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研究成果の概要（和文）：COPD予後に大きく影響する増悪抑制は治療戦略において急務である。本研究ではCOPD
における気道粘膜防御能脆弱性の改善を目的とする新規治療法の開発を目指した。我々は気道新鮮分泌液可視化
システムを開発し、CFTRチャンネルの機能不全が分泌液pHの病的酸性化を生じることを明らかにし、欧州生理学
雑誌に報告した。現在、これまでの研究成果をさらに推進するために、高解像度・高速度カメラ付蛍光顕微鏡シ
ステムを用いた末梢気道の機能解析を実施中である。本研究により気道粘膜防御能脆弱性と粘液線毛輸送能との
関連を明らかにし、全てのCOPD増悪予防を目的とした安全で有効な新規治療法の確立と早期臨床応用が可能とな
る。

研究成果の概要（英文）：Prevention of exacerbations, which greatly influence the prognosis of COPD, 
is an urgent need for treatment strategies. In this study, we aimed to develop a new treatment 
method to improve the vulnerability of airway mucosal defense in COPD. We developed an airway fresh 
secretion visualization system and revealed that CFTR channel dysfunction causes pathological 
acidification of secretory pH. We reported these findings in the European Journal of Physiology. In 
order to further develop our research results, we are conducting functional analysis of peripheral 
airways using a fluorescence microscope system equipped with a high-resolution, high-speed camera. 
This research clarifies the relationship between decreased airway mucosal defense and mucociliary 
transport ability, making it possible to establish and early clinical application of a new safe and 
effective treatment method aimed at preventing all COPD exacerbations.

研究分野：呼吸器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦ではCOPD患者500万人以上のうち治療を受けているのは20万人前後と少なく、年間死亡数も約16,000人前後
で推移している。「健康日本21 第二次,三次」でも対策を講じるべき生活習慣病としてがん、循環器疾患、糖尿
病と並びCOPDが取り上げられるなど社会的にも注目されており、予後に大きく影響するCOPD増悪抑制は治療戦略
において急務である。ヒト同様の構造的および機能的特徴を有するブタ気道を用いた本研究により、気道粘膜防
御能脆弱性と粘液線毛輸送能との関連を明らかにすることが可能で、将来全てのCOPD増悪予防を目的とした安全
で有効な新規治療法の確立と早期臨床応用が可能となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
本邦の慢性閉塞性肺疾患(Chronic obstructive pulmonary disease; COPD)患者は約 500

万人以上と推定されるが、実際に治療を受けているのは 20 万人前後と少なく、年間死亡数
も約 16,000 人前後で推移している。2013 年および 2024 年から開始された健康日本 21 第
2 次および 3 次においても対策を講じるべき生活習慣病としてがん、循環器疾患、糖尿病と
並び COPD が取り上げられている。予後に大きく影響する COPD 増悪が頻回となると、本
人や家族への労働生産性低下や社会全体の医療費増加をもたらす。COPD 増悪抑制は患者
予後の改善だけでなく医療資源の有効活用・医療費抑制のためにも急務である。 

COPD 増悪に関与する因子のうち、好酸球が 25%、
細菌・ウイルス感染が 75%と言われる（図 1、[1]）。
COPD は本来ステロイド抵抗性の疾患であるが、増悪
抑制の観点からは好酸球性増悪に対して吸入ステロイ
ド薬(ICS)が有効であり、喘息病態合併 COPD だけでな
く増悪頻回かつ末梢血好酸球高値例に対して長時間作
用性気管支拡張薬と ICS の併用が有効であることはよ
く知られる。一方で、細菌やウイルスが関与する COPD
増悪の予防を目的とした特異治療は未開発である(図
1)。高齢者や呼吸機能低下例では ICS 長期使用後に気
道感染・肺炎発症のリスクが上昇をすることが問題と
なっている。COPD ではそもそも気道粘膜防御能が脆
弱であり、現時点でその脆弱性を改善する根本的治療
法が存在しない。COPD における気道粘膜防御能の脆弱性を改善することを標的とする根
本的治療法が開発されれば、全ての COPD 増悪の制御が可能で、COPD 治療成績の更なる
向上に寄与する。研究代表者は、ヒトと構造的・機能的に類似するブタ気管を研究対象とし
て気道過分泌調節機序の解明と病的状態での分泌障害機序を報告してきた([1, 3, 4, 5, 10])。
本研究ではこの質的異常と気道粘膜防御能脆弱性との関連を明らかにし、細菌やウイルス
に対する易感染性を改善する治療薬開発への基礎を提供することが可能である。感染に伴
う COPD 増悪や ICS 投与中の気道感染を制御することで、全ての COPD 増悪予防を目的
とした安全で有効な新規治療法の確立と早期臨床応用を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究では、気道感染に伴う COPD 増悪予防に対する包括的治療戦略として、①気道粘

膜防御能の脆弱性に影響する質的変化の特定、②新鮮気道分泌液の特性最適化による脆弱
性の改善、③全ての COPD 増悪予防を可能
とする新規治療法の開発を目指す。 

COPD ではそもそも気道粘膜防御能が脆
弱であり[2]、現時点でその脆弱性を改善す
る根本的治療法が存在しないことが治療の
限界となっている(図 2)。研究代表者らは、
細菌・ウイルス感染が関与する COPD 増悪
や ICS 追加治療中に発症する気道感染・肺
炎の制御が不十分であることに着目し、これ
らの課題解決を目的とする。喀痰の多い
COPD症例は呼吸機能の経年低下が大きく、
増悪頻度が高く、健康関連 QOL を悪化させ
ることから、COPDにおける気道過分泌への
対策は重要である。申請者は、ヒトと構造的・
機能的に類似するブタ気管を研究対象とし
て気道過分泌調節機序の解明と病的状態での分泌障害機序を報告してきた(図 3、[3-7])。 
本研究で対象とする候補分子は複数存在する。気道分泌異常をきたす難治性の慢性気道

疾患であり欧米で多い嚢胞性線維症の原因分子である CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator)は第一の候補と考えるが、そのほか細菌やウイル
スを認識する TLRs、粘膜下腺からの分泌型 IgA(sIgA)などの防御因子、気管支拡張薬やマ
クロライド薬などの既存薬も含める。特に CFTR は気道粘膜防御に必須であり、種々の刺
激によって塩素イオン(Cl-)か重炭酸イオン(HCO3-)か一方を選択的に通過させることで粘膜
防御に寄与する。近年、喫煙刺激および COPD 気道において CFTR の HCO3-分泌障害が生
じ、気道被覆液 pH の病的酸性化から気道粘膜防御能の脆弱化を招くことが報告され注目さ

 
図 1 本研究の治療標的 

 
図 2 本研究が目指す新規治療戦略 



れている[8]。研究代表者らは、グラム陰性菌を認識する TLR4、5 がブタ気道粘膜下腺から
の Cl-分泌を増強すること、またウイルス抗原を認識する TLR7 が逆に抑制することなど、
TLRs と気道過分泌のクロストークの存在も世界で初めて報告している(図 3, [3-7])。これら
の気道分泌研究を更に発展させ、新規治療
の早期臨床応用に向けた準備を進めてい
る。生体内と同様の分泌反応を再現する新
鮮分泌液のリアルタイム観察および分泌解
析システムの構築に成功した(図 5)。後述の
ように気道線毛運動の観察も可能とし、分
泌活動と粘液線毛輸送能の両面からアプロ
ーチする。研究手法の緻密さと複雑さのた
めブタやヒト気管を用いて分泌液の解析を
行う施設は世界的にも少なく、学術的独自
性と創造性に関して多くの長所を有する。 

 
３．研究の方法 
(1) 新鮮気道分泌液のリアルタイム観察と量的および質的評価 
ヒトと構造的・機能的に類似するブタ気管を適切に

処理し図 4 のように固定し、粘膜面を mineral oil で
覆い ACh 100nM 刺激で惹起される分泌液がヒロック
形成する様子を実体顕微鏡で観察する(図 4)。 
(2) 新鮮気道分泌液の質的評価(pH 値測定) 
 上記実験(1)新鮮分泌液をマイクロピペットで回収
し、種々の刺激(基礎分泌として低濃度 ACh 刺激、炎
症状態として LPS 追加刺激下)での分泌液を、pH 特異
的蛍光指示薬である SNARF-1 と混合し、Flex 
Station3 マイクロプレートリーダーで自動測定する。 
(3) 気道分泌腺由来 Calu-3 細胞を用いた CFTR 機能解析 
 気道漿液腺細胞由来培養細胞である Calu-3 細胞を適切な状態に培養し、基底膜側と管腔
側を分けて還流する。pH 測定用の微小ガラス電極を管腔側細胞膜直上約 25µm に固定し、
各種刺激により変化する管腔側被覆液の pH を連続測定する。 
(4) CFTR チャネル蛋白の発現 
 本研究で得られた新鮮気道分泌液 pH 変化への関与を確認するため、蛍光免疫染色法とウ
エスタンブロッティング法で CFTR チャネル蛋白蛋白量を視覚化・定量化して評価する。 

 
４．研究成果 

(1) 気道粘膜防御能の脆弱性に影響する質的変化の特定 
気道の生理的分泌を再現するために、10nM、100nM、300nM の ACh で刺激した。刺激

後 180 秒時点での様子を図 5 に示す。10nM では気道
分泌を惹起せず、300nM では急速に増加し短時間で
プラトーに達してそれ以上の反応が得られなくなっ
たのに対し、100nM では適度に緩徐増加傾向を示し、
本研究での観察に適する分泌反応が得られたことか
ら、本研究において ACh 100nM が生理的気道分泌を
再現する最適な濃度と考えられた。 

次いで、新鮮気道分泌液 pH を測定した。ACh 単独刺激時の pH 値に対し、COPD 治
療薬である長時間作用性 β2 刺激薬(LABA)添加により有意に中性方向に変化した。すなわ
ち ACh 単独刺激時の pH 6.81±0.08 に対し Indacaterol(IND) 1μM および 10μM 添加で、
それぞれ pH 7.03±0.08 (ΔpH=0.22, p=0.045)および pH 7.25±0.06 (ΔpH=0.44, p=0.004)
と変化した。別の LABA である Formoterol(FOR)の場合も、ACh 単独刺激時の pH 6.87 
± 0.03 に対し 0.05μM および 0.5μM 添加で、それぞれ pH 7.04±0.04 (ΔpH=0.17, p=0.015)
および pH 7.23±0.02 (ΔpH=0.36, p=0.0002)と健常者の血液 pH 7.4 に近づく方向に変化
した。LABA による pH 調節が慢性炎症状態でも維持されることを検証するために、強力
な炎症惹起物質であるリポポリサッカライド(LPS)存在下で同様の pH 変化を確認した。
驚いたことに ACh 単独刺激時の pH 6.90±0.07 に対して ACh+LPS 刺激時は pH 6.68 ± 
0.08 (ΔpH=−0.22, p=0.035)と、新鮮気道分泌液は LPS 存在下で病的酸性化に有意に変化
することが確認された(図 9)。以上から、COPD のような慢性炎症状態では新鮮気道分泌
液は病的に酸性化して気道粘膜防御能脆弱化を進める可能性が明らかとなった。 

 
図 3 TLRs リガンドの気道分泌への影響(文献) 

 
図 4 新鮮気道分泌液の観察  

 
図 5 ブタ気管粘膜下腺の生理的分泌 



 
(2) 新鮮気道分泌液の特性最適化による脆弱性の改善 

慢性炎症状態における新鮮気道分泌液の病的酸性化に対して LABA が改善効果を維持
することを検証するために ACh+LPS 刺激下での
新鮮分泌液 pH の変化を確認した。臨床的に使用さ
れる濃度において、LABA 添加により新鮮気道分泌
液の病的酸性化が有意に中性方向に改善すること
が確認された(図 6)。すなわち ACh+LPS 刺激時の
pH 6.66±0.08 に対して、 IND 添加により pH 
6.99±0.09 (ΔpH=0.33, p=0.007)と有意に中性方向
に変化した。同様に ACh+LPS 刺激時 pH 6.65±0.10
に 対 し て 、 FOR 添 加 に よ り pH 6.94±0.11 
(ΔpH=0.29, p=0.044)と有意に中性方向に変化し
た。このことから、COPD のような慢性炎症状態で
は新鮮気道分泌液は病的に酸性化して気道粘膜防
御能脆弱化を進める可能性があり、LABA はこの病
的酸性化を有意に改善する効果が確認された。 
新鮮気道分泌液病的酸性化の LABA による改善

効果の細胞内機序解明のために、細胞内 cAMP の影
響を確認した。図 7 に示すように気道漿液腺細胞由
来培養細胞である Calu-3 細胞を用いて、培養細胞
の管腔側細胞膜直上 25μm に固定した pH 測定用の
微小ガラス電極で pH 変化を連続的に測定した。定
常状態 pH 6.44 に対して、細胞内 cAMP 増加薬で
あるフォルスコリン(Forskolin)刺激により、pH 
6.63 (ΔpH=0.19)と大きく中性方向に変化すること
が確認された。新鮮気道分泌液 pH は細胞内 cAMP
増加により中性方向に変化させることが示された。 
次いで新鮮気道分泌液 pH 調節の筆頭候補分子である CFTR の関与を検証した。2 種類

の選択的 CFTR 阻害剤である NPPB および CFTRinh172 存在下では ACh+LPS 刺激時の
pH 6.62±0.08 および 6.67±0.10 に対し、IND 添加で pH 6.74±0.07 (p=0.316)および
6.77±0.08 (p=0.220)といずれの場合も有意な pH 変化は認めなかった(図 6)。すなわち、
新鮮気道分泌液病的酸性化に対する LABA の改善効果は CFTR の機能に依存しているこ
とが示された。ちなみに LPS が存在しなくても LABA の効果は CFTR 阻害剤によりキャ
ンセルことも確認されている。以上の結果から CFTR を介する HCO3-分泌の増加がその
要因となっている可能性が強く示唆された。 

CFTR チャネル蛋白の発現量についてブタ気管で蛍光免疫染色、Calu-3 細胞でウエスタ
ンブロッティング法を用いて確認した。LPS 刺激により細胞表面の CFTR 発現は低下した
ものの、IND 追加によりその発現低下は回復しなかった。このことから新鮮気道分泌液の
pH 低下は 2 つの機序、すなわち LPS によるチャネル活性の低下と CFTR 発現の低下によ
って生じ得るものの、LABAによる pH正常化はCaCC の抑制と細胞膜上に残存する CFTR
のフル活性化による HCO3-分泌の増加が関与していると考えられた。 

本研究では、定常状態および炎症状態での気道分泌腺からの分泌速度と分泌液 pH 調節を
解析し、LPS は生理的新鮮気道分泌に対して量的および質的に悪影響を及ぼすこと、臨床
的に使用される LABA はその影響を改善させること、気道分泌腺が Cl-分泌から HCO3-分
泌にスイッチすることが重要であることを見出した。COPD 気道では、HCO3-分泌の中心
である CFTR チャンネルが機能不全および発現量
低下を生じ、分泌液 pH の病的酸性化を生じること
から、新規治療標的となり得ることを示すことがで
きた。この成果は、欧州生理学雑誌に報告した[9]。
研究代表者は、本研究をさらに発展させるべく、微
小蛍光ビーズを用いて粘液線毛輸送(mucociliary 
transport: MCT)を直接観察するシステムを構築し
予備実験を進めている(図 8)。中枢気道と末梢気道
では異なる調節機序が存在する可能性が示唆され
ている。研究代表者は、新鮮気道分泌液の調節と
MCT両面からのアプローチにより全てのCOPD増
悪予防を可能とする新規治療法開発への基礎を提供する。 
 
 

 
図 6 LABA および CFTR の関与 

 
図 7 分泌腺細胞内 cAMP の関与 

 
図 8 中枢と末梢気道 MCC 調節(未発表) 
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