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研究成果の概要（和文）：ストレス関連喘息の分子病態を野生型および免疫ヒト化マウスを用いて検証した。野
生型マウスにおいて、抗原曝露後の拘束ストレスが、好酸球性気道炎症を誘導した。肺組織の網羅的遺伝子発現
解析では、喘息病態に関与する報告のある遺伝子群で発現が上昇した。免疫ヒト化マウスから脳および肺ヒトマ
スト細胞を抽出し、細胞培養することに成功した。遺伝子発現解析では、ヒトマスト細胞特異的遺伝子群が発現
していることを確認した。さらに、IgE刺激によるヒトヒスタミン遊離、ヒトIL-33刺激によるヒトIL-13産生を
確認した。この研究成果を基に、免疫ヒト化マウスを用いたストレス関連喘息の分子病態をさらに検証する予定
である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the molecular pathogenesis of stress-related 
asthma in wild-type and immune-humanized mice. In wild-type mice, restraint stress following antigen
 exposure induced eosinophilic airway inflammation. Global gene expression analysis of lung tissue 
identified increased expression of a group of genes reported to be involved in asthma pathogenesis. 
Human brain and lung mast cells were successfully extracted from immune-humanized mice and cultured 
for analysis. Gene expression analysis confirmed that human mast cell-specific genes were expressed.
 Furthermore, human histamine release by IgE stimulation and human IL-13 production by human IL-33 
stimulation were confirmed. Based on the results of this study, we plan to further investigate the 
molecular pathogenesis of stress-related asthma using immune-humanized mice.

研究分野：呼吸器内科学　心身医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
野生型マウスにおいてストレス関連喘息の病態に関与する遺伝子群を同定することができたこと、さらに免疫ヒ
ト化マウス由来ヒトマスト細胞は、肺および脳ともにヒトマスト細胞の表現型を有していることなどを見出すこ
とができたことは、ヒトストレス関連喘息の分子病態を解明するために有用であり、学術的意義があると考え
る。これらは、ストレス関連喘息の新たな診断バイオマーカー、治療標的を見出すことができる基盤となる成果
であり、社会的意義もあると考える。

※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(以降、喘息)は世界的に増加傾向にある気道炎症を主体とした閉塞性肺疾患であ

る。炎症を抑制する吸入ステロイド薬の登場で、本邦では順調に死亡患者数が減少している。し

かし、治療抵抗性を示す重症患者も多く、新規の診断、治療につながる病態解明が急務である。 

 心理社会的ストレス(以降、ストレス)は喘息病態の増悪および重症化に関与する代表的な環

境因子の 1つである。しかし、臨床的に有用なストレスバイオマーカーや治療標的は特定されて

おらず、「ストレスがなぜ喘息病態に影響するのか？」という問いに対する答えはいまだに得ら

れていない。 

 喘息病態形成には、気道局所において様々な免疫細胞がネットワークを形成している。中でも

マスト細胞は、アレルゲン曝露などにより、ヒスタミンなどのケミカルメティエーターを遊離し、

即時型アレルギー反応の主要な役割を果たすとともに、自然免疫系および獲得免疫系の両面か

ら喘息やアナフィラキシーなどの病態形成に関与している。近年、動物モデルにおいて、マスト

細胞表面に存在する corticotropin-releasing factor(CRF)1 および CRF２受容体が、ストレス

によるマスト細胞からのヒスタミン遊離を促進、抑制両面で制御し、腸粘膜上皮のバリア機能を

調整している報告もあり（文献(1)）、脳腸相関のメカニズムに関与している。さらに興味深いこ

とに、免疫学的役割は不明ではあるが、マスト細胞は脳にも存在している。動物モデルにおいて

は、脳、肺、腸などに局在するマスト細胞が、ストレスによるアレルギー性炎症を制御する司令

塔の役割を担っていることを示唆している。しかし、ヒトでの病態解析は容易ではない。 

遺伝子学的背景から、ヒトとの相同性があるマウスが喘息病態の解明に汎用されてきた。しか

し、ヒトとマウスでは免疫細胞表面分子やサイトカインの相同性が低いものも多く、マウスでの

研究成果が、臨床応用できないこともある。この問題を解決するために、ヒト化マウスが開発さ

れた。ヒト化マウスはヒトの細胞や臓器を移植し、生体内での細胞や臓器の役割や機能を解析す

ることができる動物モデルである。代表者は、ヒト幹細胞移植によって喘息病態に重要な免疫細

胞（ヒトマスト細胞、好酸球、ILC2 など）を有する NOG IL-3/GM-CSF/IL-5 Transgenic（Tg）マ

ウス（Tri-Tg マウス）を作製し、ヒト IL-33 によるヒト喘息病態を再現することに成功した（文

献(2)）。 

 以上より、ヒト化マウスを用いることで、ストレスによるヒト免疫細胞（マスト細胞）の機能

解析を行うことが可能となり、ストレスによる喘息病態形成の新規分子メカニズム（脳肺相関）

を解明し、「ストレスがなぜ喘息病態に影響するのか？」の答えを導き出せるのではないかと考

えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、ヒト免疫細胞を有するヒト化マウスの喘息モデルを用いて、ストレスによる

喘息病態への影響を、気道局所のヒト免疫細胞、特にマスト細胞に焦点をあて、新たな「脳肺相

関」の分子病態を解明し、喘息発症予防、重症化を阻止する新たな心身医学的治療戦略を構築す

るための基盤となる成果をあげることである。 

 

３．研究の方法 

（1）野生型マウスを用いたストレス関連喘息モデルの構築および解析 

マウスは 6週齢 BALB/c 雌を用いた。拘束ストレスは、50ml のチューブの先端に穴をあけ、マ

ウスを中に入れて 1時間拘束した。喘息モデルは、代表者が確立したモデルを用いた（文献(3)）。



6 週齢 BALB/c 雌に、本来無害である卵白アルブミン（Ovalbumin：OVA）（抗原）および免疫賦活

作用を有する細菌構造物質フラジェリン(Flagellin : FLA）を第 1日、第 8日経気道感作した。

第 15 日に OVA 単独曝露し、48 時間後に肺胞洗浄液中の好酸球数を確認した。次に抗原感作時に

おける拘束ストレス、抗原曝露時の拘束ストレス、抗原感作、曝露時の拘束ストレスにおける好

酸球数増加の有無を検証した。さらに次世代シークエンサーを用いて肺組織の網羅的遺伝子発

現解析を行い、ストレス関連喘息病態に関与する分子の同定を行った。 

 

（2) 免疫ヒト化マウス由来肺および脳マスト細胞の遺伝子発現解析および機能解析 

免疫ヒト化マウスから肺および脳を採取、破砕し、percollを用いた密度勾配で細胞分画した。

IL-6、SCF 存在化のメチルセルロース内で 10 週間培養し、純度の高い成熟したヒトマスト細胞

を抽出した。フローサイトメトリで hCD177(C-kit)、高親和性 IgE 受容体α鎖(hFcεRI)陽性細

胞であること、木村染色による染色でマスト細胞であることを確認した。さらに次世代シークエ

ンサーを用いて抽出した肺および脳マスト細胞の網羅的遺伝子発現解析を行った。機能解析は

IgE 刺激によるヒトヒスタミン遊離測定、ヒト IL-33 刺激によるヒト IL-13 産生を ELISA 法を用

いて測定した。さらに免疫ヒト化マウスに、ヒト IL-33 を第 1日、2日、3日に経気道で投与し、

第 7日に肺組織、脳組織を採取し、遺伝子発現解析および機能解析を行なった。 

 

４．研究成果 

（1）野生型マウスを用いたストレス関連喘息モデルの構築および解析 

OVA 感作時における拘束ストレス、OVA 曝露時の拘束ストレス、OVA 感作、曝露時の拘束スト

レスにおける肺胞洗浄液中の好酸球数を検証した結果、OVA 曝露時のみ拘束ストレスを負荷した

マウスの好酸球性気道炎症が増強した。以上より急性ストレス負荷は抗原感作のフェーズでは

なく、感作されたのち、再度の抗原曝露時に影響を与え、喘息病態を増悪させる可能性が示唆さ

れた。肺組織の網羅的遺伝子発現解析の結果から、細胞遊走に関わるケモカインやこれまで喘息

病態に関与する報告のある遺伝子群（CLCA1、Tff2 など）で発現が上昇した。これらの分子が、

ストレス関連喘息に病態形成にどのように関与しているのは今後の検討課題である。 

 

（2）免疫ヒト化マウス由来肺および脳マスト細胞の遺伝子発現解析および機能解析 

免疫ヒト化マウスから脳ヒトマスト細胞および肺ヒトマスト細胞を抽出し、細胞培養するこ

とに成功した。遺伝子発現解析をすすめ、これらの細胞が、ヒトマスト細胞に特徴的に発現する

遺伝子群（KIT、MRGPRX2、FCER1A など）を有していることが確認できた。さらに、IgE 刺激によ

るヒトヒスタミン遊離、ヒト IL-33 刺激によるヒト IL-13 産生も確認することができた。以上よ

り免疫ヒト化マウス由来の肺、脳マスト細胞はヒトマスト細胞として前臨床研究に応用できる

可能性が示唆された。 

同様に、ヒト IL-33 刺激した喘息モデルマウスからもマスト細胞を抽出し、遺伝子発現および

機能解析をおこなった。遺伝子発現解析では長期の培養後ではあったが、コントロール群と比較

してヒト IL-33 刺激群で、肺および脳マスト細胞に発現が変動する遺伝子群（TNFα関連、Th17

関連、サイトカイン受容体関連、炎症性メディエーター関連、白血球遊走関連など）が確認でき

た。長期間記憶される遺伝子学的変化があることが確認できたことは意義があると考える。これ

らの成果は第 64 回日本呼吸器学会学術講演会ミニシンポジウムにおいて発表した。 

 

本研究で、ストレス関連喘息に関与する標的分子同定および免疫ヒト化マウスを用いたヒト



喘息病態における肺および脳マスト細胞の遺伝子発現解析および機能解析まで行うことができ

た。免疫ヒト化マウスへのストレス負荷と喘息病態への影響、肺、脳マスト細胞への影響などを

含め、詳細な脳肺相関のメカニズムを検証していくための基盤となる成果を得たと考えている。

並行して行なっているストレス関連喘息の臨床研究の成果（文献(4)）も踏まえ、今後、本研究

で確立した免疫ヒト化マウス由来マスト細胞を、前臨床研究に応用できるように研究を進めて

いく予定である。 
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