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Ⅰ．略語集 

 

BAL   Bronchoalveolar lavage 

BALF   Bronchoalveolar lavage fluid 

BLN   Bronchial lymph node 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay  

Eo   Eosinophil granulocyte 

FOXP3   Forkhead box P 3 

HPRT   Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 

Neu   Neutrophil granulocyte 

IL   Interleukin 

IL-1RA   Interleukin-1 receptor antagonist 

IL-17AKO  Interleukin-17A knock out 

OVA   Ovalbumin 

PBS   Phosphate-buffered saline 

PCR   Polymerase chain reaction 

PG   Prostaglandin 

QOL   Quality of life 

RNA   Ribonucleic acid 

Rorγt   Retinoic acid-related orphan receptor gamma 

STAT3   Signal transducer and activator of transcription 

Th   Helper T cell  

Th2   Helper T 2 cell  

Th17   Helper T 17 cell  
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Treg   Regulatory T cell 

WT   Wild-type 
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Ⅱ．研究背景 

 

 気管支喘息は、気管支の慢性的な炎症により粘膜の肥厚、気道の狭窄、喘鳴

や呼吸困難を引き起こす疾患である。2017 年の全世界における喘息患者数は

27,268万人（有病率 3.57％）、死亡者数は 49万人（死亡率0.006％）であった 1。

気管支喘息は、アスピリン喘息や運動誘発性喘息などのさまざまなフェノタイ

プが存在し、臨床的、生理学的、および形態学的特徴により分類される 2。し

かし、フェノタイプ分類の指標のみでは、治療が著効しない症例が存在し、そ

の病態形成の複雑さが問題となっている 3。そのため、有効な治療を実施する

には、フェノタイプの他にその背後にある分子病理学に従ったエンドタイプに

よる分類も考慮する必要がある 3。このエンドタイプ分類とは、気道炎症の原

因となるサイトカインなど、その免疫応答を反映する。フェノタイプからエン

ドタイプを推察することで、分子病理学的、免疫学的側面から有効な治療に繋

げられる可能性がある 4。特に、重篤な気管支喘息の症例においては、エンド

タイプ分類を基に治療戦略を立案することが、効果的な治療の提供、さらに層

別化医療の提供へ発展させることが期待できる 5。このように、フェノタイプ

やエンドタイプを十分に理解し、治療方針を立てることは、気管支喘息患者の

Quality of life（QOL）上昇や適切な医療を実施する上で大変重要である。 

 気管支喘息の治療ガイドラインの制定により、喘息治療ステップが示される

ようになり 6、重症度を指標に治療方法について明確化されており、軽症例か

ら使用する吸入ステロイド剤が治療のゴールデンスタンダードになり、著効を

示している。さらに近年、コントロール不良により著しくQOLを害していた好

酸球性気管支炎症の重症例に対して、生物学的製剤が使用されるようになり、

十分な治療効果を得ることが出来るようになってきた 4,7,8。現在使用されてい



4 

 

る、気管支喘息に対する有効な生物学的製剤として、抗 IgE 抗体であるオマリ

ズマブ 9や抗 Interleukin-5（IL-5）受容体 α抗体であるベンラリズマブ 10、抗 IL-

4 受容体 α 抗体であるデュピルマブ 11 などが挙げられる。このようなガイドラ

イン制定、生物学的製剤の開発を背景として本邦において、入院患者数、死亡

者数ともに減少傾向となっている 6。しかしながら直近 10 年程度だけをみると

喘息罹患者数は微増しており、さらに死亡者数は下げ止まりとなっている 1,12。

この原因のひとつとして、現行の治療に対する難治性喘息の存在が挙げられる。

難治性喘息のフェノタイプとしては、好酸球ばかりでなく好中球の気道浸潤を

伴う症例が挙げられ 6、重症化しやすいことが報告されている 13。この好中球性

喘息は、好中球単独の浸潤であることは少なく、好酸球好中球混合喘息となっ

ている可能性が高い 13。例えば、喀痰中の好中球の割合が 60％を超えるような

好中球性フェノタイプの喘息患者の特徴は、成人男性、遅発性喘息、重篤な肺

疾患の併発、高用量の吸入ステロイド剤の使用、経⼝ステロイドの使用、入院

率の高さが挙げられる 13。さらに好中球性喘息患者は、好酸球性喘息患者と比

較し、気道炎症を抑えるために高用量のコルチコステロイド剤の投与を必要と

なり、ステロイド抵抗性の状態であることが多い 13。また、上記の生物学的製

剤は、その標的が好酸球炎症に関わる免疫応答であり、好中球性喘息に対する

効果が期待できない。そのため現在、好中球浸潤による炎症を呈する重症喘息

患者に対して、抗生物質であるマクロライド系薬剤を投与する治療法が実施さ

れている 14,15 が、効果は限定的でより優れた治療法の確立が必要である。以上

のことから好酸球好中球混合喘息の発症機序を解明し、難治性喘息の病態の形

成を抑制し、死亡者数の減少に繋げるようにすることが重要である。 

以前、当研究室において、喘息マウスモデルを用いた実験で免疫寛容誘導期

における精神的ストレス負荷が、好酸球と好中球の気道浸潤をおこすことを報
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告している 16。さらにそのマウスモデルでは、免疫寛容誘導期の精神的ストレ

ス負荷が、免疫寛容の成立を抑制することを報告した 17,18。この免疫寛容の成

立抑制は、制御性 T（Regulatory T: Treg）細胞への分化が抑制されていることが

明らかになった 16,19,20。Treg 細胞は、自己抗原に対する免疫学的無反応を維持

し、また有害かつ過剰な免疫反応を抑制する作用をもち 21、転写因子である

Foxp3 により細胞機能を発現している特徴を有する。このように、免疫寛容誘

導期における精神的ストレスが免疫寛容の成立を阻止し、好中球炎症を引き起

こす可能性を示唆した 16。 

免疫寛容誘導期における精神的ストレスの負荷を解消することは、好中球性

の気管支喘息発現を抑制するために最重要と考えるが、今日のストレス社会で

はすべてのストレスを解消させることは不可能である。しかしながら、免疫寛

容誘導期における精神的ストレスによる影響を抑えることができれば、好酸球

好中球混合型喘息の増悪を防ぐことができる可能性がある。したがって、本研

究では、免疫寛容誘導期における精神的ストレスの影響について、サイトカイ

ンに焦点を当て、無害抗原曝露により確立される免疫寛容とその誘導期におけ

る精神的ストレスが、その後の喘息エンドタイプ・フェノタイプに及ぼす影響

を調査することとした。さらに、免疫寛容誘導期における精神的ストレスによ

る好酸球、好中球の気道浸潤について解明を進めることで、その影響の抑制方

法について、エンドタイプを考慮し精神的ストレス関連喘息による症状を軽減

させる可能性について検討した。 
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Ⅲ．研究方法 

 

1．マウス 

特定病原体を含まない雌の BALB/c マウスは、日本クレア（東京、日本）で

購入した。BALB/cバックグラウンドの Interleukin-17A knock out（IL-17KO）マ

ウスは、東京理科大学・岩倉洋一郎博士より提供を受けた 22。マウスは、一定

温度で 12時間の明暗サイクルの下で飼育し、殺菌された食物と水は自由に摂取

できる環境で飼育した。 

本研究は、東北医科薬科大学の動物実験委員会により承認された（承認番

号：16002-cn、および 17004-cn、A2040 および A2207）。さらに、すべての実験

は、関連する機関のガイドラインに従って行い、実験動物の苦痛や疼痛の緩和

に充分配慮した。 

 

2．免疫寛容の誘導、抗原感作、抗原暴露、ストレス負荷のプロトコル 

7週齢のマウスを使用し喘息モデルを作製した 2,16,17,23（Fig. 1A）。抗原として

Ovalbumin（OVA）及びアジュバントとして水酸化アルミニウム（Wako Pure 

Chemical Industries, Osaka, Japan）を 0日目と 5日目に 1匹に対して 4mgを腹腔

内に投与した。免疫寛容は、-6日目と-3日目に水酸化アルミニウムなしで OVA

の吸入により誘導した 24。吸入方法は、ストレス曝露期間の最初の 30分間、エ

アロゾル化した OVA（生理食塩水中 5 mg/mL）を OVA 曝露用のチャンバーに

て曝露した（寛容マウス）。コントロールとして、生理食塩水のみをチャンバ

ーにて曝露した（喘息マウス）。 

精神的ストレスとして拘束ストレスを負荷した 25。拘束ストレスは、各マウ

スを複数の通気孔を開けた 50 mL のコニカルチューブを用いて行った 16。拘束
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により、マウスは仰臥位から腹臥位に回転することはできるが、頭を尻尾に向

けたり、食べ物や水を消費したりすることは出来ないようにした。毎日 6 時間

を 6 日間（-7 日目～-2 日目）連続して拘束ストレスを負荷した。ストレスを受

けていないマウスも、ストレスを受けたマウスと同様の時間、食物と水を与え

ないようにした。免疫寛容誘導の有無と拘束ストレスの有無により喘息群、ス

トレス群、寛容群、寛容/ストレス群の 4 群を作成した。抗原暴露後、気管支肺

胞洗浄（Bronchoalveolar lavage: BAL）を行った 2。気管支肺胞洗浄液

（Bronchoalveolar lavage fluid: BALF）を採取し、炎症性細胞数と各種細胞を数

えた。遠心分離後、酵素結合免疫吸着アッセイ（Enzyme-linked immunosorbent 

assay: ELISA）によるサイトカイン測定を行う前に、BALF の上清を-80℃で保

存した。 

 

3．OVA特異的 IgEおよび IgG1の測定 

22日目（抗原暴露後 5日目）に採取した血清中のOVA特異的 IgEおよび IgG1

の濃度は、ELISA を用いて測定した 2。検出感度は、IgE で 1.9 × 10-2 EU/ml、

IgG1で 1.9 × 10-2 EU/mlとした。 

 

4．BALF浸潤細胞の測定 

BALB/cマウスを 4群のグループに分け、17日目の OVA暴露から 5日後（22

日目）に、各群のマウスから BALFを採取した（Fig. 1A）。BALは、0.25 mLの

リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate-buffered saline: PBS）を気道より注入し回収

する操作を 2回実施することで行った。各マウスから約 0.4 mLの BALFを回収

した。その BALF に存在する細胞数を測定し総細胞数を求めた。さらに、この

BALFより塗抹標本を作製して好酸球数と好中球数を算定した。 
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5．フローサイトメトリー分析 

 気管支リンパ節（Bronchial lymph node: BLN）は抗原暴露の 3日目（20日目）

に採取した（Fig. 2A）。CD16/CD32（FC gamma III/II receptor; BD Biosciences, 

Franklin Lanes, NJ）は、その後の抗体の非特異的結合を減少させるために使用

した。LIVE/DEAD Fixable Blue Dead Cell Stain Kit（Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA）を使用して、死細胞を除外した。細胞は、抗 CD3ε-PerCP-Cy5.5

（clone 145-2C11; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany）、抗 CD4-AF700

（clone GK1.5; BD Biosciences）、または isotype control抗体を用いて表面抗原に

ついて染色した。細胞内染色では、表面抗原染色の前に、細胞を phorbol 12-

myristate 13-acetate（PMA）（50 ng/ml）、ionomycin（1000 ng/ml）、 お よ び

monesin（2 µM）で 4時間刺激した。その後細胞の固定および透過処理の後、細

胞を抗 FOXP3-PE-Cy7（Clone. FJK-16s; Thermo Fisher Scientific）、抗 IL17A-APC-

Cy7（Clone. TC11-18H10. 1; Bio Legend, San Diego, CA）、抗 IL4-PE-CF594（Clone. 

11B11; Bio Legend）、抗 IFN-ɣ-APC（Clone. XMG1. 2; TONBO biosciences）、抗 IL-

10-FITC（Clone. JES5-16E3; Bio Legend）、isotype control 抗体で染色を行った。

Treg細胞は CD3+CD4+FOXP326陽性、Th（Helper T）2細胞は CD3+CD4+IL-427陽

性、Th17細胞は、CD3+CD4+IL-17陽性を指標に同定した 28。各細胞を FACSAria 

II フローサイトメーター（BD Biosciences）で計数し、FACSDiva ソフトウェア

（BD Biosciences）を使用して分析を行った。 

 

6．Ribonucleic Acid（RNA）とマイクロアレイのハイブリダイゼーション 

BLNは、寛容/ストレス群および寛容群にてストレス負荷直後（-2日目）に採

取した（Fig. 4A）。採取した BLN から RNA を抽出した。RNA は、RealiaPrep 

TM RNA Cell Miniprep Systemにより抽出した。RNAの品質を評価はAgirent 2100
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バイオアナライザーを使用し、RIN 値が 8 を超えるサンプルのみを使用した。

その後、マイクロアレイハイブリダイゼーションは倉敷紡績株式会社に委託し

実施した。 

 

7．マイクロアレイによるデータ分析 

マイクロアレイは、GeneChip Clariom S Array（Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA）を用いて実施した。得られたデータは、Microarray Analysis 

Suiteソフトウェア Transcriptome Viewer（KURABO Industries, Oosaka, Japan）の

アルゴリズムを使用して遺伝子転写レベルを決定した。この Clariom S Array に

てマウスの 22,100を超える遺伝子を網羅的に解析した 

 

8．RT-PCRによる遺伝子変化の再現性 

 ストレス負荷直後（-2日目）に各群の BLN組織より Rella PrepTM RNA Cell 

Miniprep Systemを使用し RNAを精製した。cDNAは、Prime Script™ RT試薬

キット（Perfect Real Time）（タカラバイオ, shiga, Japan）を使用し、製造元の

プロトコルに従い合成した。PCRは、Power SYBR® Green Master Mix

（Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。Applied Biosystems Step OneTM 

Real Time PCR System（Thermo Fisher Scientific）を用いて、最適な PCR（95℃

で 15秒、60℃で 60秒の 40サイクル）を実施し、プレート読み取りにより増

幅反応をリアルタイムでモニターした。融解曲線も取得した。得られたデー

タは、Applied Biosystems Step OneTM Real Time PCR Systemのアルゴリズムを

用いて取得した。プライマーの情報を Table. 1に示す。 

 

9．免疫寛容誘導期の精神的ストレスによる IL-1の量的変化 
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 免疫寛容誘導期において、前述の通り精神的ストレスを与え、-2 日目におい

て肺組織を摘出しホモジネートしたものを用いて、IL-1βの量的変化を確認した。

IL-1β は Quantikine® ELISA Mouse IL-1β/IL-1F2 Immunoassay（R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA）を用いて、付属のプロトコルに従い測定した。尚、IL-

1βの測定範囲は 0.46 ~ 4.8 pg/mLである。 

 

10．精神的ストレスに対する IL-1受容体拮抗薬の効果 

Interleukin-1 receptor antagonist（IL-1RA）（140㎍/kg）（Biolegend）は、精神的

ストレス負荷 60分前に腹腔内に投与した（Fig. 6A）。喘息群、寛容群、寛容/ス

トレス群、寛容/ストレス/IL-1RA 群の 4 群に分けた。22 日目のマウスの BALF

を採取し、炎症細胞数を算定した。また、フローサイトメトリーを用いて 20日

目の BLNを採取し、各細胞について確認した（Fig. 7A）。 

 

11． 統計分析 

 データは、複数の独立した実験からの平均 ± 標準偏差（SD）として表した。 

2 群間の有意差は、ノンパラメトリックである Mann-Whitney U test により検定

した。これらの分析は、Prism6（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を使

用した。p < 0.05 を統計的に有意差ありと判定した。 
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Ⅳ．研究結果 

 

1．炎症性細胞の測定 

これまで精神的ストレスによる免疫寛容の成立の阻止が、好酸球と好中球に

よる混合型の炎症を引き起こすことをマウスモデルにおいて示してきた 16。最

初に、免疫寛容の有無とストレスの有無により喘息群、ストレス単独群、寛容

群、寛容/ストレス群 4群に分けた。抗原曝露から 5日後に BALを実施し、気道

へ浸潤した炎症細胞の総細胞数と好酸球数、好中球数を確認した。まず、総細

胞数について、喘息群と比較して寛容群では有意に減少し、寛容群と比較して

寛容/ストレス群では有意に増加した（Fig. 1B）。次に好酸球数について、喘息

群と比較して、寛容群では有意に減少した。また、寛容群と比較して寛容/スト

レス群では好酸球は有意に増加した（Fig. 1B）。さらに寛容群と比較して寛容/

ストレス群では、好中球数が有意に増加した（Fig. 1B）。この結果は、免疫寛

容誘導期の精神的ストレスが、好中球・好酸球炎症の引き金になることを示す。

次に、4群のマウスにおける抗原暴露後の OVA特異的 IgEおよび IgG1合成に対

する心理的ストレスの影響を評価した（Fig. 1C）。寛容群は、喘息群よりも血

清中の OVA 特異的 IgE および IgG1 が有意に低かった。対照的に、IgE および

IgG1 は、寛容群よりもストレス/寛容群において有意に高かった。ただし、喘息

群とストレス群の間で IgEおよび IgG1に有意差は認められなかった。 

 

2．フローサイトメトリーを用いた BLN内の細胞の測定 

次に、好中球・好酸球炎症を惹起した免疫応答について検討を行った。抗原

吸入 3日後（20日目）の BLNを採取し、そのリンパ節内の細胞について、フロ

ーサイトメトリーを用いてその性質を測定した。Treg 細胞は、そのマスター転
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写因子である Foxp3 を有する CD3+CD4+FOXP3+細胞を測定した。Treg

（CD3+CD4+FOXP3+）細胞は、寛容群において有意に増加することが認められ

た。Gating strategyは、Fig. 2Bに示す。次に Th2細胞は、その細胞への分化を誘

導するために必要な IL-4 を有する CD3+CD4+IL-4+細胞を測定した 27。Th2

（CD3+CD4+IL-4+）細胞は、喘息群と比較して寛容群で有意に減少し、この減

少は寛容/ストレス群で有意に抑制された。Th17 細胞は、その細胞より放出す

る IL-17 を有する細胞として CD3+CD4+IL-17+細胞を測定した。Th17

（CD3+CD4+IL-17+）細胞は、寛容/ストレス群において有意に増加した（Fig. 

2C）。各群における細胞分画の違いは、Fig. 1 にて認められた気道炎症フェノタ

イプと強く関連しており、Treg 細胞の上昇は免疫寛容を保持、Th2 細胞の上昇

は好酸球性の炎症、Th17 細胞の上昇は好中球性の炎症の誘因に関わることを示

している。 

 

3．IL-17AKOマウスにおける好酸球と好中球の変化 

 IL-17を産生することが出来ない IL-17AKOマウスにおいて、22日目の BALF

を採取し、炎症性物質である好酸球数と好中球を測定した。好中球数について

Wild-type（WT）マウスと比較して IL-17AKOマウスでは減少していた。しかし、

WTマウスと比較して IL-17AKOマウスでの好酸球数の減少を確認することは出

来なかった（Fig. 3）。 

 

4．マイクロアレイによる網羅的解析と q-PCRにおける量的変化 

 抗原暴露後の BLN内の T細胞サブセットの変化が確認できたので、この変化

の起点を探索するために、ストレス負荷直後である-2 日目に着目し、免疫寛容

誘導期における精神的ストレスの影響を網羅的に解析するために、マイクロア
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レイを用いて遺伝子発現の変化を検討した。免疫寛容誘導期におけるストレス

負荷の有無により、寛容群と寛容/ストレス群の 2群に分け、BLNを採取しマイ

クロアレイを用いて網羅的に解析し、ヒートマップを作成した（Fig. 4B）。そ

の結果より、免疫寛容や好酸球性炎症、好中球性炎症に関与する遺伝子のうち

特徴的な変化を示す遺伝子を抽出し、寛容群と比較してストレス/寛容群では

Treg細胞の分化に関与する Icosは低下した。さらに、Th17細胞の分化に関与す

る Rorγtは上昇した（Fig. 4B）。網羅的解析であるマイクロアレイから得られた

結果に基づき、再現性確認と発現量の定量を行うために、定量 RT-PCR を行っ

た。Icosについて寛容群と比較して寛容/ストレス群では、有意に減少した。 同

様に Rorγtでは、有意に増加した（Fig. 4C）。 

 

5．免疫寛容誘導期の精神的ストレスによる IL-1βの量的変化 

 免疫寛容誘導期における精神的ストレスの影響が Icos や Rorγt に大きく関与

していることが判明したため、Treg細胞やTh17細胞への分化に関与し、精神的

ストレスにより変化するとされている IL-1β29について、精神的ストレス負荷直

後の肺における量的変化を ELISA にて確認した。IL-1β は、寛容/ストレス群に

おいて有意に増加した（Fig. 5B）。 

 

6．精神的ストレスに対する IL-1RAの投与の効果 

 免疫寛容誘導期における精神的ストレスによる IL-1β の放出が、免疫寛容の

成立の阻止に繋がることが考えられるため、IL-1βの作用を阻害するためにその

IL-1受容体アンタゴニスト（IL-1RA）を投与した。 

まず IL-1RA投与の効果を喘息徴候における炎症細胞の算定によりにおいて評

価した。その結果、炎症性細胞の総細胞数は、寛容/ストレス群と比較して寛容
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/ストレス/IL-1RA群では有意に減少した（Fig. 6B）。さらに、好酸球数、好中球

数の各々についても同様に、寛容/ストレス群と比較して寛容/ストレス/IL-1RA

群では、有意に減少した 

 次に IL-1RA投与後の BLN内の T細胞サブセットの変化についてフローサイ

トメトリーを用いて確認した（Fig. 7A）。その結果、Th17 細胞と Th2 細胞につ

いて、寛容/ストレス群と比較して寛容/ストレス/IL-1RA 群では有意に減少した

（Fig. 7B）。さらに Treg細胞ついて、寛容/ストレス群と比較して寛容/ストレス

/IL-1RA群では、有意に増加した（Fig. 7B）。   
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Ⅴ．考察 

 

 本研究では、免疫寛容誘導期における精神的ストレスが免疫寛容の発現を抑

制し、好酸球性の炎症を悪化させるだけでなく、好中球性の炎症を発現させて

いることが明らかになった。そして、この精神的ストレス負荷による一連の変

化は、IL-1の作用により惹起されていることが明らかになった。 

当研究室において、免疫寛容誘導期における精神的ストレスが免疫寛容の成

立を阻止し、好酸球と好中球による浸潤を示す喘息を引き起こすことについて

マウスモデルにおいて報告している 16。喘息モデルマウスで認められる好酸球

は、免疫寛容の誘導で抑制され、免疫寛容誘導期の精神的ストレスにより増加

し、喘息症状を悪化させる。このことは、免疫寛容の発現により好酸球性の気

道炎症が緩和し、その免疫寛容が免疫寛容誘導期の精神的ストレスにより減弱

したためにおこると考える。免疫寛容は、Treg 細胞が関与しており、過剰な炎

症などを抑える機構である 30。そこで喘息モデルマウスにおいて、免疫寛容誘

導期における精神的ストレスの有無を比較すると、寛容群と比較して寛容/スト

レス群は有意に好酸球が上昇していることが確認できた。このことは、免疫寛

容誘導期における精神的ストレス負荷が、免疫寛容の成立を阻止し、気道炎症

を惹起することを示している。次に、同モデルを使用し、好中球炎症について

も同様に比較すると、寛容/ストレス群では有意に好中球の発現が上昇していた。

このように免疫寛容誘導期の精神的ストレスは、気道への好中球浸潤をもたら

し、好中球性炎症を伴う喘息フェノタイプ 31 を発症させる可能性を示した。さ

らに驚くべきことに、免疫寛容誘導を行わないマウスに対する、精神的ストレ

ス単独負荷は、喘息群と比較し好酸球数、好中球数ともに変化はなかった。こ

のことから精神的ストレス単独の負荷は、喘息発症や症状の増悪を誘導しない
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可能性が考えられる。また、精神的ストレス負荷は抗原やアレルゲンなどの外

部刺激による免疫応答を伴う状況において、免疫修飾を行う作用を有すること

が示唆される。 

前述の通り抗原暴露後 5日目（22日目）に、寛容/ストレス群において好酸球

の増加、好中球の発現を惹起することが確認できた。そこで好酸球性の炎症を

誘導する Th2細胞免疫応答の亢進 15と好中球性の炎症を誘導する Th17免疫応答

の活性化 32に対する可能性を考え解析を行った 15,32。抗原暴露後 3 日目（20 日

目）の BLN を採取し免疫応答を検討した。BLN の Treg 細胞（Foxp3 陽性 T 細

胞）、Th2細胞（IL-4陽性 T細胞）、Th17細胞（IL-17A陽性 T細胞）についてフ

ローサイトメトリーを用いて同定し、各群における存在比率を確認した。その

結果、寛容群は、免疫寛容が成立しているため、Treg 細胞が高値となり、Th2

細胞は低値となっている。このことにより好酸球性の炎症が抑制されているこ

とが分かる（Fig. 2C）。次に、免疫寛容誘導期の精神的ストレスの負荷により

免疫寛容の成立が阻止されていると考えられる寛容/ストレス群は、Treg 細胞の

減少とともに Th2細胞と Th17細胞の両方を増加していることが確認できた。免

疫寛容誘導期における精神的ストレスにより成立するはずであった免疫寛容を

阻止することで好酸球性の炎症が悪化し、さらに好中球性の炎症が発現するこ

とで好酸球好中球混合喘息が発症するのではないかと考えられた。そこで、好

中球性炎症を発現する IL-17Aが欠損している状態にて、好酸球好中球混合喘息

がどのようになるか IL-17AKO マウスを用いて検討を行った。その結果、好中

球について WT マウスと比較して、IL-17KO マウスでは減少していた。IL-

17AKOマウスでは、IL-17Aが存在していないため、好中球の発現が減少してい

るが、好酸球では、WTマウスと IL-17AKOマウスの間で変化を確認することが

出来なかった。これらのことより、好酸球浸潤に対して抑制的に作用する Treg
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細胞の分化は、IL-17A が直接影響していないことが考えられた。したがって、

精神的ストレスによる好中球好酸球浸潤を惹き起す免疫修飾は、IL-17A の作用

よりもさらに上流の免疫学的変化が起因となる可能性を考えた。 

好酸球好中球気道炎症における T 細胞サブセットの発達の起因を調査するた

めに BLNでの免疫反応について網羅的解析であるマイクロアレイを用いて、確

認することとした 33。分析結果よりヒートマップを作成した（Fig. 4B）。その結

果より好酸球性炎症、好中球性炎症、免疫寛容に関与し、さらに特徴的な変化

を示す Icosと Rorγtについて抽出し、定量 RT-PCRを用いて再現性を確認した。

まず精神的ストレスを与えたマウスにおいてTreg細胞の分化に関与する 34,35Icos

が大幅に減少することが確認することが出来た。本研究において Icos が減少す

ることは、精神的ストレスにより Treg 細胞への分化が抑制され、免疫寛容の成

立を阻止し、好酸球性の喘息の発現につながると考える。次に、Rorγtの発現が

有意に増加していることが確認できた。Th17 細胞の分化のメカニズムは、IL-6

がシグナル伝達および転写活性化因子 3（signal transducer and activator of 

transcription 3: STAT3）に結合し、さらにこの因子が Th17 細胞のクロマチンに

直接結合することで、Rorγt を活性化させることである 36,37。本実験においても

精神的ストレスにより免疫寛容の成立が阻止し、Rorγtの発現が促進されたため、

Th17 細胞の分化が促進され、好中球性の喘息の発現につながったと考える 31,37。

つまり免疫寛容導入期における精神的ストレスにより Icosの発現減少、Rorγtの

発現増加となり、好酸球性および好中球性の喘息が発症する可能性が示唆され

る。 

 前述のことから、免疫寛容誘導期における精神的ストレスによる喘息症状の

発症には、免疫寛容の成立の阻止による好酸球、好中球性炎症の発現が大きく

関わっていることが判明した。Th17 細胞は、好中球の免疫応答に関与しており
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強直性脊椎炎症や多発性硬化症などの自己免疫疾患にも関与している 38。そし

て naïve T細胞が Th17細胞に分化するためには、炎症誘発に関与する IL-1β39な

どのサイトカインや Rorγtなどの転写因子を必要とする 40,41。CD4+ T細胞におい

て IL-17A の産生は、IL-1 受容体によるシグナル伝達が必要である 42,43。さらに

IL-1は、脳内視床下部においてプロスタグランジン E2（Prostaglandin E2: PGE2）

の合成を促進する作用がある 44。そして IL-1βは、Naïve T細胞から Th17細胞に

分化するためのサイトカインの放出に関与し、Naïve T 細胞から Treg 細胞への

分化抑制にも関わっている 45。さらに OVA投与とともに IL-1β を吸入させるこ

とで Th2 細胞、Th17 細胞を増加させることができるとの報告がある 46,47。本研

究において IL-1β は、ストレス負荷時に増加することが確認出来た。このこと

から免疫寛容誘導期における精神的ストレスが、IL-1βの放出に繋がっているこ

とが示唆される。免疫寛容成立の阻止には IL-1β が関与している可能性が高い

と考え、免疫寛容誘導期における精神的ストレス負荷時の肺組織内の IL-1β を

測定した。その結果、肺組織内の Il-1濃度が有意に増加することが明らかとな

った。（Fig. 5B）。この結果より免疫寛容誘導期の精神的ストレス負荷による好

酸球と好中球浸潤による気道炎症は、IL-1βの作用を抑えることで消失できるの

ではないかと考えた。現在 IL-1β によるリンパ球の活性化や炎症促進、PGE2誘

導などの作用が解明され、IL-1βを阻害する薬の有効性が報告されるようになっ

ている 48。IL-1β の効果を抑制する方法として、IL-1β 自体の無力化、IL-1 受容

体遮断、IL-1β合成阻害、IL-1受容体のシグナル伝達機構阻害の 4機序が挙げら

れるとされている 49。そのなかでも IL-1β 自体の無力化、IL-1 受容体遮断、IL-

1β合成阻害においては既にヒトを対象とした研究が進んでいる 49。今回 IL-1受

容体を遮断する目的で、受容体阻害薬である IL-1RA を投与した。そして「IL-

1RA 投与が、免疫寛容誘導期の精神的ストレスの影響を減弱し、好中球・好酸
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球性気道炎症の発症を抑える」という仮説を証明するために IL-1RA 投与時の

BALF 内の好酸球数、好中球数の変動について調査した。その結果、好酸球、

好中球ともに、ストレス負荷で有意に上昇したが、IL-1RA 投与により有意に減

少した（Fig. 6B）。このように IL-1RA 投与は、好酸球・好中球の浸潤を抑制す

ることできた。すなわち IL-1RAの投与は、精神的ストレスによる免疫寛容の抑

制作用を消失させることが示唆された。そのため、次に抗原暴露後の T 細胞サ

ブセットに対する、IL-1RA 投与の影響をフローサイトメトリーにて検討した。

免疫寛容誘導期のストレス負荷によるTh17細胞、Th2細胞の増加は、IL-1RA投

与により、有意に減少した（Fig. 7B）。さらに、Treg 細胞は、IL-1RA 投与によ

り有意に上昇し、寛容群と同等の割合まで回復した（Fig. 7B）。このことから、

IL-1RA の投与は、ストレス負荷による影響を打ち消して、Th17 細胞と Th2 細

胞分化の抑制と Treg 細胞分化の誘導をひき起こし、好中球および好酸球の浸潤

による気道炎症を抑制することが明らかになった。すなわち、ストレス負荷に

よる IL-1β の作用を抑制することが、好酸球・好中球混合型喘息の症状の緩和

や発症の防止に繋がる可能性が示唆された。 

今回の研究において、免疫寛容誘導期における精神的ストレスにより免疫寛

容の成立を阻止し、好酸球性炎症の増悪、好中球性炎症発現につながること証

明し、その原因は、IL-1βの放出促進によるものであることを解明した。そのた

め今後、臨床的に IL-1β の作用を抑制することが治療困難となっている好酸球

好中球混合喘息患者の治療を可能とし、下げ止まりとなっている死亡率をさら

に低下させることにつながると考える。  
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Ⅵ．展望 

 

本研究より、難治性喘息に分類される好酸球好中球混合喘息の発症には、IL-

1β が大きく関与していることが明らかになった。このマウスを対象とした研究

結果より、今後、人間の治療に繋げる必要性がある。今回の研究において人間

の難治性喘息の治療に IL-1β を抑制することが、有効である可能性が高いこと

が示唆された。IL-1βの作用を抑制するためには、IL-1受容体阻害剤の一つであ

るアナキンラ 50 や抗 IL-1β 抗体であるカナキヌマブの使用が有効であると考え

られる。しかしながら、アナキンラは日本国内において未発売となっており、

カナキヌマブは全身型若年性特発性関節炎などの適応で日本発売されているも

のの、高額な薬剤のため現実的に治療に使用することは難しいと考える。その

ため、IL-1βが Th17細胞への分化亢進に関与していることから、直接 Th17細胞

の作用を抑制させることで前述の効果を低下させることが出来ると考えられる。

現在日本において、抗ヒト IL-17A モノクローナル抗体製剤とヒト IL-17 受容体

Aモノクローナル抗体が Th17細胞の作用を低下することが出来る薬剤となって

いる。抗ヒト IL-17Aモノクローナル抗体製剤は、IL-17Aに対して結合すること

で IL-17受容体への結合を阻止する薬剤である。ヒト IL-17受容体 Aモノクロー

ナル抗体は、IL-17 受容体に直接結合し IL-17A が受容体に結合することを阻止

する薬剤である。このことにより体内において IL-17Aの活性を中和することが

出来る薬剤である 51。2022年日本において、抗ヒト IL-17Aモノクローナル抗体

製剤はセクキヌマブ、イキセキズマブの 2 製剤、ヒト IL-17 受容体 A モノクロ

ーナル抗体はブロダルマブの 1 製剤が発売となっている 51。2022 年時点におい

て、これら 3 製剤は、乾癬や強直性脊椎炎などの自己免疫性疾患の適応は取得

しているものの喘息に対する適応は取得されていない。しかしながら、IL-17A
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の効果を中和できる薬剤であるため十分に効果を期待できる薬剤だと考えられ

る。 

今回の研究より、好酸球好中球混合型喘息の治療に対する新たな視点を加え

ることができた。今後、ヒトへの応用へ向けて継続した研究が、難治性喘息の

治療に対して多大な貢献をもたらすと考える。 
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Ⅸ．Figur and Table 
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Fig. 1 Effects of immune tolerance and stress on allergic airway responses. 

Schematic representation of the proocols used for tolerization, stress exposure, 

sensitization, and antigen challenge (A). 

BALFs were obtained from mice of each group 5 days after the last OVA challenge (day 

22) . Total cells , eosinophils, neutrophils were counted (B). 

5 days after the last OVA challenge (day 22), the effect of stress on OVA-specific IgE 

and IgG1 in sera obtained from each group of mice was measured (C).  

Data are expressed as the mean ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p <0.001.  
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Fig. 2 Measurement of cytokines using flowcytometry in BLN of asthmatic mice. 

Schematic representation of the protocols used for tolerization, stress exposure, 

sensitization, and antigen challenge (A). 

The flow cytometric gating strategies used to evaluate cell subsets were shown (B)．

BLN was collected on the third day (Day 20) after antigen exposure to the OVA. The 

percentages of CD3+ CD4+ IL17A+ / CD3+ CD4+ , CD3+ CD4+ IL4+ /CD3+ CD4+ , CD3+ 

CD4+ FOXP3+ / CD3+ CD4+  are displayed. The numbers and percentages of CD3+ CD4+ 

IL17A+ cells (C), and CD3+ CD4+ IL4+ cells (C), and  CD3+ CD4+ FOXP3+ Cells (C) 

were determined. Data are expressed as mean ± SD. * p < 0.05, ** p < 0.01.  
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Fig. 3 Changes in eosinophils and neutrophils by IL-17AKO mice after antigen 

exposure. 

Schematic representation of the protocols used for tolerization, stress exposure, 

sensitization, and antigen challenge (A). 

Five days after antigen exposure (Day 22), BLN was collected and eosinophil and 

neutrophil counts were measured. 

Data are expressed as the mean ± SD. **p < 0.01, and ***p <0.001. 
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Fig. 4 Comprehensive analysis by microarray in BLN before antigen sensitization and 

distinctive cytokines in BLN prior to antigen sensitization. 

 Measurements Using Microarray and RT-PCR in the BLN of Asthmatic Mice Schematic 

of Protocols Used for Tolerization, Stress Exposure, Sensitization, and Antigen Challenge 

(A). 

Heatmap depicting cytokines and chemokines in BLN before antigen sensitization (Day 

-2) (B). q-PCR was performed for reproducibility of RORγt (C) and ICOS (C), which 

were involved in eosinophilic inflammation, neutrophilic inflammation, and immune 

tolerance and showed characteristic changes from the results obtained by microarray. * p 

< 0.05.  
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Fig. 5 Expression level of IL-1β due to psychological stress before antigen sensitization. 

Schematic representation of the protocols used for tolerization, stress exposure, 

sensitization, and antigen challenge (A). 

After the sixth mental stress was applied, lung tissue was collected and IL-1β present in 

the lung tissue was measured (B). 

Data are expressed as the mean ± SD. ** p < 0.01 
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Fig. 6 Effect of IL-17RA on inflammatory cells during immune tolerance induction. 

Schematic representation of the protocols used for tolerization, stress exposure, 

sensitization, and antigen challenge (A). 

IL-1RA was administered immediately before daily psychological stress during the 

induction of immune tolerance. Each cell in each of the four groups of mice was counted. 

The respective cells were inflammatory total cells, eosinophils, and neutrophils (B). Data 

are expressed as the mean ± SD. * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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Fig. 7 Effect of IL-17RA on inflammatory cells during immune tolerance induction. 

Schematic representation of the protocols used for tolerization, stress exposure, 

sensitization, and antigen challenge (A). 

IL-1RA was administered just prior to routine psychological stress during induction of 

immune tolerance. The proportion of each cell was confirmed using flow cytometry for 

the four groups of mice. The respective cells are Th17 cells, Th2 cells and Treg cells (B). 

Data are expressed as mean ± SD.  **p < 0.01. 
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Table. 1 Primer sequences for RT-PCR. 

 

Gene   Primer sequences 

Rorγt 

Forward: 5’-GAC CCA CAC CTC ACA AAT TGA-3′ 

Reverse: 5’-AGT AGG CCA CAT TAC ACT GCT-3′ 

Icos 

Forward: 5’- ATG AAG CCG TAC TTC TGC CG-3′ 

Reverse: 5’-AGT AGG CCA CAT TAC ACT GCT-3′ 

Hprt 

Forward: 5’-CTT CCT CCT CAG ACC GCT TT-3′ 

Reverse: 5’-CAT CATC GCT AAT CAC GAC GC-3′ 
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