1) in COPD patients (Imaoka, ERJ 2009). Constitutive overproduction of mature 

IL-18 in the lungs of transgenic C57BL/6 mice resulted in severe emphysema lesions (Hoshino, 

AJRCCM 2007). We reported that redox-active protein thioredoxin 1 (TRX1) prevented the 

development and progression of elastase-induced emphysema in wild type C57BL/6 mice 

(Kinoshita, BBRC 2007). Both inflammatory cytokines and oxidative stress may be involved in the 

pathology of COPD. In this study, we investigated the roles of caspase-1 in elastase-induced COPD 

mouse model. 

[Material and methods] 

On day 0, C57BL/6 caspase-1 deficient (KO) mice and control wild type C57BL/6 mice and was 

anesthetized by intraperitoneal administration of thiopental (2.5 to 5 mg/mouse), and a microspray 

(MicroSprayer, Penn-Century, Inc., Philadelphia, PA) was inserted through its trachea. Fifty 

microliters of 0.9% physiological saline (vehicle) or 50 μL of purified porcine pancreatic elastase 

(PPE, 0.25 U) dissolved in saline was sprayed into the trachea. Mice were sacrificed on day 21. 

Lung tissues and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were histopathologically analyzed. 

[Result] 

A computerized color image analysis revealed that the mean alveolar chord length (30 +- 2.0μm), n 

= 5 for each group) was significantly reduced in elastase-treated caspase-1 KO mice, when 
compared with control wild type mice (39.9 +- 1.5 μm). In addition, inflammatory cells in BALF of 
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(n = 10 for each group) was significantly prevented in elastase-treated caspase-1 KO mice. 

[Conclusion] 

Our results suggest that activation of caspase-1 may contribute to the pathogenesis of 

emphysematous changes and pulmonary inflammations in COPD patients. 
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１．研究開始当初の背景 

タバコ煙は多量のオキシダント (reactive 

oxygen species; ROS)の産生源である。また
酸化ストレス自身が IL-18 の産生誘導するこ
とが判明した(10)。そこで我々は“タバコ煙
→肺の過剰な酸化ストレス→肺への IL-18 の
産生誘導→肺への Th1,Th2 サイトカインの
誘導→COPD 発症”という作業仮説を立てた。
肺特異的な IL-18 を恒常的に発現するトラン
スジェニックマウスが肺の炎症細胞を伴う
肺気腫を誘導することが判明した。これらの
研究結果は COPD 患者の肺病変部ではタバ
コ煙による持続する過剰な酸化ストレスが
IL-18 の産生が増加させる。その結果、肺病
変部に大量の炎症細胞のリクルートメント
を誘導し慢性の強い炎症が持続する。その結
果、肺胞機構が破綻され COPD が発症するこ
とが示唆された。 

 

２．研究の目的 

最近の我々の研究で恒常的発現肺特異的発
現 IL-18 TG マウスとテトラサイクリンで誘
導される肺特異的発現 IL-18 TG マウスを樹
立した。前者の TG マウスは肺気腫が出来る。
Tet on system を用いてテトラサイクリンで
肺特異的に成熟マウスに IL-18 を発現させる
と間質性肺炎が誘導された（11）。このよう
に炎症性サイトカイン IL-18 の発現のタイミ
ングで肺気腫や間質性肺炎が誘導されるこ
とが判明した。これらの事実は IL-18 が
COPD だけでなく炎症性肺疾患の発症に関

与している事を強く示唆する。また、我々が
樹立した COPD マウスモデル COPD 患者と
比較検討することで COPD の病態の解明に
役立つと考えられる。 

これまでに我々は TRX が IL-18 による
肺の炎症を抑制することを見出しているの
で、肺気腫病変が TRX による抑制の分子学
的解析を行う。COPD とくに重症の COPD

患者に効果のある治療薬は抗コリン剤や長
期作動β作動薬（LABA）ぐらいしかなく、
かつ効果も限られている。我々の研究結果は
Redox 蛋白による酸化ストレスの制御が
COPD 発症を抑制する可能性を示すだけで
なく、redox 蛋白が COPD の新規治療法への
大きな可能性がある。同時に IL-18 のシグナ
ルを制御することがこの疾患の治療への応
用が期待できると考えられた。 

 

３．研究の方法 

A. COPD 患者の病変部、血清、呼気中及び
BALF の IL-18, TRX に関する解析 

 

1. 抗ヒト IL-18, TRX1抗体及び ELISAの樹
立 

我々はすでに RT-PCR 法を用いてヒト IL-18、
TRX1 の cDNA を作製した。これを発現ベク
ターpQE30(キアゲン製)に組み込みリコンビ
ナントヒト IL-18、TRX1を大量に作製した。
このリコンビナント蛋白を免疫原にして免
疫組織染色が可能なウサギ抗 IL-18, TRX1ポ
リ ク ロ ナ ー ル ナ ー ル 抗 体 を 作 製 し た



(Kinoshita BBRC 2007)。本研究では、この
リコンビナント蛋白を免疫原にして抗ヒト
IL-18 モノクロナール抗体を作製する。樹立
した抗ヒト IL-18, TRX1抗体を用いてサンド
イッチ ELISA 法で IL-18, TRX１の ELISA

を樹立する。現時点で申請者らは 5 つの抗ヒ
ト IL-18 モノクロナール抗体を作製し現在解
析中である。 

 

2. COPD 患者肺組織の炎症性サイトカイン
の肺病変部での発現検討 

我々は、手術による摘出肺を用いて、COPD

患者の肺の炎症変化を検討する。福岡大学 2

外科の白日教授・呼吸器内科の渡辺教授のグ
ル ー プ で Lung volume reduction 

surgery(LVRS)を行ったCOPD患者 20-40名
（目標）のホルマリン固定摘出肺組織もしく
はパラフィン切片を用いる。コントロールと
して肺癌等の手術による摘出肺の正常部位
を用いる。 

 

方法： 

COPD 患者の摘出肺組織の各パラフィンブ
ロックから HE 染色スライドを２枚ずつ作製。
HE 染色スライドを鏡検後、研究に用いるパ
ラフィンブロックを選択。各パラフィン切片
から組織染色用に未染スライドを 7 から 10

枚づつ作製。これを用いて炎症性サイトカイ
ン IL-18, IL-32の発現を我々のグループが自
前で作製した抗 IL-18(clone 8),IL-18R

（H44）、IL-32,TRX 抗体で免疫化学染色を
行う。同時にレドックス関連物質（チオレド
キシン）、プロテアーゼ（例：MMP-12）等
を免疫化学染色法で COPD 病変部における
発現を検討する。 

 

3. COPD患者肺組織のレドックス蛋白TRX1

の肺病変部での発現検討 

採取された患者肺組織を, 作製した抗 TRX1

抗体を用いた免疫組織染色にて検討し, 肺に
おけるTRX1やストレス関連蛋白の局在につ
いて検討を行う。 

 

B. COPD、喘息治療への応用 

TRX1 による治療の試み 

上記したように恒常的発現肺特異的発現
IL-18 TG マウスは肺気腫を伴った肺炎が誘
導された。この IL-18 TG マウスは生後約 6

週間から肺気腫が出現し、約生後 10 週で症
状が完成する。そこでこの IL-18TG マウス
に対する TRX1 前投与の効果を検討する。リ
コンビナントヒト TRX1(40 ug)を隔日に TG

マウス生後 6 週から 10 週まで（計 4 週間）
投与し、抑制効果を評価する。生後 10 週後
に、マウス肺を摘出し還流固定し HE 染色を
行ない、平均肺胞壁間距離(mean alveolar 

chord length)を測定し、肺の気腫化の程度を

病理学的に比較する。肺の圧・量曲線と静肺
コンプライアンス(Cst)を測定し TRX1 の治
療効果を検討する。 

 
４．研究成果 
Caspase-1KO マウスを用いた研究成果は投稿
準備中である。また研究成果一部はすでに学
会誌に報告した。Copy を添付し研究の報告と
する。 
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