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研究成果の概要（和文）：喫煙の短期曝露では好中球性炎症を誘導するが、同条件での長期曝露では気腔の開大
を誘導することが明らかとなった。さらに、IL-17遺伝子欠損マウスを用いて喫煙曝露の影響を検討したとこ
ろ、いずれの作用も抑制することが明らかとなった。以上より、喫煙が誘導する好中球性炎症および気腔の開大
でIL-17が重要な役割を担うと考えられた。
本研究より、IL-17がＣＯＰＤをはじめとする喫煙が誘導する気道炎症治療における重要な分子標的となり得る
と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The role of IL-17 in an inflammatory reaction to cigarette smoke exposure 
was investigated, using IL-17 deficient mice.  IL-17 deficient mice showed that neutrophilic 
inflammation was restored in short-term exposure, and subsequently that the emphysematous change was
 restored after long-term exposure, in comparison with the wild-type mice.  This suggested that 
IL-17 plays a crucial role in an inflammatory reaction to cigarette smoke exposure, and thus a 
possible molecular target in the therapeutic strategies to cigarette-smoke associated airway 
disorder, such as COPD.

研究分野： 公衆衛生学

キーワード： COPD　環境曝露　呼吸器病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 

肺炎マイコプラズマ(Mp)肺炎は臨床的に

は遷延性の咳嗽を特徴とする肺炎である。重

症化には免疫状態が関与すると考えられて

おり、第一選択薬のマクロライド系抗菌薬の

有する抗菌作用だけでなく、免疫調整作用も

有効である、と考えられている。 

一 方 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 chronic 

obstructive pulmonary disease (COPD)の炎

症に対する治療では、同じ気道炎症性疾患で

ある喘息と比較し、ステロイドに抵抗性であ

り、マクロライド系抗菌薬の免疫調整作用が

有効であると考えられている。 

以上の知見に加えて、マイコプラズマ肺炎

は COPD 増悪の一因となることから、「肺炎

マイコプラズマ肺炎とＣＯＰＤとは共通の

炎症メカニズムを有する」との仮説を立てて

本研究を立案・遂行した。 

 

２．研究の目的 

＜これまでの成果と未解決問題点＞ 

上記の仮説に検証を加えるため、申請者は

喫煙曝露マウスモデル およびマイコプラズ

マ肺炎マウスモデルを確立し、解析を加える

ことにより、共通した炎症メカニズムを明ら

かにする研究を行ってきた。 

（１）マイコプラズマ肺炎モデルより明らか

になってきたこと 

 マイコプラズマ肺炎マウスモデルでは、マ

イコプラズマ肺炎の菌体成分を抽出し、経鼻

的に頻回投与を行い肺炎マイコプラズマ

（Mycoplasma pneunoniae）が誘導する肺炎

の炎症病態を表す動物モデルを作出した。生

菌の使用を避けたことにより、感染とは異な

る病態と考えられた。本マウスの解析より、

好中球の肺への遊走にはIL-17の関与が示唆

された。 

 IL-17 はファミリーを形成しており、

IL-17A と IL-17F は、アミノ酸配列、発現部

位等が似ており、さらに redundancy も報告

されていた。IL-17 の役割を精確に検討する

には IL-17A/F 両遺伝子について検討する必

要があると考えられた。 

 尚、IL-17A と IL-17F は配列も似ているこ

とから、遺伝子を別々に定量することも困難

であった。実際、申請者が複数の既報のデー

タで施行された定量的 RT-PCR を再現しよう

と試みたが、いずれも失敗した。 

 さらに、IL-10 遺伝子欠損マウスモデルの

検討では、IL-10 遺伝子欠損マウスでの好中

球性炎症が増悪し、好中球の遊走を活性化す

る炎症性メディエーターが増加していた。

COPD 患者のサンプルの解析から、IL-10 の低

下とIL-17の増加が関連していることが報告

されており、本件研究の知見からも、喫煙が

誘導する好中球炎症にIL-17が関与している

ことが予想された。 

 

（２）短期喫煙曝露モデルの問題点 

これまでの成果として、短期喫煙曝露モデル

を作出し肺での遺伝子発現を検討したとこ

ろ 、 TNF- α 、 GM-CSF 、 IL-6 、

KC(Keratinocyte-derived chemokine, ヒト

の CXCL-8/IL-8 に相当)、MIP-2 などの炎症性

メディエーターの発現が高値であった。また、

MMP-9 の増加を認め、気腫性変化の原因とな

ることが予想された。気管支肺胞洗浄液では

好中球分画が増加しており、好中球の肺への

遊走が観察された。さらに、ヒストン脱アセ

チル化酵素(HDAC-2)や Sirt-1 の発現および

活性の低下を認めた。以上の所見は、ＣＯＰ



Ｄ患者から得られたサンプルの解析結果と

合致していたため、この喫煙短期曝露モデル

を COPD の分子病態を表す動物モデルとして

使用した。しかしながら、上記の所見が長期

曝露により気腫性の変化に至るか（動物モデ

ルの場合は気腔径の開大）は確認されていな

かった。 

  

＜本研究での目的＞ 

喫煙曝露マウスモデル およびマイコプラ

ズマ肺炎マウスモデルを確立し、解析を加え

ることにより、共通した炎症メカニズムを明

らかにすることを目的とした。その際、これ

までに問題となった、IL-17A と IL-17F の

redundancy の問題、および、短期喫煙曝露モ

デルが本当にＣＯＰＤのモデルであるかど

うか、について検討を加えた。 

IL-17AとIL-17Fのredundancyがあること、

IL-17A と IL-17F を特異的に定量化すること

が困難であることが予想されたため、

IL-17A/F 両遺伝子欠損マウスを用いること

とした。また、曝露期間を延長することによ

り、長期曝露モデルを作出し、実際に気腔の

開大が認められるかどうか、さらに、

IL-17A/F 両遺伝子欠損マウスではどのよう

な結果が得られるかを検討した。 

 

３．研究の方法 

（１）動物モデルの作出 

①用いた動物 

 IL-17A/F 両遺伝子欠損マウスモデルと野

生型マウスモデル、いずれも C57BL/6J の遺

伝背景を有するマウスを用いた。同マウスは、

共同研究者の岩倉洋一郎博士より供与を受

けた。 

  

③喫煙曝露マウスモデル 

 喫煙曝露は、マウス喫煙曝露装置（MIPS 社、

大阪）を用いて行った。 

 上記マウスに対し、喫煙曝露を連日４週ま

で行った（短期曝露モデル）群と２４週行っ

た（長期曝露モデル）群とを作成し解析した。 

 

（２）解析手法 

１．喫煙短期曝露モデルの解析 

①気管支肺胞洗浄 

 各動物モデルの炎症状態を検討するため、

気管支肺胞洗浄を施行し、得られた細胞数と

分画を調べた。また、気管支肺胞洗浄液中の

炎症性メディエーターのタンパク量を検討

した。気管支肺胞洗浄後は、肺を採材した。 

 

②分子生物学的解析 

マウスを所定の日数（５日、９日、１４日、

２８日）喫煙曝露を行いsarificeを行った。

気管支肺胞洗浄を施行した。気管支肺胞洗浄

液の細胞数を計数し、さらに、その分画を検

討した。洗浄液中のタンパク量については、

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

方にて定量した。また、同時に肺を採材した。

採材サンプルより mRNA を抽出し、TNF-α、

MMP-9、GM-CSF、KC 等遺伝子発現を定量的

RT-PCR にて定量化した。また、 

 また、組織標本を作成し、抗 MMP-9 抗体に

て免疫染色を行い、MMP-9 発現陽性細胞をカ

ウントした。 

２．喫煙長期曝露モデルの解析 

 ２４週の喫煙曝露終了後のマウスに対し、

25cmH2O 圧をかけて固定した。本固定サンプ

ルより 3μm厚の組織標本を作製し HE染色を



施行後、肺胞腔の開大につき解析を加えた。

肺胞径の定量化は、Image J でプログラムを

作成し、mean linear intervals (MLI)およ

び肺胞の平均面積、単位面積あたりの肺胞の

数、を用いて定量的に評価を行った。 

 

４．研究成果 

（１）短期曝露モデルの解析 

これまでのマイコプラズマ肺炎マウスモ

デルおよび喫煙曝露マウスモデルの解析の

結果、IL-17 の関与が示唆されたため、

IL-17A/F 両遺伝子欠損マウスを用いて、

IL-17A/F 遺伝子欠損が喫煙短期曝露への反

応に及ぼす影響を検討したところ、肺胞洗浄 

液中の好中球数が減少し、MMP-9 が発現する

細胞の数が減少していることが明らかとな

った。 

また、本研究と平行して行われた、短期曝

露マウスモデルにクラリスロマイシンを投

与する研究では、好中球性炎症が抑制が観察

された。興味深いことに IL-17 の発現も抑制

されていることが観察された。 

（２）長期曝露モデルの解析 

24 週にわたる長期曝露へ与える影響を、画

像解析により mean linear interval (MLI)

や肺胞の平均面積、および単位面積あたりの

肺胞数を求めることにより検討した。その結

果、野生型では、MLI や肺胞の平均面積が増

加し、単位面積あたりの肺胞数が減少したこ

とから、気腔が開大したと考えられた。本知

見は、ヒトの肺気腫症に相当する変化と考え

られた。 

一方、IL-17A/F 遺伝子欠損マウスでは、喫

煙曝露群と環境気曝露群（対照群）とで差が

なく、気腔の開大が抑制されていることが示

唆された。 

さて、本実験系では、肺の気腔の状態を評

価するため、マウスを sacrifice する必要が

あり実験には数多くのマウスを要すること

となった。ヒト COPD 患者では、シワが増加

することが示されており、肺の生理学的変化

と皮膚の弾力性の変化とが関連することが

示されていることから、喫煙曝露マウスの皮

膚の変化（弾力性）を検討することにより、

同マウスの肺の生理学的変化をsacrificeす

ることなく予想できるのではないかと考え

られた。本検討については、継続的な研究が

必要であると考えられた。 

 

（３）まとめと考察 

上記の結果、野生型マウスでは、長期曝露

により気腔の開大が認められ、ヒト COPD に

相当する変化と考えられた。さらに、

IL-17A/F 遺伝子欠損マウスでは、短期曝露に

よる好中球の肺への遊走が抑制され、MMP-9

陽性細胞が減少した。 

以上より IL-17A/F は、喫煙が肺に与える

影響、すなわち好中球性炎症を誘導し、さら

に、気腔の開大を誘導するメカニズムで重要

な役割を有することが示唆された。IL-17A/F

は COPD をはじめとする喫煙が誘導する好中

球性炎症を治療する上で、重要な分子標的と

なり得ると考えられた。 

また、本研究結果から、短期曝露モデルの

意義も明らかになったと考えられた。 
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