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研究成果の概要（和文）：重症の気管支喘息の気道ではリモデリングと呼ばれる気道構造の不可

逆的変化が生じている。喘息の気道ではマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)が増加し気道

構造の破壊と修復が繰り返されることでリモデリング形成に関与することが知られている。そ

こで、本研究では MMPの主要な産生細胞である肺線維芽細胞を用いて MMPの産生に関わる

因子について検討した。その結果、強力な活性窒素種であるパーオキシナイトライトやウイル

ス感染の際に重要な toll様受容体(TLR)3の活性化がMMPの産生を促進することを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：Because it is well known that airway remodeling contributes to the 

refractoriness of asthma and MMPs play an important role in the formation of remodeling, 

we explored the factors that affect the production and activation of matrix 

metalloproteinase (MMPs) by lung fibroblast, one of the main producer of MMPs in the 

lung. We found that peroxynitrite, one of the potent oxidants, and activation of toll like 

receptor (TLR)-3 are the contributors of excessive MMP production and activation by lung 

fibroblasts. These results suggest that reactive nitrogen species and the TLR3 pathway are 

related with MMP-mediated airway remodeling.  
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１．研究開始当初の背景 

難治性喘息では気道リモデリングが生じて
おり不可逆的な気流制限を来している。リモ
デリングの形成にはMMPが重要な役割を果
たしていることが知られている。一方、難治
性喘息の気道では酸化・窒素化ストレスが亢

進していることが報告されている。またウイ
ルス感染は喘息増悪の主要な原因である。酸
化・窒素化ストレスやウイルス感染がリモデ
リングの進行を介して喘息の難治化と関連
していると考えられるが、これらが MMPの
産生、あるいは MMP/TIMPのバランスに及
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ぼす影響やそのメカニズムは不明であり、こ
れを明らかにすることが難治性喘息の病態
解明や新たな治療方法の確立の一助となる
と考えられる。 

 

２．研究の目的 

MMP の主要な産生細胞である肺線維芽細胞
において、酸化・窒素化ストレスやウイルス
応答に重要な TLR3 の活性化が MMP と
TIMP の産生に及ぼす影響及びそのメカニズ
ムを明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト肺線維芽細胞を用いて、活性窒素種
であるパーオキシナイトライトを投与し、ザ
イモグラフィー法で培養液中への MMP-2, 

MMP-9の産生および活性化の程度を定量す
る。さらにそのシグナリングとして NF-κB

と TGF-β1に着目し、パーオキシナイトライ
トを線維芽細胞に投与後の核内の NF-kBの
量をウエスタンブロッティング法にて、さら
に培養液中の TGF-β1の濃度を ELISA法で
定量する。 

(2) ヒト肺線維芽細胞に TLR3のリガンドで
ある poly (I:C)を投与し、培養液中の MMP-2, 

MMP-9の酵素活性をザイモグラフィー法で
定量する。また細胞中の誘導型 NO合成酵素
(iNOS)の発現をウエスタンブロッティング
法にて測定する。さらに NF-kBと IRF-3の
核内移行をウエスタンブロッティング法に
て検討し、NF-kB阻害剤と IRF-3のノック
ダウンにてそれぞれの経路を阻害しMMPや
iNOSへの影響を検討する。 

 

４．研究成果 

(1) パーオキシナイトライトが MMP の産生
と活性化に及ぼす影響についての検討。 

①パーオキシナイトライトを肺線維芽細胞
に投与すると濃度依存性に MMP-9 と
MMP-2の latent form及び active formの産
生を増強した(図 1)。 

図 1 パーオキシナイトライトによるMMP-9及び

MMP-2の分泌と活性化の促進 

 

TIMP-1の産生は 10-5Mまでのパーオキシナ
イトライトの投与では有意に変化せず、
10-4M のパーオキシナイトライトで低下した。 
 

② 次に、NF-κB と TGF-β1 に着目しメカニ
ズムの検討を行った。パーオキシナイトライ
トは濃度依存性に線維芽細胞からの TGF-β1

の分泌を亢進した。10-5M のパーオキシナイ
トライトを投与すると、NF-κBの核内での発
現が投与後 60分をピークに亢進した(図 2)。 
 

 

 

 

図 2 NF-κBの核内移行 

プロテアソーム阻害剤である MG132 で培養
細胞を前処理しておくと、パーオキシナイト
ライトによる MMP-9 及び MMP-2 の分泌及
び活性化の促進が有意に抑制された(図 3)。
さらにパーオキシナイトライトによる
TGF-β1の分泌亢進作用も抑制した(図 4)。 

図 3 MG132による MMP分泌の抑制効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 MG132による TGF-β1産生の抑制効果 

 

TGF-β の中和抗体を投与するとパーオキシ
ナイトライトによるMMP活性促進作用が抑
制された。(図 5) 

図 5 TGF-β中和抗体による MMP活性の抑制 

 

③ テオフィリンは気管支拡張作用を有し、
気管支喘息の治療に用いられるが、近年その
抗炎症効果が注目されている。本研究ではテ
オフィリンのMMP産生抑制効果を検討した。
テオフィリンを投与しておくとパーオキシ
ナイトライトによるMMP活性促進作用が抑
制された。（図 6） 



 

 

 

図 6 テオフィリンによる MMP活性抑制効果 

 

さらにテオフィリンはパーオキシナイトラ
イトによる TGF-β1 の産生及び NF-κB の核
内移行も抑制した。またテオフィリンの抗炎
症作用はHDAC2活性を回復することで発揮
されることが知られているため、パーオキシ
ナイトライト投与後のHDAC2活性を市販の
キットで測定したところ、濃度依存性に細胞
の核内でのHDAC2活性が低下したが(図7A)、
テオフィリンを投与しておくとHDAC2活性
が回復した（図 7B）。 

図 7 テオフィリンによる HDAC2 活性の回復 

 

以上の結果から活性窒素種が肺線維芽細胞
において NF-κB を活性化し TGF-β1 の産生
を促進することで MMP-9 及び MMP-2 の分
泌及び活性化を亢進させることが示された。
またテオフィリンはパーオキシナイトライ
トによるMMP活性の促進効果を抑制するこ
とが示された。そのメカニズムとして
NF-kB-TGF-β1経路の抑制、及び HDAC2活
性の回復を介したものであることが示され
た。このことより活性窒素種が MMPの産生
を介して気道リモデリングに関与しており、

テオフィリンの薬理作用がリモデリングの
治療につながる可能性が示唆された。以上の
結果は、2012年に Am J Physiol Lung Cell 

Mol Physiol 誌に発表した。 (Sugiura H, 

Kawabata H, Ichikawa T et al. Am J 

Physiol Lung Cell Mol Physiol. 302, 2012 

L764-74.) 

 

(2) TLR3 の活性化が MMP の産生と活性化
に及ぼす影響についての検討 

①poly (I:C)を肺線維芽細胞に投与すると濃
度依存性に MMP-2, MMP-9の産生と活性化
を亢進することがザイモグラフィー法で確
認された（図 8）。 

図 8 poly (I:C)による MMPの産生促進 

 

市販のMMPアレイを用いて行った検討では、
poly (I:C)の投与で TIMP-1 の産生は有意な
変化はなく、TIMP-2の産生は減少した。 

 

②poly (I:C)による MMP 産生増強のメカニ
ズムとして iNOSの発現に着目し、poly (I:C)

の投与後の iNOS の発現を検討したところ
iNOS 発現が誘導され、NO の産生も亢進し
た(図 9)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9  poly (I:C)による iNOS発現(A)と NOの産生(B) 

 

TLR3 のノックダウンにより poly (I:C)によ
るMMPの産生や iNOS発現の誘導効果が抑
制された。このことからこれらの作用が
TLR3 を介したものであることが示された。
さらに iNOSの阻害剤であるL-NILを投与し
ておくと poly (I:C)による MMP の産生は抑
制された(図 10)。 

 

 



 

 

 

 

 

 

図 10 iNOS阻害剤による MMP産生抑制効果 

 

③poly (I:C)が有する上述の作用のメカニズ
ムを検討するため NF-κB と IRF-3 に着目し
検討を行った。 poly (I:C)の投与により
NF-κB およびリン酸化型 IRF-3 の核内移行
が促進することがウエスタンブロッティン
グ法で確認された。NF-κB 阻害剤である
caffeic acid phenethyl ester(CAPE)を投与
しておくと poly (I:C)による MMP(図 11A)、
および iNOS の産生は抑制された。また
IRF-3 をノックダウンしておくと poly (I:C)

による MMP 産生(図 11B)と iNOS 発現の誘
導が抑制された。 
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図 11 CAPE(A)と IRF-3ノックダウン(B)による

MMP産生の抑制 

 

以上より TLR3の活性化が iNOSの発現とそ
れに引き続く内因性の NO の産生を介して
MMP の産生を亢進させることが示された。
さらに NF-κB と IRF-3 の両方の経路が関与
することが示された。現在は引き続き、
MMP-2 と MMP-9 以外にも MMP-1 につい
ても検討を行っており、さらに IFN-β の関与
についても検討中である。本研究の結果の一
部は第 53 回日本呼吸器学会学術講演会にて
2013年に発表した。 

 

(3)その他の研究 

今回の研究では喘息におけるMMP産生に影
響を与える因子を検討したが、その他の研究
として、我々は慢性閉塞性肺疾患(COPD)患
者の気道でコレステロール水酸化酵素であ
る cholesterol-25-hydroxylase(CH-25H) 及
び コ レ ス テ ロ ー ル 水 酸 化 物 で あ る
25-hydroxycholesterol (25-HC)が増加して
おり、好中球性気道炎症と関連していること
を報告した(Sugiura H, Koarai A, Ichikawa 

T et al. Respirology. 17, 2012)。この結果を
踏まえ 25-HC が肺線維芽細胞に及ぼす生物
活性を検討したところ、25-HCは肺線維芽細
胞の筋線維芽細胞への分化、及び MMP-9と

MMP-2の産生をNF-κB-TGF-β1の経路を介
して促進することを見出し、肺リモデリング
の形成に関与することを示した。この結果よ
り、活性窒素種や TLR3 の活性化以外にも、
25-HC が COPD や気管支喘息をはじめとし
た炎症性気道疾患の病理学的変化に関与し
ていることが示され、25-HC気道疾患におけ
る新たなメディエーターとなり得ることが
示唆される。この研究結果は Exp Cell Res

誌に 2013 年に発表した(Ichikawa T et al. 

Exp Cell Res. 319, 2013)。 
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