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研究成果の概要（和文）：重症喘息を特徴付けるT細胞レベルのステロイド抵抗性のメカニズムを解析し、治療介入の
前提となる前臨床研究を行う目的に、ステロイド抵抗性喘息モデルを樹立した。OVAで感作したマウスからT細胞を選択
的に単離し、抗原刺激、限界希釈を行い、T細胞をクローニングした。in vitroにおけるT細胞クローンのステロイド感
受性と、T細胞クローン移入マウスに抗原チャレンジを行うT細胞移入喘息モデルを用いて、in vivoでのステロイド感
受性を評価した。さらに治療介入をめざして、costimulatory signal阻害薬、および、低分子量シグナル伝達阻害薬の
ステロイド抵抗性改善効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：The understanding of the steroid-resistant mechanism of the T-cell level to charac
terize severe asthma is important as a premise of the treatment intervention. For the purpose of performin
g a preclinical study, we established a steroid-resistant asthmatic model. Steroid sensitivity evaluation 
was done using the steroid sensitivity of the in vitro T-cell clone and T-cell clone transfer mice asthma 
model (in vivo). By the administration of dexamethasone (Dex), lymphocyte count and eosinophil count in BA
LF of mice transfected with steroid-sensitive clone, was reduced in a dose-dependent manner. On the other 
hand, there was no significant reduction in the case where it is transferred with steroid-resistant clones
. Namely, it was able to confirm that steroid sensitivity and resistance in the culture system (in vitro) 
accorded with the sensitivity in the asthma model (in vivo). 
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科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 閉塞性肺疾患

内科系臨床医学呼吸器内科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
軽症ないし中等症喘息の予後、QOL は改善
したものの、入手可能なすべての治療薬を併
用してもなお重症な喘息患者に対する治療
効果は、きわめて不十分な水準に留まってい
ることが、AIRJ、GOAL study 等で明らかにな
っている。治療抵抗性の機序を解明し、新た
な治療法を確立できれば、年間数千人の喘息
死を未然に防止するとともに、患者、家族の
QOL を改善し、1 割の重症患者が喘息医療支
出の過半を占める医療費の削減にもつなが
ることが期待される。ステロイド薬(グルコ
コルチコイド)は、世界で最も使用されてい
る薬の 1 つであり、喘息治療において最も効
果的な抗炎症薬としてファーストチョイス
に推奨されている。一方で、種々の要因によ
り引き起こされると考えられている重症・難
治性喘息の特徴の一つに、ステロイド薬に対
する抵抗性が挙げられる。ステロイド抵抗性
の分子生物学的機序については、依然不明な
点も多い。 
喘息の病因には、活性化された T 細胞の関
与が指摘されており、T 細胞レベルでのステ
ロイド抵抗性についての研究が多くなされ
ている。ステロイド抵抗性の喘息患者から採
取された末梢血 T 細胞は、ステロイド感受性
の喘息患者の T 細胞と比べて、in vitro に
おける T 細胞の増殖能がステロイドにより
抑制されにくいことが明らかになっている。
しかし、in vitro における T 細胞のステロ
イド抵抗性が、ステロイド抵抗性喘息に直接
関与しているかについてはまだ明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
重症・難治性喘息における T 細胞レベルで
のステロイド抵抗性の病因と機序の解明を
目指す。ステロイド薬に対して抵抗性を示す
T 細胞クローンと、感受性を示す T 細胞クロ
ーンの特性解析を行い、ステロイド抵抗性因
子の同定をめざす。ステロイド抵抗性の解明
は、ステロイド抵抗性喘息の発症機序の解明
と新規治療ターゲットの開発のみならず、ス
テロイド抵抗性を共通にする他の難治性炎
症疾患の解決にもつながるものと期待され
る。 
 
３．研究の方法 
(１）OVA 特異的 T細胞クローンの細胞増殖ア
ッセイ及びサイトカインアッセイ 
卵白アルブミン(OVA) 特異的T細胞クローン
を当研究室で確立し、無処置マウスに移入し、
液性免疫を成立させていないマウス喘息モデ
ルを用いた（図１）。OVA特異的T細胞クローン
の維持は既報の方法で行った(Kaminuma, O. 
et al. Am. J. respire. Cell Mol. Biol. 
(1997) 16, 448-454 )。 
in vitroアッセイとしては、OVA特異的T細胞
クローンを、30 GyのX線を照射して調整した
脾臓由来の抗原提示細胞(APC)とOVAで刺激し、

96ウェルプレートにて培養した。代表的なス
テロイド薬として知られるデキサメタゾン
(DEX)を1、10、100、1000 nMの終濃度で添加
した。48時間培養上清の一部を回収してサン
ドイッチELISA法によりTh2サイトカインIL-4、
IL-5、IL-13とTh1サイトカインIFN-γの産生
を特異的サンドイッチELISAにより測定した。
細胞の入ったウェルはトリチウム標識チミジ
ンを添加して17時間後に細胞増殖をアッセイ
した。 
in vitroにおける増殖応答のステロイド感
受性によって、ステロイド感受性T細胞クロー
ンと抵抗性T細胞クローンを選んだ。 

 
(２)OVA 特異的 T 細胞クローン移入喘息モデ
ルマウスを用いた解析 
BALB/cマウスの脾臓細胞由来APCとOVAに
よる刺激を定期的に行い、IL-2 を培地中に添
加することで T細胞クローンを維持、増殖し
た。OVA 特異的 T 細胞クローンを用いた喘息
モデルマウスのアッセイは、以下に示すスケ
ジュールに沿って行った（図 2）。 

 
初日に抗原刺激のレストしたT細胞クロー
ンを回収し、1 x 107 cells/head に調製して
尾静脈から BALB/c マウスに移入した。翌日
に OVA 経鼻チャレンジ、DEX 皮下投与(0, 1, 3 
mg/kg)を行った。3日目(抗原チャレンジから
48 時間後)に、無拘束全身プレチスモグラフ
(BUXCO)により Penh 測定を行った。その後
BALF の回収を行い、BALF 中の単球・好中球・
好酸球・好塩基球・リンパ球数を計測した。
BALF 中のサイトカイン濃度は、サンドイッチ

Day 1 T細胞クローン移入 

Day 2 OVAチャレンジ、DEX投与、 Penh測定 

Day 3 DEX投与、Penh測定 

Day 4 BALFの回収 

図 2 in vivo の実験の流れ 

図 1 OVA 特異的 T 細胞クローンの確立と T
細胞クローン移入喘息モデルマウス 
a)  Kaminuma, O., et al. Am. J. Respir. Cell Mol. 

Biol. 16:448-454. Nakata, A., et al. Br. J. 

Pharmacol. 124:1425-1432. 

b)  Nakata, A., et al. Int. Immunol. 13:329-339. 

c)  Otomo, T. et al. Int. Arch. Allergy Immunol. 
149 (suppl 1):2-6. 



図 3 in vitro における T細胞クローンの
増殖  
T細胞クローンをAPC、OVAとともに培養し、各濃度のDEXを
添加した。培養 48 時間後にトリチウム標識チミジンを添加
し、18時間後にパルス測定をして細胞増殖能を評価した。＊p 
< 0.05: DEX無添加時の増殖を100%として比較 
a. ステロイド感受性のT細胞クローン BF7, T6-2, T6-10 
b. ステロイド抵抗性のT細胞クローン T5-1, T6-4, T6-7 
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図 4 in vitro における T細胞クローンの
サイトカイン産生  
T細胞クローンをAPC、OVAとともに培養し、各濃度のDEXを
添加した。培養48時間後に培養上清を回収し、ELISAアッセ
イより評価した。 

ELISA 法にて測定した。さらに、肺・気管支
組織を採取し、ギムザ染色により組織の好酸
球浸潤について評価した。以上の呼吸機能の
測定、肺・気管支の病理組織学的解析を、ス
テロイド感受性 T 細胞クローン(BF7, T6-2, 
T6-10)、ステロイド抵抗性 T 細胞クローン
(T5-1, T6-4, T6-7)において行い、各 T細胞
クローンが惹起する喘息症状を把握すると
ともに、DEX 投与によりそれらの症状がどの
程度抑制されるか評価した。 
分子生物学的見地からT細胞クローンのス
テロイド抵抗性の機序を明らかにするため、
DNA マイクロアレイを用いて、ステロイド存
在下における遺伝子発現の網羅的解析を行
った。APC の影響を排除するため、各 T 細胞
クローンを固相化抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体
により活性化させ、DEX を終濃度 1000 nM と
なるように添加して培養した。培養開始 24
時間後に細胞を回収して、総 RNA の抽出を行
い、DNA マイクロアレイを用いて遺伝子発現
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(１）ステロイド抵抗性 T 細胞クローンと喘
息モデルノ樹立 
OVA 特異的 T 細胞クローンを複数樹立し、
in vitroにおける増殖応答のステロイド感受
性を評価した。T 細胞クローン BF7, T6-2, 
T6-10 は 100 nM の DEX 濃度で顕著に細胞増殖
が抑制された（図 3）。T 細胞クローン T5-1, 
T6-4, T6-7 は 1000 nM の DEX 濃度において、
50%以上の細胞増殖を維持した。この結果よ
りステロイド感受性 T 細胞クローン(BF7, 
T6-2, T6-10)と抵抗性 T細胞クローン(T5-1, 
T6-4, T6-7)を選んだ。 

 
ELISA 法によりサイトカイン濃度を測定し
た。DEX 濃度 0～1000 nM 下の APC・抗原共刺
激 T 細胞おけるサイトカイン産生量から IC50
を求め、in vitro における T細胞クローンの
ステロイド感受性を評価した(図 4)。 
ステロイド感受性クローン BF7 は、IL-4 を
12.2×103 pg/ml 産生し、IC50は 31.9 nM、IL-5
を 17.3×105 pg/ml 産生し、IC50は 28.9 nM、

IL-13 を 48.5×103 pg/ml 産生し、IC50は 6.3 
nM だった。IFN-γは検出されなかった。T6-2
は、IL-13 を 3.3×103 pg/ml、IFN-γを 86.2
×103 pg/ml 産生し、IC50は 6.3 nM、13.1 nM
だった。IL-4及びIL-5は検出されなかった。
T6-10 は IL-5 を 23.2×103 pg/ml、IL-13 を
7.2×103 pg/ml 産生し、IC50は 5.7 nM、3.8 nM
だった。IL-4 及び IFN-γは検出されなかっ
た。次いでステロイド抵抗性クローン T5-1
は、IL-13 を 0.4×103 pg/ml、IFN-γを 103.2
×103 pg/ml 産生し、IC50は 27.3 nM と 20.9 nM
だった。IL-4、IL-5 は検出されなかった。T6-4 
は、IL-13 を 0.7×103 pg/ml、IFN-γを 178.0
×103 pg/ml 産生し、IC50は 24.5 nM, 114.6 nM
だった。IL-4、IL-5 は検出されなかった。T6-7
は、IFN-γを 137.2×103 pg/ml 産生し、IC50 は
43.3 nM だった。IL-4、IL-5、及び IL-13 は
検出されなかった。ステロイド感受性 T細胞
クローン BF7, T6-10 は、Th2 サイトカイン
IL-4、IL-5、及び IL-13 の産生が優位で、ス
テロイド抵抗性 T 細胞クローン T5-1, T6-4, 
T6-7 のいずれも、Th1 サイトカイン IFN-γの
産生が優位だった。増殖反応がステロイド抵
抗性を示すクローンも、サイトカイン産生は
ステロイド感受性であることが明らかにな
った（表１）。 

 
表１．T 細胞クローンの細胞増殖とサイトカ
イン産生に対する DEX の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、in vivo におけるサイトカイン産生
を調べるため、T 細胞クローン移入喘息モデ
ルマウスより採取した BALF 中の好酸球数を
計測し、サイトカイン濃度を測定した（図 5, 
表２）。 
 



図5 T細胞クローン移入マウスから採取
した BALF 中の好酸球数 
T細胞クローンをマウスに移入し、OVAチャレンジ、DEX皮

下投与(0, 1, 3 mg/kg)を行った。BALFを採取し、好酸球数

を計測した。＊p < 0.05: DEX 0 mg/kg時の好酸球数を100％

として比較 

T細胞クローンをマウスに移入し、OVAチャレンジ、DEX皮

下投与(0, 1, 3 mg/kg)を行った。BALFを採取し、ELISA法

よりアッセイした。 

表２．T 細胞クローン移入マウスから採取し
た BALF 中のサイトカイン産生 

in vitro 実験でステロイド感受性を示す T
細胞クローンを移入したマウスでは、in vivo
実験において、DEX の容量依存的に肺気道組
織へ浸潤する好酸球の数が有意に減少した
（図 5）。しかし、ステロイド抵抗性を示す T
細胞クローンを移入したマウスにおいて、有
意な好酸球数の減少は見られなかった（図 5）。
無処置 BALB/c マウスに各 T 細胞クローンを
移入し、OVAチャレンジとDEXの皮下投与(0、
1、3 mg/kg)を行った。気管支肺胞洗浄は OVA
チャレンジの 48 時間後に行い、BALF に含ま
れるマクロファージ、好中球、好酸球、リン
パ球数を計測した(図６、７)。in vitro の実
験においてステロイド感受性T細胞クローン
に分類された BF7、T6-2、T6-10 を移入した 
場合では、BALF 中の好酸球数とリンパ球数は、
投与した DEX の用量依存的に減少した。それ
に対して、ステロイド抵抗性 T細胞クローン
の T6-4、T6-7 を移入した場合では、BALF 中
の好酸球数とリンパ球数は有意には減少し
なかった。T5-1 を移入した場合では、3 mg/kg

の DEX 投与により BALF 中の好酸球数が 30%
減少した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
以上の結果から、in vitro でのステロイド
感受性解析によりステロイド感受性とステ
ロイド抵抗性に分類されたT細胞クローンが、
in vivo におけるステロイド感受性解析にお
いても、ステロイド感受性の T細胞クローン
を移入したマウスはステロイド感受性であ
り、一方でステロイド抵抗性の T細胞クロー
ンを移入したマウスはステロイドに対して
抵抗性を示すことがわかった。すなわち、in 
vitro で解析された T 細胞クローンのステロ
イド感受性は、in vivo における T 細胞クロ
ーン移入喘息モデルのステロイド感受性と
一対一で対応し得るものであった（図８）。 
 

図６．T 細胞クローン移入モデル BALF 中の
炎症細胞数 
T 細胞クローンを無処置 BALB/c マウスに移入し、OVA

チャレンジ、DEX の皮下投与を行った。チャレンジ 48

時間後に BALF を回収し、BALF 中の炎症細胞を計測し

た。図中、DEX 0 mg/kg：白、DEX 1 mg/kg：薄グレー、

DEX 3 mg/kg：濃グレー、Total：総細胞数、M：マクロ

ファージ、N：好中球、E：好酸球、L：リンパ球、とし

た。用いたマウス数は、BF7 (n=6)、T6-2 (n=7-11)、

T6-10 (n=6-9)、T5-1 (n=6)、T6-4 (n=10-12)、T6-7 

(n=5-13)である。 * p < 0.05 

図７．T細胞クローン移入マウスから採取
した BALF 中の炎症細胞数の相対変化 
T 細胞クローンを無処置 BALB/c マウスに移入し、OVA

チャレンジ、DEX の皮下投与を行った。チャレンジ 48

時間後に BALF を回収し、BALF 中の炎症細胞を計測し

た。DEX 0 mg/kg の時の細胞数を 100%とした相対値で

表した。用いたマウス数は、BF7 (n=6)、T6-2 (n=7-11)、

T6-10 (n=6-9)、T5-1 (n=6)、T6-4 (n=10-12)、T6-7 

(n=5-13)である。 * p < 0.05：Dex 0 mg/kg の時の細

胞数と比較 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図８．細胞レベル in vitro と個体レベル in 
vivo でのステロイド感受性が一致する 
 
好酸球自体は、ステロイドに対して感受性
が高いことは良く知られているが、in vivo
における好酸球浸潤は、T 細胞由来のサイト
カインや様々な接着分子シグナルの影響を
受けるため、ステロイド感受性/抵抗性 Th ク
ローン移入モデルで、ステロイド反応性が異
なるものと考えられる。さらに詳細なメカニ
ズムを解析することに興味が持たれる。 
ステロイド抵抗性の喘息患者から採取さ
れた末梢血 T細胞は、ステロイド感受性が極
めて低く、DEX に対する IC50は 1000 nM 以上
であり、ステロイド感受性の喘息患者の約
100 倍であると見積もられている。我々の T
細胞クローンのステロイド感受性解析では、
ステロイド感受性のT細胞クローンとステロ
イド抵抗性の T細胞クローンの DEXに対する
IC50は、20 倍から 500 倍の差となった。ステ
ロイド感受性が大変低いという点において、
ステロイド抵抗性T細胞クローンとステロイ
ド抵抗性の喘息患者から採取された末梢血 T
細胞は大変類似しており、我々のステロイド
抵抗性T細胞クローンはステロイド抵抗性喘
息の T細胞の性質を表していると言える。今
回の結果は、ステロイド抵抗性 T細胞クロー
ンの移入によるステロイド抵抗性喘息モデ
ルを構築したものと考えられる。 
DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現解
析ではステロイド抵抗性に関連する候補遺
伝子が複数挙げられたものの、ステロイド抵
抗性の機序となる原因遺伝子については未
だ特定できていない（現在解析中）。結論と
して、本研究課題において、ステロイド感受
性 T細胞クローンとステロイド抵抗性 T細胞
クローンについて、in vivo と in vitro 両
面から特性解析できた。ステロイドが主要な
喘息の治療薬であり、T 細胞の活性化が喘息
反応の機序の一部として示唆される以上、T
細胞のステロイドに対する感受性と抵抗性
の研究は重要である。本喘息モデルは、ヒト
以外ではじめてステロイド抵抗性喘息病態
を解析できる実験系であり、今後種々の治療
介入実験を行うことで、既存の治療薬の効果
に限界のある重症・難治症例の治療法開発に
向けて、病態解析、治療薬効果解析の両面で
大いに役立つものと期待される。 
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