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研究成果の概要（和文）：ダニ抗原に応答して遅発型喘息反応が認められる症例の末梢血単核球から、ダニ特異
的T細胞クローンを樹立した。卵白アルブミン（OVA）特異的T細胞受容体トランスジェニックマウスより、T細胞
クローンを複数樹立した。培養ヒトあるいはマウス気管支平滑筋細胞を、コラーゲンゲルに封入し、6日間培養
後に収縮活性をアッセイした。活性化に伴い気管支平滑筋収縮活性を産生するT細胞クローンを複数見出したの
で、上清をゲル濾過、イオン交換により生化学的精製、分画した。クローン間で、遺伝子発現、プロテオーム解
析を実施し、候補分子を探索した。十数個の候補分子を絞り込み、リコンビナント体作成、中和抗体による阻害
実験を実施した。

研究成果の概要（英文）：Mite-specific T cell clones were established from patients who exhibited 
late asthmatic responses in response to mite allergen challenge. T cell clones were established from
 ovalbumin (OVA)-specific T cell receptor transgenic mice. Cultured human or mouse bronchial smooth 
muscle cells were encapsulated in a collagen gel and incubated for 6 days before assaying for 
contractile activity of T cell supernatants. Several T cell clones produced bronchial smooth muscle 
contractile activity upon activation. Supernatants were biochemically fractionated by gel filtration
 and ion exchange. Gene expression and proteomic analysis were performed among clones to search for 
candidate molecules. Multiple candidate molecules were selected, recombinant proteins were created, 
and inhibition experiments were conducted using neutralizing antibodies. A candidate molecule showed
 significant contractile activity, but activities of T cell clone supernatants were not abolished by
 the neutralizing antibody.

研究分野：アレルギー学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
気管支喘息は、IgE抗体を特徴とするアトピー型とIgE抗体の認められない非アトピー型とに分類される。アトピ
ー型のメカニズムは石坂公成先生が発見したIgE抗体による即時型アレルギー反応により説明されたものの、非
アトピー型のメカニズムは未解明のままである。われわれの研究によって、T細胞依存性、IgE抗体非依存性の気
管支平滑筋収縮（喘息）反応が個体レベル、細胞レベルで証明された。分子レベルで気管支平滑筋収縮メディエ
ータを同定することによって、成人喘息、難治性喘息の半数を占める非アトピー型喘息のメカニズムが解明され
るとともに、新規治療法の開発が進むことが期待される。

※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 

気管支喘息は、IgE 抗体を特徴とするアトピー型と IgE 抗体の認められない非アトピー型とに
分類される。喘息を特徴付ける可逆性の気流閉塞は、IgE-マスト細胞を介する即時型アレルギー
反応と認識され、数多くのマスト細胞脱顆粒抑制薬が臨床に供されてきたものの、効果は限定的
であった。一方で、アトピー型喘息と非アトピー型喘息とは、IgE 抗体の有無以外では、臨床症
状、検査データ、病理所見上区別しえないことから、IgE 以外に喘息共通の病因が存在するとの
仮説も提唱されてきた。1990 年以降の吸入ステロイドの普及は喘息治療に大いに貢献したが、
喘息患者全体の約 1～2 割を占める重症喘息群においては、高用量吸入ステロイド投与、抗ロイ
コトリエン薬、長時間作動型β2 刺激薬などの多剤併用療法を行っても、なお QOL が著しく障害
されている。吸入ステロイドで完治しない患者群に対していかに better な治療オプションを提
供するかは、残された課題である。近年の重症喘息研究から、重症喘息の大部分は非アトピー型
喘息であることが明らかになっている（米国 SARP 研究、欧州 ENFUMOSA 研究、厚生労働科学研究
重症喘息班）。アトピー型喘息では、Th2 型免疫応答を司る T 細胞が、慢性好酸球性炎症も担う
と推測されるが、非アトピー型喘息においても、CD4+ T 細胞の活性化が認められるなど、外来
抗原の関与を窺わせるエビデンスも報告されている。そこで、われわれは、末梢血中 T 細胞の
IL-5 産生を指標とすることにより、アトピー型喘息、非アトピー型喘息の両病型において、T 細
胞応答抗原としてのダニ、カンジダアレルゲンを同定した（Mori A, et al. Int. Arch. Allergy 
Immunol. 125 (suppl 1):48, 2001）。次いで、インフォームドコンセントの得られた症例を対象
に、吸入負荷試験を実施し、非アトピー型喘息においても、T 細胞応答抗原の吸入に引き続いて、
即時型喘息反応のない遅発型喘息反応（気流閉塞）が生じることを突き止めた。そこで、IgE 抗
体が認められない非アトピー型喘息において認められた IgE 非依存性、T 細胞依存性の気流閉塞
のメカニズムを分子レベルで解明することを目指す。 
 
２．研究の目的 
アトピー型喘息においては、アレルゲンの吸入負荷に引き続いて即時型喘息反応と遅発型喘

息反応が惹起される。マスト細胞由来のヒスタミン、ロイコトリエン等のケミカルメディエータ
が即時型喘息反応を引き起こす。遅発型喘息反応の一部は抗ロイコトリエン薬で阻害されるが、
残りの責任分子は不明である。ヒスタミン、PGD2 の産生が認められないとの知見からマスト細
胞の関与は否定的である。一方、遅発型喘息反応が、シクロスポリン、抗 CD4 抗体の投与で抑制
されることから、T 細胞依存的であるとの報告もみられる（Khan LN, et al. Am. J. Respir. 
Crit. Care Med.162:1377, 2000 等）。われわれは、IgE 抗体の認められない非アトピー型喘息に
おいても、ダニあるいはカンジダ抗原に対して末梢血リンパ球からの IL-5 産生が認められる症
例では、抗原吸入負荷に応答して遅発型喘息反応が生じることを見出した。この遅発型喘息反応
が T 細胞依存性のアレルギー反応であることを確立し、T 細胞に由来する気管支平滑筋収縮メデ
ィエータを明らかにしたい。非アトピー型喘息の IgE 非依存性の遅発型喘息反応においては、抗
ヒスタミン剤、抗ロイコトリエン剤ともに効果がないことから、T 細胞に由来する未知の気流閉
塞メディエータの存在が強く示唆される。T 細胞が、I 型アレルギー反応の感作相（プライミン
グ）にかかわることは確立された理論であるが、遅発型喘息反応という I 型アレルギー反応を引
き起こすエフェクター細胞でもあるという新たな学説を提唱する。ロイコトリエン、ヒスタミン、
アセチルコリン等の既知の平滑筋収縮物質と異なる新規物質が同定できれば、喘息病因論を書
き換える画期的な新理論となり、同時に、新たな喘息創薬ターゲットを提供できる。 
 
３．研究の方法 

① IgE 非依存性、T 細胞依存性の遅発型喘息反応の characterization、新規気管支平滑筋収縮
物質の同定 ― 非アトピー型喘息症例末梢血 T リンパ球、T 細胞クローンの培養、培養ヒト気管
支平滑筋細胞のゲル内収縮実験 
国立病院機構相模原病院アレルギー科に通院中の喘息症例を対象とし、インフォームドコン

セントを得た後、ヘパリン採血、末梢血単核球を分離し、無血清培地 AIM-V medium に懸濁した。
抗原非特異的活性化刺激または抗原特異的刺激（ダニアレルゲン、カンジダ、アスペルギルス、
アルテルナリア等の真菌抗原）を加え、培養上清中に産生されるサイトカインを特異的サンドイ
ッチ ELISA で、T 細胞の増殖応答を BrdU パルスにより測定した。通常の臨床検査で IgE 抗体が
陰性の症例でも、ダニ、真菌抗原が、T 細胞 IL-5、IL-13 産生を誘導する場合、十分な説明と同
意の後、これらのアレルゲンの皮膚反応、吸入負荷試験を施行した。即時型、遅発型喘息反応を
測定し、in vitro の T 細胞反応性との関連を解析した。ダニ粗抗原、カンジダ粗抗原、精製カ
ンジダ抗原（secreted aspartic proteinase 2、SAP2）に応答して T 細胞 IL-5 産生が誘導され、
吸入負荷で遅発型喘息反応が認められる症例の末梢血単核球を、当該抗原で刺激し、限界希釈法
により、T 細胞クローンを樹立した。末梢血単核球や、CD4、CD8、CD3 陽性細胞分画、T 細胞ク
ローンを、抗原または固相化抗 CD3 抗体で活性化した。上清を濃縮、透析した後、冷凍保存した。
培養ヒト、マウス気管支平滑筋細胞を、24 well plate 内でコラーゲンゲルに封入し、収縮活性
のアッセイに用いた（Kitamura N, et al. Int. Arch. Allergy Immunol. 146:36, 2008, 



Kitamura N, et al. Int. Arch. Allergy Immunol. 149:83, 2009, Kouyama S, et al. Int. 
Arch. Allergy Immunol. 161 (Suppl 1):93, 2013）。 
② 生化学的精製、ジーンチップ、プロテオーム解析 
ヒト、マウス T 細胞クローン培養上清を濃縮し、気管支平滑筋ゲル収縮活性を指標に、ゲル濾

過、イオン交換による精製を試みた。ニューロペプチド等既知の平滑筋収縮活性物質との異同に
つき、分子量、電気的性質から、あるいは中和抗体、antagonist を用いた実験を行った。新規分
子の可能性が高いので、平滑筋収縮活性の高いクローンから mRNA を抽出し、平滑筋収縮活性の
ない類縁クローンをネガティブコントロールとして用いて、遺伝子発現解析を行った。cDNA 
library を構築し、subtraction あるいは expression cloning を試み、培養上清中の収縮活性
の評価と、生化学的精製、iTRAC 法をはじめとするプロテオーム解析を繰り返し、候補分子の絞
り込みを進めた。 
③ T 細胞依存性マウス気管支閉塞モデルの解析 
卵白アルブミン（OVA）特異的 T 細胞クローン 1 x 107 cells/head を、無処理 BALB/c マウス

に経静脈的に移入し、24 時間後に OVA 経鼻あるいは吸入（噴霧）チャレンジし、無拘束呼吸機
能解析装置（BUXCO）を用いて Penh（enhanced pause）値を、また麻酔下、レスピレータ装着下
に呼吸機能測定装置（BUXCO 社）を用いて、呼吸抵抗（RL）値を測定した（Ohtomo T, et al. Int. 
Arch. Allergy Immunol. 149 (Suppl 1):2-6, 2009 ） 。 
④ 平滑筋収縮候補分子の発現、アッセイ（中和含む）、モノクローナル抗体作成 
絞り込まれた候補分子について、リコンビナント体を作成し、前述の培養ヒト気管支平滑筋細

胞封入コラーゲンゲルを用いて、収縮活性をアッセイした。中和抗体を用いて、T 細胞クローン
培養上清の収縮活性中和を試みた。 
 倫理面の配慮として、患者を対象とする調査および研究において、またヒト由来の細胞、組織
等の試料を用いる場合には、ヘルシンキ宣言を遵守するとともに、人を対象とする生命科学・医
学系研究に関する倫理指針 (令和 3 年文部科学省・厚生労働省・経済産業省告示第 1 号、令和 4
年 3 月 10 日一部改正)、臨床研究法（平成 29 年法律第 16 号、令和元年法律第 63 号による改
正）を遵守した。研究実施に先立って、各研究者の施設ごとに倫理審査委員会の承認を得た後、
その倫理規定に従って実施した。倫理審査委員会で承認の得られた同意説明文書は各被験者に
渡し、文書および口頭による十分な説明を行い、被験者の自由意思による試験への参加について
の同意を文書で得る等、インフォームドコンセントを徹底した。実験動物を使用する場合、厚生
労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関する基本指針（平成１８年６月１日
付厚生労働省大臣官房厚生科学課長通知）及び研究者の施設における動物実験に関する倫理規
定を遵守した。実験間のばらつきを考慮した上で、統計学的有意性を議論しうる最小例数を算出
し、その使用数を決定し、動物を保定、施術および致死させる場合は、最も苦痛を与えない方法
を事前に検討した。 
 
４．研究成果 
（１）アトピー型、非アトピー型喘息症例の末梢血単核球を、crude mite extract、crude Candida 
albicans extract、secreted aspartic proteinase 2 (SAP2)等と培養し、3H-thymidine uptake、
上清サイトカイン濃度を測定した。IgE 抗体が認められない非アトピー型喘息症例においても、
T 細胞 IL-5 産生が誘導される症例では、吸入チャレンジ後、即時型喘息反応（IAR）を欠く遅発
型喘息反応（LAR）が出現した（data not shown）。IL-13 産生は必ずしも LAR と関連しなかった。
皮内反応においても、遅発型の発赤、腫脹を認めた。 
 
（２）T 細胞依存性、IgE非依存性喘息反応を in vivo で解析する目的に、マウスモデルを樹立
した。OVA 特異的 T 細胞クローン（107 cells/head）を無処置 BALB/c マウスに経静脈的に移入
し、24 時間後に OVA 経鼻または吸入（噴霧）チャレンジを行い、経時的に気道抵抗を測定した。
長時間測定に適した無拘束呼吸機能解析装置（BUXCO）を用いた Penh（enhanced pause）値およ
び、麻酔下レスピレータ装着下に呼吸機能測定装置（BUXCO 社）を用いて直接測定する呼吸抵抗
（RL）値で評価した。T6-2、T6-4、T6-7 の 3 個のクローンで、Penh 上昇を認めた。p323-339 の
場合は、1 hr 後から、OVAの場合には 2 hr 後から、Penh 値が上昇し、40 hr 後まで持続した（図
1）。RL値も約 6 時間後から上昇を認めた（data not shown）。 
 

 
図 1．Thクローン移入、抗原チャレンジ後の Penhの推移 
 



（３）in vitro での平滑筋収縮活性のアッセイ系として、ヒト培養気管支平滑筋細胞封入ゲル
を用いた平滑筋収縮アッセイ系を樹立し、T 細胞培養上清に含まれる平滑筋収縮活性を解析した
（図 2）。 
a)                                  b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．ヒト正常気管支平滑筋細胞を用いた、3 次元 collagen gel 
a)ゲルの模式図、b)ゲル収縮の撮影像と収縮率の算出 
 
（４）IgE 非依存性喘息反応を惹起する T 細胞クローンを in vitro において固相化抗 CD3 抗体
で活性化し、24 時間後に上清を回収、透析し、収縮アッセイのサンプルとした。サンプルをア
プライした後、マウス平滑筋ゲルの収縮を経時的に記録、解析した（図 3）。本知見は、T 細胞が
平滑筋収縮活性を直接産生することを示す。 

 

 
図 3．クローン T6-2 由来マウス気管支平滑筋ゲル収縮活性（*:p<0.05, compared to n） 
 
（5）ゲル濾過による分子量分画、イオン交換クロマトグラフィーによる精製を行い、最新
のプロテオーム、ゲノム解析技術を駆使することで、T細胞由来の気管支平滑筋収縮活性タ
ンパクの同定を目指した。まず、平滑筋収縮活性を有する T 細胞クローンと有しないクロー
ンとの間で、種々の分子、遺伝子の発現を比較解析した（図 4、分子名 not shown）。 
a)                                     b) 
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c)                                     d) 

 
図 4．T 細胞クローン発現分子の解析 
a)細胞内蛋白(酵素)，GPCR mRNA 発現解析、b) 核内受容体，転写因子，サイトカイン mRNA 発現
解析、c)ケモカイン，TNFSF，増殖因子，その他分泌蛋白 mRNA 発現解析、d) サイトカイン受容
体，Fc 受容体 mRNA 発現解析 
 

（6）次いで、平滑筋収縮活性を有する T 細胞クローンと有しないクローンとの間でトランスク

リプトーム解析を実施した（図 5）。 
 

 
図 5．T 細胞クローン遺伝子発現の解析 

 

十数種類の候補タンパク分子にまで絞り込めたので、リコンビナント体を作成し、平滑筋

収縮活性を確認し、中和抗体による活性の阻害実験を実施した（data not shown）。有意な

収縮活性を有する分子を見出せたものの、中和抗体でクローン上清の収縮活性を中和でき

なかったことから、収縮活性を担う責任分子との同定には至らなかった。残る候補分子につ

いても、収縮活性および中和抗体の評価を進めている。 
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