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研究成果の概要（和文）：Papainの反復気管内投与によりACOの病態を反映したマウスモデルが作成できないか
検討したところ、気腫、アレルギー性気道炎症、気道過敏性亢進をもたらす事が示された。またBALF中のサイト
カインアレイ解析から、本モデルは喘息やCOPDの気道炎症の特徴を反映すると考えられた。バイオマーカー候補
のNGALやsRAGEのBALF中の挙動もヒトと一致し、良好なマウスモデルと考えられた。Ⅱ型肺胞上皮細胞のシング
ルセル解析にて喘息やCOPD モデルと比較してACO 群に特異的な3つのクラスター(Atf5+ AT2,Meg3+ AT2, Il4i1+
 AT2)を同定した。また、広くNGALの高発現を認めた。

研究成果の概要（英文）：Repeated intratracheal administration of papain was investigated to see if a
 mouse model reflecting the pathology of ACO could be created and was shown to produce emphysema, 
allergic airway inflammation and airway hyperresponsiveness. The behaviour of biomarkers such as 
NGAL and sRAGE in BALF was also consistent with that in humans and was considered a good mouse 
model. Single Cell RNA Seq Analysis of type II alveolar epithelial cells showed a marked increase in
 the proportion of cells in the Atf5+, Il4i1+ and Meg3+ clusters in the ACO model, suggesting that 
they may be responsible for the pathogenesis. High expression of NGAL was widely observed in each 
cluster.

研究分野：喘息、COPD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
過去にACOの病態を良好に反映したマウスモデルが開発されておらず、病態解明に向けて障壁となっていたが、
本研究により良好なACOマウスモデルが樹立され、さらに新たな病態形成を担う可能性のある分子を認めた。ま
た、NGALのバイオマーカーとしての可能性を示唆する結果を得た。本マウスモデルを用いることで、ACOにおけ
るバイオマーカーや治療標的分子の同定に向けた研究が期待でき、現在解析を進めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景  
気管支喘息、慢性閉塞性肺疾患（COPD：chronic obstructive pulmonary disease）は世界的に有病率
が高く、未だに予後が悪い疾患である。喘息と COPD が併存する病態（ACO：asthma-COPD overlap）
も知られ、気管支喘息、COPD 単独と比較して病態の進行が早く、急性増悪の頻度や重症度が高く合
併症が多いとの報告がある。近年になり分子病態に即した気管支喘息や COPD の層別化（エンドタイ
ピング）に基づく治療法選択の重要性が認識されつつあるが、現在診断に活用できるバイオマーカー
は気管支喘息の一部に限られ、気管支喘息・COPD・ACO の診断に広く応用できるバイオマーカーの
開発が極めて重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では気管支喘息・COPD・ACO の診断の補助や治療応答性の評価に役立つ新規バイオマー
カーとして、喀痰・血液・気管支肺胞洗浄液で安定的かつ簡便に検出が可能な NGALおよび RAGE・
sRAGE を中心に着目し、マウスモデルを用いた研究を行い、臨床応用への基盤となる知見を創出す
る事を目的とした。また、その過程で ACO の病態を良好に反映したマウスモデルが存在せず、その樹
立が重要と考えた。 
 
３． 研究の方法 
(1) コントロール、(2) COPDモデル、(3) 気管支喘息モデル（好酸球性気道炎症モデル）、(4) ACOモ
デルを比較する。 
 
まずは ACO マウスモデルの構築に取り組んだ。植物パパイヤに由来するシステインプロテアーゼであ
るパパイン(Papain)に注目した。Papainは食肉加工や製薬にも用いられ、臨床的には Papainに起因す
る職業性喘息が過去に報告されている。マウス研究において、Papain により肺上皮細胞の障害が生じ、
上皮由来のサイトカイン(IL-33,TSLP,IL-25）が放出され、ILC2などの自然免疫系やTh2細胞が活性化
され、急性から亜急性の好酸球性気道炎症が惹起されることが報告されている。また、システインプロ
テアーゼであるため、マウスモデルでの気腫の形成も報告されている。以上から、Papain を反復投与
することにより ACOの病態を反映したマウスモデルが作成できないか検討した。 
 
さらに(1)－(4)のマウスモデルのⅡ型肺胞上皮細胞を分離し、Bulk RNA-seq、シングルセル RNA-seq
解析を行い、発現比較を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ACOマウスモデルの構築 
 

 
 
各々は気管内挿管を行い、スプレイヤーにて経気管内投与を施行した。コントロール群は PBS を使用
し、COPDモデルはエラスターゼ（PPE：porcine pancreatic elastase）を用いた。 
 
 

 



フレキシベントによる呼吸生理の解析であるが、PPE 群及び、Papain 群で肺コンプライアンスの上昇を
認め、Papain群で気道過敏性の亢進を認めることが示された。 
病理組織上は、Papainを投与した組織では気腫の形成が見られ、肺組織中への好酸球浸潤が見られ
た。以上から、毎週の Papain の反復投与は、気腫、アレルギー性気道炎症、気道過敏性亢進をもたら
す事が示された。 
 

 
 
BALF中のサイトカインアレイ解析により、Papain群でM-CSF（マクロファージコロニー刺激因子 ）、KC
（好中球走化性因子）の上昇が見られた。また、IL-5、IL-13 といった type2 cytokineの上昇も見られた。
Papainを用いた ACOマウスモデルは喘息や COPDの気道炎症の特徴を反映すると考えられた。また、
血清の解析にて IgEの増加が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
バイオマーカー候補として知られる NGAL 及び sRAGE の BALF 中の発現の解析を行った。Papain
群では BALF 中の NGAL の増加を認めた。これは、最終投与からさらに 4 週間あけた 8 週間後も同
様の傾向が維持された。また、sRAGE を評価したが、Papain 群及び PPE 群で減少を示した。これはヒ
トで報告されている気道中の発現変動と一致した。 
以上、併せると Papainの反復投与は COPD、気管支喘息の特徴を再現し、さらにはバイオマーカーの
挙動も一致し、良好なマウスモデルと考えられた。本結果は、国際誌に報告した（Allergy.2021 
Jan;76(1):390-394.） 
 
(2 )各マウスモデルのⅡ型肺胞上皮細胞の解析 
本マウスモデルを用いて、Ⅱ型肺胞上皮細胞の解析を行った。まずは Bulk RNA-seq を行った。コント
ロール群と Papain 群が主成分分析によりきれいに分離され、全く異なるトランスクリプトームを示すこと
が分かった。クラスタリングを行い、IL-33、CXCL1 などのサイトカイン、ケモカイン、Krt5 など basal cell 
markerが ACO群で上昇を認めた。 
Pathway解析にて、ACO群で innate immune response, cytokine-mediated signaling pathway、 IL-17 
signaling等が enrich していることが分かった。 
以上より Bulk RNA-seqからは ACOモデルのⅡ型肺胞上皮細胞はサイトカイン・ケモカインの産生など
を含め、コントロール群と全く異なるトランスクリプトームを示した 
 
次にⅡ型肺胞上皮細胞（AT2）のシングルセル解析を行った。ACO モデル、喘息モデル、COPD モデ
ル、コントロール群で行い、5000 細胞 平均 35000-50000 リード数と非常に良いデータを得ることがで
きた。喘息群は HDM を用いた。 



ACO特異的な AT2 subgroupの同定          
 

 
 
 

各クラスターにおける NGALの発現      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
シングルセル RNA-seq 解析により heterogeneity を探索したところ、喘息や COPD のマウスモデルで
は認められなかった ACO 群に特異的な AT2 の 3 つのクラスター(Atf5+ AT2,Meg3+ AT2, Il4i1+ 
AT2)を同定した。ACOモデルでは Atf5+, Il4i1+, Meg3+のクラスターの細胞比率が著増しており、これ
らの細胞がACOの病態形成を担っている可能性が示唆された。また、NGAL（LCN2）の発現を確認し
たが、各クラスターにおいて広く NGALの高発現を認めた。 
 
以上から、本研究により Papainの反復投与により、良好な ACOマウスモデルを樹立され、新たな病態
形成を担う可能性のある分子が同定された。また、NGAL のバイオマーカーとしての可能性を示唆す
る結果を得た。 
 
さらに現在、ACOマウスモデルのAT2 の scATAC-seq解析を行い、喘息モデル・COPDモデルとの比
較検討を行っている。また肺組織を用いて空間的トランスクリプトーム解析（VISIUM）を施行し、組織
内での細胞の局在・発現などを検証している。Ⅱ型肺胞上皮細胞の不均一性とその特徴的転写ネット
ワーク形成、及び ACOの病態形成の解明に向けた解析を進めており、バイオマーカーや治療標的分
子の同定に繋げていきたい。 
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