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研究成果の概要（和文）：　呼吸器感染症の重症化を防御する因子について研究した。Nrf2は感染時の酸化ストレスや
炎症性タンパク産生を抑制する転写因子で、Nrf2を欠く個体ではインフルエンザの肺炎症が増悪することを明らかにし
た。
　p62は酸化ストレスで誘導される多機能タンパクである。レジオネラ感染時のマクロファージでp62はインフラマゾー
ムの活性化、それに引き続く炎症性タンパク産生を抑制し、肺炎症増幅を防御することを明らかにした。
　非結核性抗酸菌症の重症化にはリンパ球亜集団(Th1/Th17)のバランスが重要であることを示した。転写因子T-betの
欠損はTh17偏移を導き、菌増殖、肺炎症亢進をもたらすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In this study, the protective roles of Nrf2, p62, and T-bet in the development 
of lung inflammation induced by intracellular pathogens are investigated. Nrf2 is a transcription factor 
involved in cellular protection against oxidative stimuli. The antioxidant pathway controlled by Nrf2 is 
found to be pivotal in protection against the development of influenza virus-induced pulmonary 
inflammation and injury under oxidative conditions.
 P62, a scaffold multifunctional protein involved in several cellular events, is found to be a negative 
regulator of acute pulmonary inflammation during Legionnaires’disease, possibly by regulating 
inflammasome activity and subsequent proinflammatory cytokine production.
 T-bet, the master regulator for Th1 development, is found to be a critical regulator for susceptibility 
and inflammatory responses to M. avium. T-bet-deficient mice are highly susceptible to M. avium infection 
with diminishment of Th1 responses and development of Th17 responses.

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
平成 23 年の本邦死亡統計では肺炎は死亡順
位の第 3位であり、呼吸器感染症の克服は重
要課題である。同様の病原微生物に曝露され
ても呼吸器感染症の発症や重症化には個人
差があることより、呼吸器感染症の発症増悪
の感受性は宿主側因子が重要な役割を果た
していると思われる。病原微生物を含めた環
境因子からの情報は、細胞内情報伝達機構を
通じて転写因子に伝達され、情報に応じた遺
伝子の誘導的発現を行うことで生体応答が
なされている。従って転写応答は呼吸器感染
症の最も重要な宿主応答と考えられ、その異
常は様々な呼吸器感染症の発症増悪に関与
するものと思われる。Nrf2 はマクロファージ
や上皮細胞に高発現し、多彩な生体防御遺伝
子の転写誘導を介し細胞レベルの生体防御
の基幹をなす転写因子である。NF-B や IRF3
などの Toll 様受容体(TLRs)下流分子活性化
を Nrf2 が抑制することから、TLRs を介する
病原微生物宿主応答の制御因子として重要
であることが示唆される。また Nrf2 の標的
遺伝子である SQSTM1/A170/p62(p62)はオー
トファジー関連因子LC3のアダプター分子で
あることより、食細胞内菌処理過程を含めた
自然免疫反応にこれらの分子が関与するこ
とが推測される。一方、病原微生物感染に対
するヘルパーT(Th) 細胞応答は獲得免疫反
応の重要なプロセスである。転写因子
T-bet,GATA3,および RORt は、それぞれ Th1, 
Th2,および Th17 細胞分化のマスターレギュ
レーターであり、様々な病原微生物感染に対
する Th 応答の制御しうる。従って、これら
の自然免疫、獲得免疫系に関わる転写因子の
異常は多くの呼吸器感染症の発症進展感受
性に影響すると思われる。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では宿主応答が特に重要と思わ
れる細胞内寄生性病原微生物のうち、頻度が
高く対策の急務である非結核性抗酸菌、レジ
オネラ菌、インフルエンザウィルス感染の宿
主応答機構を転写制御の観点から明らかに
する。更にその異常と発症感受性との関係を
明らかにし、治療応用への礎とすることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）インフルエンザ感染と Nrf2 
動物は C57BL6 野生型マウス、および同系の
Nrf2 ノックアウト(KO)マウスを用いた。COPD
肺炎症モデル作成のため、各マウスを 1日 10
本のタバコに 4日間曝露した。最終曝露より
4 時間後にインフルエンザウィルス(PR8 株)
を経鼻投与し感染モデルを作成した。一部マ
ウスには Nrf2 活性化を導く目的でカルボシ
ステイン(CS)を連日経口投与した。感染後の
各時点で肺組織を採取し、病理像を確認する
とともに、同組織中の Nrf2 活性化や酸化ス
トレスの程度を免疫組織化学的に検討した。

肺組織におけるNFB,IRF,およびNrf2の活性
化の程度はウェスタンブロット、免疫組織化
学にて解析し、Nrf2 下流遺伝子の発現レベル
は定量 PCR にて解析した。粘液産生の程度は
PAS 染色にて形態的に観察するとともに、ム
チン分子の発現量を定量し各群で比較した。 
 
（２）レジオネラ感染と p62 
動物は C57BL6 野生型マウス、および同系の
p62-KO マウスを用いた。マウスにレジオネラ
菌(L. pneumophila, ACTT #33152)を経気管
支的に投与し、感染モデルを作成した。各マ
ウスよりマクロファージを採取し、レジオネ
ラ曝露後のカスパーゼ１活性、インターロイ
キン(IL)-18,IL-1β産生量を調べ、インフラ
マゾーム活性の指標とした。P62 と結合する
インフラマゾーム分子を免疫沈降法にて同
定した。感染後の各時点で肺組織を採取し、
病理像を観察するとともに、気管支肺胞洗浄
を行い、炎症細胞数を測定、各群で比較した。 
 
（３）非結核性抗酸菌感染と T細胞転写因子 
動物はBalb/c野生型マウス、同系のT-bet-KO
マウス、および同系の T-bet 過剰発現(tg)マ
ウスを用いた。各マウスに非結核性抗酸菌臨
床分離株であるM. avium subsp. Hominissuis 
(MAC) を経気道的に投与することでMAC感染
モデルを作成した。感染後 10 ヶ月までの生
存率を測定した。感染後 2 ヶ月で肺、肝臓、
脾臓を採取し、各臓器の菌量を測定、各群で
比較した。感染 2か月後の肺病理像を観察す
るとともに、気管支肺洗浄液中の炎症細胞数、
分画を測定した。肺組織中の Th1,Th2,および
Th17サイトカインの発現は定量PCRで解析し
た。CD4 陽性 T細胞中の T-bet,GATA3,および
RORt 陽性細胞の割合、インターフェロン
(IFN)ɤ陽性細胞、および IL-17 陽性細胞の割
合はそれぞれ FACS にて解析した。一部のマ
ウスにはIFN-ɤの補充、抗体投与によるIL-17
の中和を行い、肺炎症、MAC 増殖に及ぼす影
響について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）インフルエンザ感染と Nrf2 
Nrf2-KO マウスでは野生型マウスに比べ、喫
煙曝露インフルエンザ感染後の肺炎症が顕
著に亢進していた。野生型マウスマクロファ
ージではウィルス刺激後に抗酸化ストレス
酵素群、グルタチオン関連酵素群の発現が誘
導されたのに対し、Nrf2-KO マウスのマクロ
ファージではこれらの誘導が見られなかっ
た。また同マクロファージでは NFB,IRF 活
性化が亢進し、TNF-a などの向炎症性サイト
カインの発現が亢進していた。CS を投与した
野生型マウスでは肺胞マクロファージにお
ける Nrf2 活性化とともに、肺組織における
酸化ストレスの軽減、炎症細胞浸潤の減弱、
粘液過分泌の抑制が見られた。Nrf2 は喫煙ス
トレス化のインフルエンザ感染、すなわち
COPD 等の感染増悪等の状況に際し防御的に



働く因子であることが示唆された。 
 
（２）レジオネラ感染と p62 
p62-KO マクロファージでは野生型マクロフ
ァージに比べ、レジオネラ曝露後の IL-1β産
生は有意に亢進しておいた。同曝露後のカス
パーゼ１活性、IL-18 産生も p62-KO マクロフ
ァージで顕著に亢進しており、p62 の欠失は
レジオネラ感染時のマクロファージにおけ
るインフラマゾーム活性を高めるものと思
われた。免疫沈降による解析から、p62 はイ
ンフラマゾーム分子である NLRC4 (IPAF)、お
よび NLRP3 に直接結合し、それぞれの分子の
二量体形成を妨げることが明らかになった。
p62-KO マウスでは野生型マウスに比べ、レジ
オネラ感染後の肺炎症が高度であり、肺組織
中の IL-1β発現が亢進していた。以上より、
p62 はインフラマゾームの活性とそれに引き
続く向炎症サイトカイン産生を調節するこ
とにより、レジオネラ感染時の肺炎症を負に
調節する因子であるものと考えられた。 
 
（３）非結核性抗酸菌感染と T細胞転写因子 
野生型マウスに比べ、MAC 感染後の生存率は 
T-bet-KO マウスでは有意に低下していた。感
染 2ヶ月の時点において、肺、肝臓、脾臓共
に MAC の菌量が T-bet-KO マウスでは有意に
増加していた。MAC 感染後の野生型マウスで
は気管支周辺に好中球やリンパ球等の炎症
細胞浸潤が見られた。T-bet-KO マウスでは炎
症細胞浸潤の程度が顕著であり、肺胞領域に
はフォーミーマクロファージが多数集簇し
ていた。逆に T-bet-tg マウスでは炎症細胞
浸潤は極めて軽微であった。T-bet-KO マウス
の肺組織ではIFN-ɤやTNF-αなどのTh1サイ
トカインや、誘導型一酸化合成酵素(NOS2)の
発現が野生型マウスに比べ有意に低下し、逆
に Th17 サイトカインである IL-17 は有意に
増加していた。Th2 サイトカインである IL-4
の発現は各マウスで差が見られなかった。
MAC 感染後に、野生型マウス、T-bet-tg マウ
スでは T-bet 陽性 T細胞が増加したのに対し、
T-bet-KOマウスではROR-ɤ陽性リンパ球が顕
著に増加していた。T-bet-KO マウスに IFN-ɤ
を外因性に補充すると、未補充マウスと比べ
臓器菌量が減少したが、肺炎症に差は見られ
なかった。一方、T-bet-KO マウスに抗 IL-17
抗体を投与すると肺組織の炎症細胞数は有
意に減少したものの、臓器菌量に差は認めな
かった。以上より、T-bet を欠失する個体で
は臓器における MAC 増殖が亢進し、肺炎症が
高度であることが示された。T-bet-KO マウス
では Th17 偏移が認められたことから、MAC 感
染の感受性は従来言われていたTh1/Th2バラ
ンスではなく、Th1/Th17 バランスが重要であ
り、T-bet は同バランスを決定する重要な宿
主因子であることが示唆された。T-bet 欠失
によるIFNɤ低下は個体の菌増殖をもたらし、
一方で、T-bet 欠失による IL-17 過剰は肺炎
症、特に好中球性炎症亢進をもたらすことが

明らかとなった。 
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