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略語 

ACQ-5  5-Item Asthma Control Questionnaire 

ACTB  β-actin 

ANOVA  analysis of variance 

APC  Allophycocyanin 

Bcl-xL  B-cell lymphoma-extra large 

BMI  body mass index 

bp  base pair 

BV  Brilliant Violet 

CCL  C-C motif chemokine ligand 

CCR  C-C motif chemokine receptor 

CREB  cyclic adenosine monophosphate response element binding protein 

CRTH2  chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells 

CSF2  colony stimulating factor 2 

CSTA  cystatin A 

CXCL  C-X-C motif chemokine ligand 

CXCR  C-X-C motif chemokine receptor 

DAMPs  damage-associated molecular patterns 
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DPBS  Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline  

ECP  esosinophil cationic protein 

EGF  epidermal growth factor 

FCER2  Fc fragment of IgE receptor II 

FEV1    forced expiratory volume in 1 second 

FMO  fluorescence minus one 

FVC  forced vital capacity 

Gas6  growth arrest specific 6 

GC  glucocorticoid 

GINA  Global Initiative for Asthma  

GLCCI1  glucocorticoid-induced transcript 1 

GM-CSF  granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

GR  glucocorticoid receptor 

GRE  glucocorticoid response element 

GRO  growth-regulated peptide 

HAT  histone acetyltransferase 

HBSS  Hank’s Balanced Salt Solution 

HDAC  histone deacetylase 



 4 

HDM  house dust mite extract 

HE  hematoxylin-eosin 

Hi  high 

hr  recombinant human 

hsp  heat shock protein 

ICAM-1  intercellular cell adhesion molecule-1 

IFNAR  interferon-α/β receptor 

Ig  immunoglobulin 

I𝜅Bα  nuclear factor 𝜅 B inhibitor 

IKK  I𝜅B kinase 

IL  interleukin 

ILC2  group 2 innate lymphoid cell 

JAK  janus kinase 

LABA  long acting β2 agonist 

LAMA  long acting muscarinic antagonist 

lfTSLP  long form of thymic stromal lymphopoietin 

Lin  lineage marker 

Lo  low 
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LPS  lipopolysaccharide 

LT  leukotriene 

LTRA  leukotriene receptor antagonist 

MBP  major basic protein 

MMP  matrix metalloproteinase 

MUC  mucin 

NA  not applicable 

NADPH  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NCBI  National Center for Biotechnology Information 

neg  negative 

NETs  neutrophil extracellular traps 

NF𝜅B  nuclear factor 𝜅 B 

NO  nitrogen monoxide 

NR3C1  nuclear receptor subfamily 3 group C member 1 

N.D.  not detected 

N.S.  not significant 

OCT  optimal cutting temperature 

PAMPs  pathogen-associated molecular patterns 
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PAR  protease-activated receptor 

PAS  periodic acid-Schiff 

PBMC  peripheral blood mononuclear cell 

PBS  phosphate buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PC20-Ach provocative concentration of acetylcholine that results in a 20% fall in % 

predicted values of forced expiratory volume in 1 second 

PE  phycoerythrin 

PerCP  Peridinin-chlorophyll-protein Complex 

PG  prostaglandin 

Phospho  phosphorylated  

PI3K  phosphoinositide 3 kinase 

pos  positive 

PROS1  protein S 

PRR  pattern-recognition receptors 

RANTES  regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 

RPLP0  ribosomal protein lateral stalk subunit P0 

RS  respiratory syncytial 
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siAxl  Axl-targeting small interfering RNA  

siNTC  non-targeting control small interfering RNA 

siRNA  small interfering RNA 

SARP  Severe Asthma Research Program 

SLPI  secretory leukocyte peptidase inhibitor 

SNP  single nucleotide polymorphism 

SOCS  suppressor of cytokine signaling 

SPDEF  SAM pointed domain containing ETS transcription factor 

SRT  sustained released theophylline 

STAT  signal tranducer and activator of transcription 

TAM  Tyro3, Axl, Mertk 

TBX21  T-box transcription factor 21 

Th2  type 2 helper T 

Th17  type 17 helper T 

TLR  Toll-like receptor 

TNF  tumor necrosis factor 

TSLP  thymic stromal lymphopoietin 

U-BIOPRED Unbiased BIOmarkers in Prediction of REspiratory Disease outcomes 
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VCAM-1  vascular cell adhesion molecule-1 

ZO  zonula occludens 
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要約 

背景 

気管⽀喘息 (以下、喘息) は、成⼈の約10%が罹患する国⺠病の⼀つである。喘息のうち

5-15%は既存の治療薬を使⽤しても症状のコントロールが困難な重症喘息であり、重症喘

息の⽣活の質や⽣命予後を改善させるために新規治療法の開発が急務である。気道上⽪細

胞は、pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) や damage-associated molecular patterns 

(DAMPs) を認識することでサイトカイン、ケモカインを産⽣し、2型炎症を惹起する起点

となる。しかし、気道上⽪細胞によって誘導される2型炎症がどのように抑制されているか

については不明な点が多い。TAM (Tyro3、Axl、Mertk) 受容体ファミリーのうちの1つであ

る Axl 受容体チロシンキナーゼは、肺胞マクロファージや樹状細胞に発現し、アポトーシ

ス細胞の貪⾷による efferocytosis の促進や Toll-like receptor (TLR) シグナルの抑制を介して

炎症の収束に寄与する。私は、Axl が気道上⽪基底細胞に発現し、インフルエンザウイル

ス感染による傷害後の気道上⽪の細胞増殖と組織修復を促進させることを報告した。しか

し、Axl が気道上⽪細胞を介した2型炎症にどのように関与しているかは不明である。そこ

で、本研究では2型気道炎症における Axl の役割を明らかにすることを⽬的とした。 

⽅法 

喘息の気道上⽪における Axl 発現の変化を検討するため、⼆つの独⽴したコホートを⽤い

て、健常者、軽症・中等症喘息、重症喘息の間でヒト気道上⽪細胞の遺伝⼦発現を解析し
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た。喘息患者の気管⽀⽣検組織の免疫染⾊により、⾮喘息、軽症・中等症喘息、重症喘息

の間で気道上⽪細胞における Axl蛋⽩の発現を⽐較した。喘息患者の気道上⽪細胞におけ

る Axl蛋⽩の発現と、気道組織に浸潤する好酸球数とマスト細胞数の関連について病理組

織学的に検討した。2型気道炎症における Axl の機能を解析するため、house dust mite抽出

物 (HDM) をマウスへ経⿐投与し2型気道炎症モデルを作成し、HDM投与後の Axl−/−マウ

ス気管、肺組織に浸潤する炎症細胞数をフローサイトメトリーにより定量した。ヒト気道

上⽪細胞株 (BEAS-2B 細胞) を⽤いて、small interfering RNA (siRNA) により Axl をノック

ダウンし、Axl が制御する気道上⽪細胞由来のサイトカイン、ケモカインを検討した。 

結果 

ヒト気道上⽪細胞の遺伝⼦発現解析では、⼆つのコホートの両⽅において、重症喘息の気

道上⽪細胞における AXL mRNA の発現が有意に低下していた。重症喘息の気管⽀⽣検組織

では、気道上⽪細胞における Axl蛋⽩の発現が有意に低下していた。全⾝性副腎⽪質ステロ

イド投与後の喘息患者の気管⽀組織に浸潤する好酸球数とマスト細胞数は、いずれも気道

上⽪細胞の Axl蛋⽩の発現と強い負の相関を⽰した。これらの結果から、気道上⽪細胞にお

ける Axl の発現低下は、重症喘息における2型気道炎症およびステロイド抵抗性の病態と関

連している可能性が⽰唆された。In vivo における検証では、HDM投与群 Axl−/−マウス肺組

織に浸潤する好酸球数は HDM 投与群野⽣型マウスと⽐較し有意な差を認めなかった。⼀

⽅、HDM投与群Axl−/−マウス気管組織に浸潤する好酸球数は、HDM⾮投与群Axl−/−マウス
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およびHDM投与群野⽣型マウスと⽐較して有意に増加した。これらの結果により、Axl は

2型気道炎症において好酸球浸潤を抑制していることが明らかとなった。BEAS-2B 細胞を⽤

いた in vitro の検討では、Axl のノックダウンにより、HDM 刺激後における granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)、regulated on activation, normal T cell expressed and 

secreted (RANTES) の遺伝⼦および蛋⽩の発現が有意に上昇した。更に、GM-CSFとRANTES

の発現を促進させる転写因⼦ nuclear factor 𝜅 B (NF𝜅B) の活性化阻害因⼦である

phosphorylated A20の発現を検討したところ、Axl のノックダウンによって HDM刺激後にお

ける phosphorylated A20の発現は低下した。これらの結果により、気道上⽪細胞に発現する

Axl は HDM刺激時において、A20のリン酸化を促進することで NF𝜅B の活性化を阻害し、

GM-CSF と RANTES の遺伝⼦発現を抑制する可能性が⽰唆された。 

結論 

本研究は、Axl が好酸球浸潤を抑制することで2型気道炎症を負に制御することを明らかに

した。また、Axl は気道上⽪細胞において HDM刺激時に A20のリン酸化を誘導し、GM-CSF

と RANTES の遺伝⼦発現を抑制することで、好酸球の活性化と組織への浸潤を阻害する可

能性が⽰唆された。更に、気道上⽪細胞における Axl の発現低下が、重症喘息におけるステ

ロイド抵抗性の2型気道炎症に関与している可能性があることを⽰した。本研究を発展させ

ることにより、重症喘息の病態解明が進歩し、重症喘息の新規バイオマーカーおよび新規治

療法の開発が進展することが期待される。 
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研究背景 

研究背景は、第1章 重症喘息、第2章 気道上⽪細胞による炎症制御、第3章 TAM 受容

体チロシンキナーゼ、の3章に分けて記述する。 

 

第1章 重症喘息 

第1節 重症喘息の疫学 

気管⽀喘息 (以下、喘息) は、「気道の慢性炎症を本態とし、変動性を伴った気道狭窄 (喘

鳴、呼吸困難) や咳などの臨床症状で特徴付けられる疾患」である1。喘息の全世界的な有病

率は約5-10%であり、我が国の成⼈における喘息の有病率は約10%である2,3。1965年まで、

⽇本の喘息による死者 (喘息死) 総数は年間1万⼈を超えていたものの、1966年に年間1万⼈

を下回り、以後減少し2016年には1454⼈まで減少した1。しかし、既存の治療薬を使⽤して

もコントロール不能な重症喘息が喘息全体の4.7-15.2%存在する4。重症喘息は、「コントロー

ルに⾼⽤量吸⼊ステロイドおよび⻑時間作⽤性 β2刺激薬 (long acting β2 agonist: LABA)、加え

て⻑時間作⽤性抗コリン薬 (long acting muscarinic antagonist: LAMA)、ロイコトリエン拮抗薬 

(leukotriene receptor antagonist: LTRA)、テオフィリン徐放製剤 (sustained released theophyline: 

SRT)、経⼝ステロイド、免疫グロブリン (Immunoglobulin: Ig) E や interleukin (IL) -5を標的と

した⽣物学的製剤の投与を要する喘息、またはこれらの治療でもコントロール不能な喘息」

と定義される1。喘息死した患者の喘息重症度のうち、重症喘息は最多の約40%を占める5。



 13 

重症喘息患者は増悪 (平常時に⽐べて明らかに息切れ、咳嗽、喘鳴、胸痛などの呼吸器症状

が増強するとともに呼吸機能が低下し、治療の強化・変更をせざるを得ない状況) による頻

回の緊急受診や⼊院治療を余儀なくされ、⾝体的、精神的に⽣活の質が低下する1,6,7。重症

喘息のうち45%が経⼝ステロイドを連⽇内服しており、経⼝ステロイドの連⽇使⽤や、喘息

発作の度に要する頻回の全⾝性ステロイド投与は、⾼⾎圧、耐糖能異常、⾻粗鬆症をはじめ

とする種々の有害事象を引き起こす8,9。重症喘息ではステロイド抵抗性 (1秒率が70%未満で

気管⽀拡張薬により15%以上の気道の可逆性はあるが、プレドニゾロン0.5 mg/kg を10-14⽇

間内服しても気管⽀拡張薬使⽤前の1秒率の改善が15%未満である状態) が存在することが

知られており、経⼝ステロイドの使⽤によっても症状のコントロールが困難である10。重症

喘息の治療に要する医療費および疾病に伴う休職などによる経済的損失は、軽症・中等症喘

息と⽐較し2〜4倍であり、重症喘息に関係する医療費は喘息全体の約60%であることが報告

されている11-13。したがって、重症喘息患者の⽣活の質と⽣命予後の改善のために、重症喘

息の新規治療法開発が急務である。 

 

第2節 重症喘息の病態 

2-1 重症喘息の炎症病態 

 喘息はアレルギー性疾患であることが⻑年知られてきた14,15。2型炎症は、寄⽣⾍に対する

⽣体防御機構として機能する⼀⽅で、喘息をはじめとするアレルギー性疾患の主病態であ
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る16。以下に2型炎症の概略を⽰す。気道へ侵⼊したアレルゲンは樹状細胞に認識され、所属

リンパ節でナイーブヘルパーT 細胞へ抗原提⽰を⾏うことで、ナイーブヘルパーT 細胞から

Th2細胞への分化が誘導される16。この過程で、気道上⽪細胞は IL-25、IL-33、thymic stromal 

lymphopoietin (TSLP) を産⽣することで樹状細胞を活性化することができる17-19。Th2細胞は、

IL-4、IL-5、IL-13をはじめとするサイトカインを分泌し、これらは2型サイトカインと総称

される16。IL-4は B 細胞の IgE 産⽣を誘導し、IgE はマスト細胞を活性化させる20,21。IL-5は

好酸球の成熟と気道組織への浸潤を強⼒に誘導する22。IL-13は気道上⽪細胞の杯細胞過形成

を促進することで粘液産⽣や気道リモデリングを促し、気道過敏性を亢進させる23,24。なお、

気道リモデリングとは、上⽪の傷害、基底膜の肥厚、粘膜下組織の線維化、杯細胞過形成と

粘液腺の増⼤、気道平滑筋の増⽣、軟⾻壁の傷害、気道⾎管の増⽣によって特徴付けられる

気道の構造変化を表す23。近年、T 細胞受容体や B 細胞受容体を有しないが IL-2、IL-7、IL-

33や TSLP で活性化する group 2 innate lymphoid cell (ILC2: 2型⾃然リンパ球) が同定され、

IL-5、IL13を分泌することで好酸球の活性化と気道リモデリングを誘導することが報告され

た25,26。このように Th2細胞や ILC2によって活性化される好酸球とマスト細胞は、2型炎症

における主要なエフェクター細胞であり、気流制限とも相関する16,23,27-30。ここでは、これら

の炎症細胞の重症喘息病態における役割について述べる。 

 

 



 15 

2-1-ⅰ 好酸球 

好酸球性気道炎症は、喘息の特徴的な炎症病態である27,28,31,32。アレルゲン刺激によって気

道上⽪から産⽣される GM-CSF、RANTES、eotaxin などのサイトカイン、ケモカインや、

type 2 helper T (Th2) 細胞、ILC2によって分泌される IL-5は、好酸球の成熟、活性化および気

道組織への遊⾛を促進させる22,33-38。また、活性化した Th2細胞は、IL-4を産⽣することによ

り気道組織中の⾎管内⽪細胞の intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1)、vascular cell 

adhesion molecule-1 (VCAM-1) 発現を誘導し、好酸球の⾎管内から気道組織への浸潤を誘導

する31,39。成熟した好酸球は major basic protein (MBP) 、esosinophil cationic protein (ECP)、

eosinophil peroxidase、eosinophil-derived neurotoxin などの細胞内顆粒蛋⽩を含んでいる40-42。

気道組織へ浸潤した組織好酸球は、IgG、IgA、⾎⼩板活性化因⼦などの刺激により120分以

内という短時間で活性酸素 (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) オキシダー

ゼ) 依存的に崩壊し，細胞内顆粒蛋⽩を含むクロマチン線維を細胞外へ放出する43。細胞外

へ放出された顆粒蛋⽩の表⾯には、eotaxin-1の受容体である C-C motif chemokine receptor 

(CCR) 3の細胞外ドメインが発現しており、顆粒蛋⽩が eotaxin-1に刺激されることによって

ECP が分泌されることが近年明らかとなった43,44。好酸球の顆粒蛋⽩は気道上⽪に損傷を与

えるとともに、線維芽細胞におけるプロテオグリカンの崩壊を抑制することで組織の線維

化を誘導する可能性が報告された45-47。また、好酸球性気道炎症は重症喘息のうち約50%に

存在しており、重症喘息における主要な炎症病態の⼀つと⾔える48。  
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Bousquet J, らによる喘息患者43⼈の気管⽀⽣検組織を⽤いた検討では、健常者の気道組織

内には好酸球はほぼ存在していなかったのに対して、喘息の25%の気道組織中に好酸球浸潤

が認められ、気道組織中の好酸球数と喘息の重症度が相関していた。更に彼らは、病理組織

学的検討により、気道組織中の MBP沈着が健常者では⾒られず、患者喘息に特徴的な所⾒

であることを報告した27。 

このように、好酸球は重症喘息の炎症病態において密接に関連している。 

 

2-1-ⅱ マスト細胞 

 マスト細胞は正常状態において気道、腸管、⽪膚を含む全⾝臓器の⾎管壁、リンパ管およ

び神経線維の周囲に広く分布している49-51。マスト細胞の表⾯には IgE⾼親和性受容体であ

る FcεRI が発現し、IgE を介した抗原特異的なアレルギー反応を惹起する49,52,53。マスト細胞

には tryptase、leukotriene (LT) D4、prostaglandin (PG) D2、hitamine などの多数の顆粒蛋⽩が含

まれる54-57。アレルゲン抗原特異的 IgE の結合によって活性化されたマスト細胞は、これら

の顆粒蛋⽩を放出することで気道収縮、気道粘液産⽣増加、⾎管透過性の亢進、⾎管収縮な

どの数分単位で起こる即時型反応を惹起し、喘息増悪の誘因となる58,59。また、活性化した

マスト細胞は遅発型反応として GM-CSF、RANTES、eotaxin-1などの好酸球活性化、遊⾛促

進因⼦や IL-4、IL-5、IL-13などの2型サイトカインを含む多数のサイトカイン、ケモカイン

を放出することが報告されており、好酸球浸潤の促進、B 細胞の活性化による2型炎症の増
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強や、気道平滑筋の増⽣、杯細胞過形成による気道リモデリングの亢進を促進させる60-62。

更に、活性化したマスト細胞はステロイド投与抵抗性に amphiregulin を産⽣し、肺線維芽細

胞の増殖、気道上⽪細胞が分泌する粘液成分である MUC5AC 産⽣を誘導するため、ステロ

イド抵抗性の気道リモデリングに寄与する可能性がある63-64。また、tryptase および LTD4は

in vitro で気道平滑筋の増殖を促進し、気道モデリングに関与している可能性がある58,65。 

更に、FcεRIγ鎖⽋損マウスの慢性喘息モデルを⽤いた検討により、IgE 結合による FcεRI 活

性化を介さないシグナルで、気道過敏性の亢進、杯細胞過形成およびMuc5ac、Muc5b の発

現が亢進することが報告されており、マスト細胞は IgE⾮依存的にも気道モデリングに関与

している可能性が⽰唆される66。 

臨床検体を検討すると、喘息死した患者では気道組織中のマスト細胞数は健常者の2倍程

度に増加し、気道平滑筋において顕著に増加することが判明している67-69。 

以上より、マスト細胞は、アレルゲン刺激を介した喘息の増悪、2型炎症の活性化、気道リ

モデリングの促進によって、喘息の重症化に寄与する。 

 

2-1-ⅲ 好中球 

好中球は、気道上⽪細胞によって産⽣される growth-regulated peptide (GRO) -α、IL-8や、

気道組織内の好中球により分泌される IL-8によって気道組織へ浸潤する70-73。気道上⽪細胞

による IL-8の産⽣は、緑膿菌や⼤腸菌などの細菌感染によって促進される72-74。また、type 
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17 helper T (Th17) 細胞によって産⽣される IL-17A は、tumor necrosis factor (TNF) -α による

刺激と相乗して気道上⽪の IL-8産⽣を促進させる75。成熟した好中球は、matrix 

metalloproteinase (MMP)、elastase、cathepsin G などの酵素やプロテアーゼのほか、LTB4な

どの脂質メディエーター、活性酸素種などを放出する76-80。好中球顆粒に含まれる好中球

elastase は、TLR4を介して気道上⽪の IL-8産⽣を促進させ、更なる好中球の遊⾛を促進さ

せる81。In vitro で IL-8によって活性化された好中球は、MMP-9、LTB4を放出することで好

酸球の基底膜通過能⼒を促進するため、気道組織への浸潤を誘導する可能性が⽰唆される

82。また、in vitro において、好中球は respiratory syncytial (RS) ウイルス感染刺激時の気道

上⽪の傷害と細胞接着の傷害を誘導する83。好中球エラスターゼを含む neutrophil 

extracellular traps (NETs) はライノウイルス感染によって誘導される2型炎症増強と喘息の増

悪に関与する84。 

更に近年、好中球は IgE によって活性化されたマスト細胞により刺激され、CD4陽性 T 細

胞への抗原提⽰細胞として機能し T 細胞を活性化することで、アレルギー性炎症を増強す

る可能性が⽰された85。 

また、後述するが、好中球は IL-8による刺激でステロイド刺激に対する感受性が低下し、

アポトーシスが抑制され⽣存が延⻑するため、重症喘息における好中球炎症の存在はステ

ロイド抵抗性と関与している可能性がある86。 

実際に、重症喘息では喀痰中の好中球増加が⾒られ、⼈⼯呼吸管理が必要な重症の喘息増
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悪を来した患者の気管内吸引物中では IL-8と好中球数が増加している87,88。更に、重症喘息

の気管⽀組織では軽症喘息と⽐較して有意に好中球、IL-17A陽性細胞、IL-17F陽性細胞の

数が増加し、気管⽀組織の IL-17F陽性細胞が好中球数、喘息増悪の回数と相関しているこ

とが報告された30。 

このように好中球は、喘息においては気道組織への傷害だけでなく、好酸球気道組織浸潤

の活性化、 NETs の放出、CD4陽性 T 細胞の活性化などにより2型炎症を増強させる作⽤を

持つ。 

 

2-2 フェノタイプ、エンドタイプ 

フェノタイプとは「遺伝⼦型と環境の相互作⽤によってもたらされる⽣物の観察可能な特

性」、エンドタイプとは「明確な病態⽣理を伴う疾患のサブセット」と定義される89,90。 

重症喘息の病態を解明するために、これまでに種々のフェノタイプ分類が⾏われてきた。

2008年に喘息のフェノタイプ分類を⽬的としてクラスター解析が⾏われ、早期発症アトピ

ー型と肥満⾮好酸球性炎症型の2つのクラスターが報告された91。2010年には⽶国 Severe 

Asthma Research Program (SARP) が、(1) 早期発症、軽症、アトピー型、呼吸機能正常、(2) 

早期発症、軽症〜中等症、アトピー型、可逆性気流制限、(3) ⾼齢発症、重症、⾮アトピー

型、可逆性気流制限、肥満、(4) 早期発症、重症、アトピー型、可逆性気流制限、(5) ⾼齢発

症、重症、⾮アトピー型、固定性気流制限の5つのクラスターを同定した92。その後、喀痰中
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好中球優位型および喀痰中好酸球・好中球混合型の重症喘息クラスターが報告された87。

2017年、Opina MT, らはこれまで報告された重症喘息のクラスターに類似性があることを指

摘し、(1) 早期発症、アトピー型、(2) ⾼齢発症、⾮アトピー型、喀痰中好酸球優位、(3) ⾼

齢発症、⾮アトピー型、喀痰中好中球優位型の3分類に⼤別した93。これらのフェノタイプ分

類は、重症喘息の病態解明およびエンドタイプの同定を⾏う上で有⽤な指針となる可能性

がある。 

Muraro A, らはこれまでに⾏われたフェノタイプ分類に基づいて、喘息のエンドタイプを

下記のように分類した94。はじめに喘息を2型炎症型と⾮2型炎症型に分別し、2型炎症型は、

(1) 好酸球性炎症、(2) 抗原特異的 IgE、(3) 気道過敏性と気道リモデリングの3つのフェノタ

イプに分類し、⾮2型炎症型は、(1) 好中球性炎症、(2) 顆粒球寡少型炎症、(3) 気道過敏性

と気道リモデリングの3つのフェノタイプに分類した。これらのフェノタイプそれぞれにお

ける主要な促進因⼦であるサイトカイン、メディエーターや特徴的な病理組織学的異常な

どのバイオマーカーを列挙しまとめることで、各フェノタイプに対応するエンドタイプを

提唱した。また、Ricciardolo FLM, らは、頻回増悪を起こす好中球性炎症型の重症喘息にお

ける IL-17F 誘導性のエンドタイプを報告した30。これらのエンドタイプに関連するバイオ

マーカーは、新規治療法が有効な患者群を適切に選択する上で今後有⽤となる可能性があ

る。 
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2-3 喘息の増悪 

 喘息の増悪における最も多い原因はウイルス感染症であり、ウイルス感染症は増悪の原

因のうち約80%を占める95,96。増悪の引き⾦となる上気道炎の原因ウイルスは RS ウイルス、

ライノウイルス、インフルエンザウイルスなどである97。RS ウイルスによる増悪は特に⼩

児に多いものの、成⼈でも喘息による⼊院のうち7%を RS ウイルス感染症が占める96,98。喘

息の気道上⽪では、ウイルス感染に対して防御的に機能する I 型インターフェロンの産⽣が

低下することが報告されており、喘息における気道上⽪はウイルス感染に対して脆弱であ

る可能性が⽰唆される99,100。ウイルス感染の他には、アレルギー性喘息ではアレルゲン曝露

が抗原特異的 IgE によるアレルギー反応を介した増悪の原因となる53。 

増悪には緊急受診を要さない軽微なものから、緊急受診や⼊院を要するもの、喘息死の原

因となる重篤なものまでが存在し、重症増悪とは、「⼊院または1時間以上の緊急的な治療お

よび経過観察を要する状態、または増悪による死亡」を指す101。重症増悪のリスク因⼦は肥

満、5-Item Asthma Control Questionnaire (ACQ-5) スコア不良、気管⽀拡張薬吸⼊によっても

改善しない1秒率低下、発作時の気管⽀拡張薬の使⽤、および重症度 Global Initiative for 

Asthma (GINA) ステップ4 以上であることが報告された102。重症増悪は経年的な呼吸機能低

下の危険因⼦であることが明らかとなっており、患者の⽣活の質と⽣命予後の改善のため

には、特に重症増悪を抑制することが必要である103。 

吸⼊ステロイドの使⽤は増悪、重症増悪のリスクを減らすことが明らかとなっているもの
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の、既存の治療では全ての増悪を制御することはできない104,105。また、吸⼊ステロイドの使

⽤がウイルス感染による喘息増悪を抑制する機序の詳細はまだ明らかになっていない。増

悪の抑制は、喘息患者の⽣命予後改善や、経⼝ステロイドの使⽤の低減によるステロイドの

全⾝性副作⽤の軽減を可能にすると考えられるため、増悪の抑制を実現する新規治療法の

開発が望まれる。 

 

2-4 ステロイド抵抗性 

重症喘息の中には、気管⽀拡張薬と吸⼊ステロイドまたは経⼝ステロイドを使⽤しても気

流制限が改善しない患者群が存在し、ステロイド抵抗性の克服が重症喘息の症状軽減にと

って重要である92。ここでは、はじめにステロイドの作⽤機序を述べ、次にステロイド抵抗

性の獲得の機序について記述する。 

 

2-4-ⅰ ステロイドの作⽤機序 

Glucocorticoid receptor (GR) は全⾝の細胞に発現し、スプライシングバリアントとして

GRα、GRβ が存在する106,107。GRα はリガンドであるグルココルチコイド (glucocorticoid: GC) 

と結合可能であり、細胞質内の GRα に GC が結合すると、GRα から heat shock protein (hsp) 

90が解離することで GRα が核内へ移⾏し、DNA 上 の glucocorticoid response element (GRE) 

に結合する108。⼀⽅、GRβ は GC と結合せず、GRα と拮抗して GRE に結合し、更に GRα
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と結合しヘテロダイマーを形成することで、GRα の活性を抑制する107,109。GRE に結合した

GRα は、核内の NF𝜅B 蛋⽩とヘテロダイマーを構成する cyclic adenosine monophosphate 

response element binding protein (CREB)-binding protein を介して NF𝜅B を活性化する histone 

acetyltransferase (HAT) の活性を阻害することで、NF𝜅B を介した GM-CSF などの炎症性サ

イトカインの転写を抑制する110-112。さらに、GRE に結合した GRα は histone deacetylase 

(HDAC) 2を誘導しヒストンの脱アセチル化を促進することで、炎症性サイトカインの転写

を抑制する112。 

細胞レベルでは、GC はヒト末梢⾎CD8陽性 T 細胞の IL-10産⽣を促進し IL-4、IL-5の産

⽣を抑制するが、IL-10はマスト細胞の IgE、GM-CSF、TNF-α の産⽣抑制、好酸球の⽣存

抑制、樹状細胞の成熟抑制、PBMC の IL-4、IL-5、IL-13産⽣抑制など2型炎症における多

機能の抑制性サイトカインであることが知られている113-118。 

実際に臨床検体の解析においては、全⾝性ステロイドは喘息の気道過敏性を改善させ、気

道組織に浸潤する T 細胞、好酸球、マスト細胞を減少させることが明らかとなっている119。 

 

2-4-ⅱ ステロイド抵抗性の獲得 

A) GRα の感受性低下 

Sher ER, らはステロイド抵抗性の喘息由来の末梢⾎単核細胞 (peripheral blood mononuclear 

cell: PBMC) を解析し、ステロイド抵抗性喘息ではステロイド感受性喘息と⽐較して末梢⾎
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T 細胞における GRα の GC 結合能が低下しており、IL-2と IL-4による共刺激が GRα の GC

結合能低下に寄与することを報告した120。その後、ステロイド抵抗性喘息の気管⽀肺胞洗浄

液中では、IL-2、IL-4、および IL-5が全⾝性ステロイド投与後にも低下しないことが⽰され、

これらのサイトカインを介したステロイド抵抗性の獲得が⽰唆された121。 

 

B) GRβ の発現亢進 

ステロイド抵抗性喘息の肺胞マクロファージ中では、ステロイド感受性喘息と⽐較して優

位に GRβ の mRNA 発現が亢進しており、GRβ のノックダウンにより GRα の核内移⾏障害

が改善する122。また、GRβ は重症喘息の気管⽀肺胞洗浄液中の細胞において HDAC 2のプロ

モーターを活性化してステロイド抵抗性に関与する可能性がある123。 

 

C) HDAC の活性低下 

重症喘息の PBMC では軽症・中等症喘息と⽐較して HDAC の活性が低下しステロイド抵

抗性と関与する可能性が⽰唆される124。 

 

D) IL-10産⽣の低下 

ステロイド抵抗性喘息の PBMC では GC刺激による IL-10産⽣能が低下しており、ステロ

イド抵抗性と IL-10が関連している可能性が⽰唆される125。 
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E) 好中球の関与 

好中球では IL-8による刺激で GRβ の発現が亢進し、GRα-GRβヘテロダイマーの増加を経

てステロイド抵抗性を獲得し、アポトーシスが抑制される86。Th17細胞によって産⽣される

IL-17A と IL-17F は気道上⽪細胞の GRβ の発現を誘導し，GRα の抗炎症性作⽤に拮抗す

ることでステロイド抵抗性に関与する126。Ovalbumin を⽤いたマウス喘息モデルにおいて、

IL-17A と IL-17F を産⽣するTh17細胞がステロイド抵抗性の好中球性気道炎症を惹起する

ことが報告された127。 

 

F) ILC2の関与 

ILC2は IL-33と TSLP の共刺激により活性化されると、TSLP によって誘導される signal 

tranducer and activator of transcription (STAT) 5のリン酸化と B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL) 

の発現を介してステロイド抵抗性を獲得し、好酸球性気道炎症を惹起する25。 

 

G) ⼀塩基多型 (single nucleotide polymorphism: SNP) の関与 

これまでのゲノムワイド関連解析の蓄積により、喘息発症のリスク遺伝⼦として IL33、

TSLP、IL4、IL13などのSNPが明らかにされてきた128-131。また、glucocorticoid-induced transcript 

1 (GLCCI1)、Fc fragment of IgE receptor II (FCER2)、T-box transcription factor 21 (TBX21) など

の SNP が、喘息のステロイド抵抗性と関連する SNP として報告された132-134。更に、重症
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喘息40名における少数の検討ではあるものの、GR をコードする遺伝⼦である nuclear 

receptor subfamily 3 group C member 1 (NR3C1) の SNP がステロイド抵抗性と関連すること

が明らかとなった135。 

 

2-5 気道リモデリング 

喘息の気道に特徴的な病理学的所⾒として、気道上⽪の剥離、杯細胞過形成、基底膜肥厚、

粘膜下組織の線維化、平滑筋の増⽣、⾎管新⽣などのリモデリングが認められる136-141。気道

リモデリングは気道抵抗を増⼤させ、平滑筋の収縮や気道粘液の貯留による気道閉塞をも

たらし、不可逆的な気流制限を引き起こす142,143。 

気道上⽪細胞によって産⽣される上⽪成⻑因⼦ (epidermal growth factor: EGF) は、好酸球

と筋線維芽細胞による transforming growth factor-β (TGF-β) の産⽣を誘導し、筋線維芽細胞に

よる間質への細胞外基質、膠原線維の産⽣を促進させる144,145。また、喘息患者の気道上⽪細

胞は periostin を多量に産⽣することで、筋線維芽細胞の TGF-β 産⽣と膠原線維の沈着を誘

動する146。気道上⽪細胞だけではなく、気道組織に浸潤する好酸球も TGF-β を産⽣するこ

とによって筋線維芽細胞の膠原線維の産⽣を誘導する145,147。 

⾎管新⽣は、Th2細胞や ILC2によって産⽣される IL-13刺激によって活性化した気道上⽪

細胞が産⽣する⾎管内⽪増殖因⼦によって誘導される24,38。 

杯細胞過形成は、気道上⽪の線⽑細胞またはクラブ細胞が形質分化転換することで促進さ
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れる148。傷害を受けた気道上⽪細胞によって誘導される EGF、amphiregulin や、Th2細胞と

ILC2により産⽣される IL-4、IL-13は、線⽑細胞やクラブ細胞の SAM pointed domain containing 

ETS transcription factor (SPDEF) 遺伝⼦の発現を促進させることで、杯細胞への分化形質転換

を誘導する148,149。杯細胞過形成によって誘導される過剰な粘液産⽣は気道閉塞を引き起こ

し、重症増悪の誘引となり得る137。 

 

第3節 重症喘息の治療 

喘息の⻑期管理における最重要薬剤は吸⼊ステロイドであり、本邦の「喘息予防・管理ガ

イドライン2018」においては全ての治療ステップにおいて使⽤が推奨されている1。治療ス

テップに応じて、吸⼊ステロイドの増量、LABA、LAMA、SRT、LTRA などの薬剤が使⽤

される。喘息発作時には、主に吸⼊短時間作⽤性 β2刺激薬や全⾝性ステロイドが投与され

る。⾼⽤量の吸⼊ステロイドおよびLABA、LAMA、SRT、LTRA を使⽤しても症状の抑制

が困難である場合は、経⼝ステロイド、抗 IgE抗体、抗 IL-5抗体、抗 IL-5受容体 α抗体、抗

IL-4受容体 α抗体の使⽤が考慮される。 

近年相次いで発売された抗体製剤は、特定のフェノタイプの重症喘息に対して⾼い治療効

果をあげている。我が国で2012年から使⽤可能となった抗 IgE抗体 omalizumab は、実臨床

での使⽤において、アトピー型重症喘息に対して45〜84%の年間増悪抑制効果を⽰した150。

我が国で2016年に保険承認された抗 IL-5 抗体 mepolizumab は、第2相試験においてプラセボ
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群と⽐較して32%の年間増悪抑制効果、薬剤投与開始前と⽐較して50% (プラセボ群0%) の

経⼝ステロイド減量効果を認めた151。2018年に上梓された抗 IL-5受容体 α抗体 benralizumab

は、第2相試験において好酸球性の気道炎症を持つ重症喘息に対してプラセボ群と⽐較して

最⼤70%の増悪抑制効果、薬剤投与開始前と⽐較して75% (プラセボ群25%) の経⼝ステロイ

ド減量効果をもたらした152。更に、2019年に保険承認された抗 IL-4受容体 α抗体 dupilumab

は、第2相試験において経⼝ステロイド内服中の重症喘息においてプラセボ群と⽐較して

59%重症増悪を抑制し、薬剤投与開始前と⽐較して70.1% (プラセボ群41.9%) の経⼝ステロ

イド減量効果をもたらした153。 

第3相試験が進⾏中の抗TSLP抗体 tezepelumab は、第2相試験で中等症・重症喘息患者にお

いて末梢⾎好酸球数によらずプラセボ群と⽐較して最⼤71%の増悪発⽣率の低下をもたら

したため、今後の臨床応⽤が期待される154。 

抗 IL-17受容体 α抗体である brodalumab は、第2相試験において重症喘息における呼吸機能

や症状の改善を⽰さなかった155。しかし、この臨床試験では好中球性炎症優位型の喘息患者

が選択されていないため、今後さらなる検討が必要である。 

これらの抗体製剤は⾮常に⾼価であり、⻑期投与が必要となることが問題点である。した

がって、抗体製剤が有効な患者群を⾒分けるバイオマーカーの確⽴や、新たな治療法の開発

が望まれる。 

抗体製剤以外にも、2型炎症、好中球性炎症に関与する受容体アンタゴニストが複数開発さ
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れている。PGD2の受容体である chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 

cells (CRTH2) アンタゴニストの fevipiprant は、アトピー型喘息を対象とした第2相試験にお

いてプラセボと⽐較して増悪の抑制傾向を認めており、第3相試験の結果が期待される156。

RANTES、eotaxin-1、eotaxin-2、および eotaxin-3の受容体である CCR3アンタゴニストは開発

されたものの、毒性が報告されたため⻑期投与による臨床試験は⾏われていない157。GRO-

α、IL-8の受容体である C-X-C motif chemokine receptor (CXCR) 2に対するアンタゴニストは、

第2相試験における重症喘息を対象とした6ヶ⽉間の観察では増悪抑制効果を認めなかった

158。上述した brodalumab の臨床試験の結果と併せて、好中球性炎症を伴う重症喘息の増悪

抑制は今後の課題である。 

気管⽀サーモプラスティーは、気管⽀鏡下を⽤いて気管⽀内腔に⾼周波プローブで65 °C で

温熱負荷を⾏い、気道平滑筋を減少させることで気道収縮を抑制する新規の⾮薬物治療法

であり、本邦では2015年から重症喘息に対する治療として保険適応となった159。気管⽀サー

モプラスティー前後のヒト検体を⽤いた解析により、気管⽀サーモプラスティーは、気道平

滑筋の減少だけではなく、気管⽀の神経終末の切断によってアセチルコリンを介した粘液

の過分泌を抑制できる可能性が⽰された160,161。気管⽀サーモプラスティーは新規治療法で

あり、本邦ではまだ⻑期的な治療効果の報告は蓄積していないものの、Chupp G, らは、3年

間の⻑期観察において、気管⽀サーモプラスティーにより、重症増悪を来す患者割合は気管

⽀サーモプラスティー施⾏前と⽐較し45%減少したことを報告した162。気管⽀サーモプラス
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ティー実施にあたっては、3週間以上の間隔をあけて計3回の⼊院の上での気管⽀鏡処置が

必要となるため、患者の負担が⼤きいこと、治療費が⾼額となることが問題点である161。 
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第2章 気道上⽪細胞による炎症制御 

第1節 パターン認識受容体 

気道上⽪は外的環境と接しており、細菌・真菌・ウイルスなどの病的抗原、異物やアレル

ゲンの侵⼊を認識し、免疫応答の起点となる。気道上⽪にはパターン認識受容体 (pattern-

recognition receptors: PRR) と呼ばれる抗原や異物を認識する受容体が発現しており、TLR、

protease-activated receptor (PAR) などの PRR が知られている163-165。これらの PRR は、微⽣物

に特有の共通成分である PAMPs や、損傷を受けた細胞や細胞外基質から放出される成分で

ある DAMPs を認識し、細胞内シグナルを活性化することで種々のサイトカインやケモカイ

ンの上⽪からの放出を促進させ、炎症細胞の組織浸潤を惹起する166-169。 

ヒト気道上⽪細胞には TLR1からTLR10まで10種類の TLR が発現している163。これらのう

ち、リポ多糖 (lipopolysaccharide: LPS) をリガンドとする TLR4は、喘息の代表的なアレルゲ

ンの⼀つである house dust mite 誘導性の2型気道炎症において必須である168。TLR4が LPS を

認識すると、アダプター分⼦である Myd88を介して転写因⼦である NF𝜅B が活性化され、

気道上⽪細胞から IL-1α、IL-1β、IL-33をはじめとする IL-1ファミリー、IL-25、TSLP、GM-

CSF などのサイトカイン、ケモカインが分泌される170-177。 

House dust mite や papain などの植物由来アレルゲンはプロテアーゼ活性を持つ178。PAR の

⼀種である PAR-2は、代表的な house dust mite であるヤケヒョウヒダニ (Dermatophagoides 

pteronyssinus) 由来アレルゲンDer p 1およびコナヒョウヒダニ (Dermatophagoides farinae) 由
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来アレルゲン Der f 3、トリプシン、パパイン、花粉およびゴキブリ由来のプロテアーゼアレ

ルゲンに応答して GM-CSF、RANTES、IL-8などの炎症性サイトカイン、ケモカインを気道

上⽪細胞から分泌させ、好酸球や好中球の遊⾛、浸潤を促進する164,179-182。 

第1章第2節 (2-1) でも述べたように、気道上⽪細胞によって産⽣される IL-25、IL-33、TSLP

は樹状細胞を活性化し抗原提⽰能⼒を促進させることで、ナイーブヘルパーT 細胞を Th2細

胞へ分化させ活性化させる17-19。活性化した Th2細胞は、IL-4、IL-5、IL-13をはじめとする2

型サイトカインを分泌し、好酸球とマスト細胞を活性化させる18,20-22。第1章第2節 (2-5) で

前述したように、IL-13は気道上⽪細胞の杯細胞過形成を促進することで粘液産⽣や気道リ

モデリングを促す24。更に、TSLP はマスト細胞にも作⽤し、IL-1と TNF-α による共刺激に

より活性化されたマスト細胞は IL-13などのサイトカインを放出する176。 

GM-CSF は、house dust mite 誘導性の2型気道炎症において樹状細胞を活性化し、リンパ節

への遊⾛を促進させることで Th2反応の増強に関与する177,183,184。また、GM-CSF は in vivo に

おいて気道組織への好酸球遊⾛を促進させ、喘息患者の気道に存在する好酸球の⽣存を延

⻑させる185。 

RANTES は好酸球の遊⾛を促進させるケモカインである186。気道上⽪細胞における

RANTES の産⽣分泌はウイルス感染時の IFN-𝛾 刺激によって顕著に促進される72,187。TNF-

α、IL-4、IL-13による刺激も気道上⽪細胞の RANTES 産⽣を促進し、2型炎症における好酸

球遊⾛を誘導する35,72。 
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第2節 細胞間接着 

気道上⽪細胞は PAMPs、DAMPs を認識することで炎症を惹起し免疫応答を指揮している

⼀⽅で、病的抗原やアレルゲン、異物などが⽣体に侵⼊しないようにするための物理的なバ

リアとしての防御機能も担っている。気道上⽪細胞のバリア機能は細胞間接着によって維

持されており、気道上⽪細胞の細胞間接着は頂端⾯に存在する密着結合と、頂端⾯よりも基

底膜側に位置する接着結合に分類される188,189。 

 

2-1 密着結合 

密着結合は occludin、claudin、junction adhesion molecule、coxsackievirus and adenovirus receptor

などの細胞膜貫通型接着蛋⽩によって構成される190-194。これらの細胞膜貫通型接着蛋⽩は、

細胞膜直下に存在する zonula occludens (ZO) 蛋⽩をはじめとする蛋⽩によって裏打ちされ、

アクチン細胞⾻格へと接続されることによって構造を維持している188,195。マウス I 型肺胞

上⽪細胞を構成する Claudin ファミリーのうち約半数の遺伝⼦発現量を担う Claudin-18を

⽋損したマウスは、密着結合の破綻により正常状態において気道上⽪細胞バリア機能の障

害を来すため、Claudin は気道上⽪細胞の恒常性維持に必須である196,197。 

密着結合の破綻は、アレルギー性炎症とも関連する。House dust mite由来のプロテアーゼ

である Der p 1や Der f 1は、密着結合を破壊し気道上⽪細胞に傷害を与える198,199。 
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2-2 接着結合 

接着結合は細胞膜貫通型蛋⽩E-cadherin によって形成され、細胞膜下の α-catenin、β-catenin

によって裏打ちされている200,201。これらの細胞間接着により、正常状態の気道上⽪細胞は

⼀定のイオン⾮透過性を保っており、細胞間接着の機能維持を評価する際には、経上⽪電

気抵抗の測定が汎⽤されている202。 

喘息患者の気道では健常者と⽐較して ZO蛋⽩の⼀種である ZO-1の蛋⽩発現が優位に低

下しており、喘息患者由来の培養気道上⽪細胞では経上⽪電気抵抗が低下することが明ら

かとなっている203。したがって、喘息では細胞間接着の脆弱性に起因するバリア機能の低

下がアレルゲンやウイルスの気道上⽪への侵⼊を招き、炎症病態に関与している可能性が

⽰唆される。 

 

第3節 線⽑輸送、粘液産⽣、プロテアーゼインヒビター産⽣ 

3-1 線⽑輸送 

気道上⽪細胞による異物排除は線⽑輸送と粘液産⽣によって⾏われる。気道上⽪細胞の線

⽑は運動性を有しており、線⽑の運動機能の⽋失を呈する原発性線⽑運動不全症では慢性

副⿐腔炎や反復性の下気道炎症を繰り返し、呼吸機能低下を引き起こす204。 
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3-2 粘液産⽣ 

気道上⽪における粘液は杯細胞、クラブ細胞および粘膜下組織の粘液腺によって産⽣され

る。細気管⽀より末梢では粘液腺は存在せず、杯細胞とクラブ細胞が粘液産⽣を担っている

205。気道粘液の主成分はムチンであり、健常者の気道上⽪のムチンは主に MUC1、MUC5AC、

MUC5B によって構成される206。MUC5AC は喘息や急性肺障害において NF𝜅B を介して発

現が上昇するものの、マウスでは Muc5ac のみの発現上昇は気道閉塞をもたらさない206-208。

Muc5ac⽋損マウスは正常状態では異常をきたさないものの、Muc5b⽋損マウスは粘液の過

剰な蓄積による気道閉塞や細菌による下気道感染症を⾃然発症し、マクロファージの機能

異常を呈することから、Muc5b は気道の恒常性維持に必須である207,209。 

気道粘液中には IgA を中⼼とした免疫グロブリンや、ライソゾーム、defensin などの抗菌

ペプチドが含まれており、これらは細菌感染に対して防御的に作⽤している210-214。 

また、気道粘液中に存在するラクトフェリンは細菌の細胞膜上の LPS に結合することで

TLR4、NF𝜅B を介した炎症を抑制性に制御する機能や、ブタクサ花粉抽出物によるマウス

喘息モデルにおいて防御的作⽤を持つことが報告されている215-217。 

 

3-3 プロテアーゼインヒビター産⽣ 

 気道粘液中には α-1 antitrypsin、secretory leukocyte peptidase inhibitor (SLPI)、cystatin A (CSTA) 

などの内因性プロテアーゼインヒビターが存在する218-220。House dust mite、ゴキブリ、植物、
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真菌などのアレルゲンはプロテアーゼ活性を持つ221。これらのプロテアーゼアレルゲンは気

道上⽪細胞による即時的な IL-33分泌促進と IL-33の活性化を誘導し2型炎症を惹起するのに

加えて、第2章第1節で述べたように PAR を介した気道上⽪細胞による炎症性サイトカイン、

ケモカインを誘導するため、気道上⽪におけるプロテアーゼインヒビターは2型炎症の抑制

において重要である221,222。セリンプロテアーゼである SLPI は、重症喘息において気道上⽪

細胞における発現が低下しており、マウスモデルにおいても2型気道炎症を抑制する223。シ

ステインプロテアーゼである CSTA は、好酸球性副⿐腔炎患者の⿐粘膜上⽪における発現

が低下していることが報告されており、in vitro でヒト気道上⽪細胞株による IL-25、IL-33、

TSLP 産⽣を抑制するため、2型気道炎症の抑制に関与することが⽰唆される220。 
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第3章 TAM 受容体チロシンキナーゼ 

第1節 TAM 受容体の活性化とシグナル伝達 

TAM 受容体とは、Tyro3、Axl、Mertk の3種類の受容体チロシンキナーゼファミリーの総称

である224。TAM 受容体の概略を図1に⽰す。TAM 受容体は樹状細胞、肺胞マクロファージ

を含むマクロファージ、セルトリ細胞、網膜⾊素上⽪細胞などに発現する224-229。TAM 受容

体には、共通の TAM リガンドとして growth arrest specific 6 (Gas6)、protein S が存在する230-

232。Gas6は Tyro3、Axl、Mertk のいずれにも⾼親和性のリガンドである⼀⽅、protein S は

Tyro3、Mertk のみに⾼親和性であり、Axl に対しては低親和性のリガンドである233。TAM リ

ガンドは、アポトーシス細胞の細胞膜に発現する phosphatidylserine にビタミン K依存性に

結合することで、TAM 受容体とアポトーシス細胞を橋渡しする234-236。TAM リガンドが

phosphatidylserine と結合すると、TAM 受容体はヘテロダイマーを形成し細胞膜内のチロシ

ンキナーゼドメインがリン酸化されることで活性化し、細胞内のシグナル伝達を開始させ

る237-239。TAM 受容体の活性化による細胞内シグナルは、phosphoinositide 3 kinase (PI3K) /AKT

経路を介したマクロファージのアポトーシス細胞貪⾷による efferocytosis の促進、janus 

kinase (JAK) -STAT経路の抑制因⼦である suppressor of cytokine signaling (SOCS) 1、SOCS3の

誘導を介した樹状細胞の TLR シグナルの抑制がある240-242。このように、TAM 受容体はアポ

トーシス細胞を認識することで細胞内シグナル伝達を担う点で特徴的な受容体チロシンキ

ナーゼである。 
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第2節 TAM 受容体による恒常性維持 

アポトーシス細胞は、マクロファージをはじめとする貪⾷細胞に速やかに貪⾷される⼀⽅、

正常に貪⾷されないアポトーシス細胞は secondary necrosis を引き起こして細胞内蛋⽩を放

出することで過剰な炎症を惹起する243,244。TAM 受容体を介したマクロファージによる

efferocytosis は、免疫寛容の維持や、マクロファージによる抗炎症性サイトカイン産⽣や炎

症後の組織修復にとって重要である243,245,246。TAM 受容体それぞれの単⼀ノックアウトマウ

スは正常状態において野⽣型マウスと同様の発現型を⽰すものの、トリプルノックアウト

マウスでは正常状態においても下顎リンパ節と脾臓の著しい腫脹とリンパ球の増殖を認め、

過剰な⾃⼰免疫反応を⽰す229,247。Mertk は正常状態におけるアポトーシス細胞認識を介して、

樹状細胞、T 細胞、B 細胞の免疫寛容を保ち恒常性の維持に寄与している248-251。 

 

第3節 気道炎症における TAM 受容体の役割 

Mertk を介したefferocytosis が正常状態における恒常性の維持にとって重要であるのに対し

て、Axl、Tyro3は炎症の抑制にとって重要である。 

Axl は、樹状細胞においてウイルス感染刺激によって誘導される interferon-α/β receptor 

(IFNAR) によって発現が促進され、SOCS1、SOCS3の発現を誘導することで IFNAR シグナ

ルのネガティブフィードバックとして機能する242。マウスインフルエンザウイルス感染モデ

ルにおいて、樹状細胞に発現する Axl は過剰な IFNAR シグナルを抑え、抗ウイルス炎症に
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おける T 細胞の機能を維持することで炎症を抑制し、⽣命予後を改善させる226。また、

Fujimori T, らは、Axl が肺胞マクロファージの efferocytosis を促進し、マウスのインフルエ

ンザウイルス感染後の炎症収束に寄与することを⽰した228。 

肺胞マクロファージによる efferocytosis は、⾃然免疫だけではなく2型炎症においても関連

することが報告されている。喘息患者の喀痰中の好酸球はステロイド投与によりアポトー

シスしマクロファージに貪⾷されるが、喘息患者の肺胞マクロファージでは健常者と⽐較

して有意に Axl の発現が低下しており、efferocytosis の機能低下と関連する252,253。また、Chan 

PY, らは、Tyro3−/−マウスと Axl−/−Mertk−/−マウスを⽤いた検証により、CD4+T 細胞によって

産⽣される protein S によって活性化した樹状細胞に発現する Tyro3を介して、樹状細胞によ

る RANTES などのケモカイン産⽣が抑制されることで、肺における2型炎症が負に制御さ

れることを報告した254。 

近年、私の研究グループは、Axl が気道上⽪基底細胞にも発現することを⾒出し、マウス

インフルエンザウイルス感染後の気道上⽪細胞の細胞増殖を促進させ、気道上⽪の修復に

寄与することを報告した255。しかし、Axl が気道上⽪細胞を起点として誘導される2型炎症

をどのように制御しているかについては明らかになっていない。更に、炎症の起点となる

気道上⽪細胞がどのように炎症を抑制しているかについては、未だに不明な点が多い。 

本研究では、喘息患者の気道上⽪細胞の遺伝⼦発現と喘息患者の気管⽀⽣検組織を解析す

ることで、喘息の気道上⽪細胞における Axl の発現変化を検討した。また、HDM投与後
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の Axl−/−マウス気管と肺を解析することにより、2型気道炎症における Axl の機能を明らか

にした。 
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研究⽬的 

2型気道炎症における Axl の役割を明らかにすることを⽬的とする。 
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研究⽅法 

ヒト気道上⽪細胞の遺伝⼦発現解析と患者背景 

本研究では⼆つの独⽴したコホートを使⽤してヒト気道上⽪細胞の遺伝⼦発現を解析し

た。第⼀のコホートは SARP により公表されている健常者と喘息患者の気道上⽪擦過検体

における全般的遺伝⼦発現データ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression Omnibus (GEO) Series accession numbers, 

GSE63142) である。被験者は健常者 (n = 27)、軽症・中等症喘息 (n = 72)、重症喘息 (n = 

56) であり、臨床的背景は先⾏⽂献に報告されている256。喘息の重症度の定義は先⾏⽂献

に従っている257。気道上⽪細胞の採取、処理⽅法は先⾏⽂献に記載されている258。第⼆の

コホートは Unbiased BIOmarkers in Prediction of REspiratory Disease outcomes (U-BIOPRED) 

Project により公表されている中等症喘息と重症喘息の気管⽀⽣検組織における全般的遺伝

⼦発現データ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; NCBI GEO Series accession numbers, 

GSE76227) である。被験者は中等症喘息 (n = 35)、重症喘息 (n = 56) である。患者背景は

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE76227に記載されている。 

 

ヒト気管⽀組織と患者背景 

気管⽀組織は、国⽴病院機構相模原病院において2005年から2015年までの間に気管⽀鏡検

査を受けた患者より提供された。検体は、気管⽀鏡による観察下で第3次気管⽀または第3次
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気管⽀よりも末梢の気管⽀から⽣検鉗⼦により把持することで⽣検、採取された。被験者は

⾮喘息 (n = 7)、軽症・中等症喘息 (n = 7)、重症喘息 (n = 10) である。喘息の重症度の定義

は GINA による2019年版の Global strategy for asthma management and prevention に従った259。

気管⽀⽣検組織の患者背景を表1に⽰す。なお、本邦で保険診療の利⽤による呼気⼀酸化窒

素 (nitrogen monoxide: NO) の測定が可能となったのは2013年6⽉であるものの、喘息患者の

気管⽀検体は全例において2005年から2010年の間に採取されているため、呼気 NO は測定

されていない。⾮喘息における気管⽀鏡検査の実施理由は、咳嗽の原因精査⽬的が3例、胸

部異常陰影の精査⽬的が4例 (胸部異常陰影の原因; 3例が炎症性変化、1例が肺扁平上⽪癌) 

であった。⾮喘息のいずれの検体も主病変から⼗分に離れており、病理学的に癌組織が含ま

れていないことを確認した。また、⾮喘息の⼀部の検体では喫煙による軽度の炎症性変化を

伴っていたものの、喘息を⽰唆する病理所⾒はいずれにおいても認めなかった。⾮喘息のう

ち1例が関節リウマチの治療⽬的で全⾝性ステロイド (プレドニゾロン5 mg/⽇) を連⽇投与

されていた。軽症・中等症喘息、重症喘息の全例において検体採取⽇までに全⾝性ステロイ

ド投与を中⽌されていた。本研究は東北⼤学⼤学院医学系研究科 (承認番号: 2017-1-183) お

よび相模原病院 (承認番号: 倫理2017年度-031) の倫理委員会で承認され、全ての対象者か

らインフォームドコンセントを得た。 
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ヒト気管⽀⽣検組織の病理学的検討 

1. 蛍光免疫染⾊と解析⽅法 

気管⽀組織は相模原病院においてホルマリン固定後にパラフィン包埋された。東北⼤学

病院病理部で3 𝜇m の厚さで切⽚を作成した。切⽚を脱パラフィン化し、抗原賦活化液 pH9 

(Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan) に浸し121 °C で5分間オートクレーブ処理することによ

り抗原賦活した。切⽚を10%ロバ⾎清 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) /0.3% Triton X-100 

(Sigma-Aldrich) /phosphate buffered saline (PBS) 溶液を⽤いて室温で30分間ブロッキングし

た後、以下に⽰す⼀次抗体を⽤いて4°C で⼀晩反応させた: ヤギ抗ヒト Axl 抗体 (R&D 

systems, Minneapolis, MN, USA, catalogue number AF154, goat IgG; 最終濃度2 𝜇g/mL); ウサギ

抗ヒト/マウス Keratin5抗体 (BioLegend, San Diego, CA, USA, catalogue number PRB-160P, 

clone poly 19055, rabbit IgG; 最終濃度 1 𝜇g/mL)。以下に⽰す⼆次抗体により室温で1時間反

応させた: Alexa Fluor 647標識ロバ抗ヤギ抗体 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, 

USA, catalogue number 705-605-003, donkey IgG; 希釈倍率1:75); Rhodamine標識ロバ抗ウサ

ギ抗体 (Jackson ImmunoResearch, catalogue number 711-025-152, donkey IgG; 希釈倍率1:75)。

ProLong diamond antifade reagent with DAPI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を⽤

いて核染⾊を⾏った。共焦点レーザー顕微鏡C2si (Nikon, Tokyo, Japan)、対物レンズ plan Apo 

𝜆 60×oil (Nikon; Z軸ステップ0.15 𝜇m) および plan Apo 𝜆 40× (Nikon; Z軸ステップ0.6 𝜇m) を

⽤いて撮影し、NIS-Elements C (Nikon) で画像を取得した。画像を NIS-Elements AR (Nikon) 
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により解析した。Keratin5 (基底細胞マーカー) +基底細胞と Keratin5+Axl+基底細胞の計数に

おいては、対物レンズ plan Apo 𝜆 40×を⽤いて無作為に1-5視野を選択し、各視野の max 

intensity projection を取得した後、計数した細胞数を気管⽀の基底膜⻑で除することにより

標準化した。Keratin5+Axl+基底細胞の計数においては、Axl の蛍光強度の強弱によらず全て

等しくAxl陽性細胞とみなし、定性的に計数した。なお、喘息患者の気道上⽪において基

底細胞過形成を来している部位は計数から除外した。 

 

2. 好酸球染⾊、マスト細胞染⾊と解析⽅法 

切⽚を脱パラフィン化し、Eosinophil-Mast Cell Stain Kit (ScyTek, Logan, UT, USA) を⽤いて

好酸球染⾊、マスト細胞染⾊を⾏った。Vital New Red溶液およびAstra Blue溶液を⽤いて好

酸球およびマスト細胞 (異染性細胞) を各々染⾊した後、hematoxylin により核染⾊を⾏った。

正⽴顕微鏡BX53 (OLYMPUS, Tokyo, Japan)、対物レンズUPLFLN40X (OLYMPUS)、顕微鏡

⽤デジタル カメラ DP71/U-TV1X-2 (OLYMPUS) を 使 ⽤ し て撮影し 、 DP controller 

(OLYMPUS) で画像を取得した。画像は画像解析ソフトウェア ImageJ (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA) で解析した。対物レンズ UPLFLN40X を⽤いて無作為に3-11視

野を選択し、気管⽀粘膜下組織に浸潤する好酸球とマスト細胞を計数した。計数した細胞数

を気管⽀の基底膜⻑で除することにより標準化した。 
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マウス 

実験に⽤いたマウスの遺伝背景は C57BL/6J、性別はメス、週齢は8-10週である。野⽣型マ

ウスは⽇本チャールス・リバー株式会社 (Yokohama, Japan) より購⼊した。Axl遺伝⼦⽋損

マウス  (Axl−/−) は Tracy Hussell 教授  (University of Manchester, United Kingdom) から

C57BL/6J へ10世代以上戻し交配したものを譲渡された229。本実験の動物実験計画書 (承認

番号: 2016医動-186、2018医動-186)、遺伝⼦組換え実験計画書 (承認番号: 2016医組換-076、

2018 医組換-113) は東北⼤学により承認され、「東北⼤学における動物実験に関する指針」

に従い、動物の⽣命倫理に⼗分配慮して研究を遂⾏した。  

 

野⽣型およびAxl−/−マウスの遺伝⼦型決定 

イソフルラン (Pfizer Japan, Tokyo, Japan) 吸⼊⿇酔下にマウスの尾を末端より約5 mm切離

し DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN, Tokyo, Japan) によりゲノム DNA を抽出した。

TaKaRa Ex Taq Hot Start Version (Takara Bio, Kusatsu, Japan) と GeneAmp PCR System 9700 

(Thermo Fisher Scientific) を⽤いて polymerase chain reaction (PCR) を⾏った。PCR に使⽤し

たプライマーの配列と PCR の条件は下記の通りである。 

Axl 野⽣型 (forward) 5’-AGAAGGGGTTAGATGAGGAC-3’ 

 野⽣型 (reverse) 5’- GCCGAGGTATAGTCTGTCACAG -3’ 

 変異型 (forward) 5’-AGAAGGGGTTAGATGAGGAC-3’ 
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 変異型 (reverse) 5’- TTTGCCAAGTTCTAATTCCATC -3’ 

PCR条件：94 °C  2分間を1サイクル；変性94 °C  30秒間−アニーリング63 °C  30秒間−伸

⻑反応72 °C  1分間を27サイクル；72 °C  2分間を1サイクル。 

PCR 産物を1.5%アガロース (Thermo Fisher Scientific) ゲル中で20-30分間電気泳動した後、

エチジウムブロマイド (NIPPON GENE, Tokyo, Japan) 溶液に10分間浸し，Gel Doc EZ Imager 

(BIO-RAD, Hercules, CA, USA) を⽤いて紫外線光を当てて検出した。野⽣型遺伝⼦は368塩

基対、変異型遺伝⼦は275塩基対として同定した (図2)。 

 

HDM の投与 

コナヒョウヒダニ (Dermatophagoides farinae) 由来抽出物を ITEA 社より購⼊した (ITEA, 

Tokyo, Japan, catalogue number 10108, lot number KUK12FSG103) 。 

1. HDM溶液の投与⽅法 

イソフルラン3 L/分で⿇酔し、マウス1匹あたり HDM 30 𝜇g/ Dulbecco's Phosphate-Buffered 

Saline (DPBS; Thermo Fisher Scientific) 50 𝜇L を経⿐投与した。対照群には DPBS 50 𝜇L を経

⿐投与した。 

 

2. 投与スケジュール 

初回投与⽇を1⽇⽬、最終投与⽇を15⽇⽬とし、1⽇または2⽇おきに計7回投与を⾏った。
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16⽇⽬に気管⽀肺胞洗浄液の採取、または気管と肺の摘出を⾏った。 

 

マウス気管⽀肺胞洗浄液の解析 

2.4%メデトミジン (ZENOAQ, Koriyama, Japan) /6.4%ミダゾラム (Astellas Pharma, Tokyo, 

Japan) /8%ブトルファノール (Meiji Seika Pharma, Tokyo, Japan) /⽣理⾷塩⽔200 𝜇L をマウス腹

腔内に投与した。⼗分に鎮静および鎮痛が得られたことを確認した後、下⼤静脈を切断し安

楽死させた260。気管内に内径20ゲージのサーフロー留置針を留置した。サーフロー留置針か

ら1 mL の DPBS を肺内へ注⼊し吸引する操作を3回⾏うことにより気管⽀肺胞洗浄を⾏っ

た。気管⽀肺胞洗浄液を氷上で冷却し、1200 rpm、4°C で5分間遠⼼した。上清を破棄し、

500 𝜇L のDPBS で再懸濁した後、ビルケルチュルク計算盤 (Erma, Tokyo, Japan)とTrypan Blue 

Stain 0.4% (Thermo Fisher Scientific) を⽤いて細胞を計数した。懸濁液100 𝜇L を300 rpm で5分

間、集細胞遠⼼装置 (サイトスピン) で遠⼼した後、Diff-Quik 染⾊を⾏った。正⽴顕微鏡

BX53、対物レンズUPLFLN40X を⽤いて観察し、無作為に選んだ視野から合計200個の細胞

を計数することにより細胞分画を測定した。正⽴顕微鏡BX53、対物レンズUPLFLN40X、

顕微鏡⽤デジタルカメラ DP71/U-TV1X-2を使⽤して撮影し、DP controller で画像を取得し

た。画像は ImageJ で解析した。 
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マウス気管と肺の摘出 

気管と左右の肺を縦隔臓器と⼀塊にして摘出し、無菌的に取り分けた氷上の DPBSへ浸し

た。左右の肺は肺⾨部より鋭的に切離した。気管は実体顕微鏡M80 (Leica, Wetzlar, Germany) 

による観察下で第⼀気管軟⾻の直上と気管分岐部の直上で鋭的に切離し、気管周囲のリン

パ節を含む結合組織を⼗分に除去した。 

 

マウス気管の蛍光免疫染⾊と解析 

気管を optimal cutting temperature (OCT) compound に包埋し、ドライアイスで冷却した2-メ

チルブタン (Wako, Osaka, Japan) に浸して凍結させた。クリオスタットを⽤いて⻑軸⽅向に

厚さ10 𝜇m に薄切した。切⽚を室温で20分間乾燥させた後、−30 °C で凍結保存した。次に、

Axl と Keratin5、Scgb1a1、Foxj1それぞれの⼆重蛍光免疫染⾊を⾏った。切⽚を4%パラホル

ムアルデヒド (Wako) に室温で30分間浸して固定した。Foxj1染⾊時のみ、M.O.M. 

Immunodetection Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, catalogue number BMK-2202) に

より室温で1時間反応させることでマウス IgG をブロッキングした。10%ロバ⾎清/0.3% 

Triton X-100/PBS溶液を⽤いて室温で30分間ブロッキングした後、以下に⽰す⼀次抗体を⽤

いて4°C で⼀晩反応させた: ヤギ抗マウス Axl 抗体 (R&D systems, catalogue number AF854, 

goat IgG; 最終濃度5 𝜇g/mL); ウサギ抗ヒト/マウス Keratin5抗体 (最終濃度 2 𝜇g/mL); ウサギ

抗マウス Scgb1a1 (分泌細胞マーカー) 抗体 (Merck Millipore, Burlington, MA, USA, catalogue 
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number 07-623, rabbit IgG; 希釈倍率1:1000); マウス抗マウス Foxj1 (線⽑細胞マーカー) 抗体 

(Thermo Fisher Scientific, catalogue number 14-9965-82, clone 2A5, mouse IgG1; 最終濃度1 𝜇g/mL)。

以下に⽰す⼆次抗体により室温で1時間反応させた: Alexa Fluor 647標識ロバ抗ヤギ抗体 (希

釈倍率1:75); Rhodamine標識ロバ抗ウサギ抗体 (希釈倍率1:75); Alexa Fluor 488標識ロバ抗マ

ウス抗体 (Jackson ImmunoResearch, catalogue number 711-545-151, donkey IgG; 希釈倍率1:150)。

ProLong diamond antifade reagent with DAPI を⽤いて核染⾊を⾏った。共焦点レーザー顕微鏡

C2si、対物レンズ plan Apo 𝜆 40× (Z軸ステップ0.33 𝜇m) を⽤いて撮影し、NIS-Elements C で

画像を取得した。画像を NIS- Elements AR により解析し、max intensity projection を表⽰した。 

 

マウス気管と肺の単⼀細胞懸濁液作成 

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS; Thermo Fisher Scientific) 中に Collagenase A (Sigma-

Aldrich, catalogue number 10103586001; 最終濃度200 Unit/mL) および Deoxyribonuclease I 

(Sigma-Aldrich, catalogue number DN25-100MG; 最終濃度1.5 mg/mL) を添加し酵素試薬を作

成した。酵素試薬2 mL中に気管または左肺を浸した。肺組織には27ゲージ針を⽤いて酵素

試薬1 mL を注⼊した。37 °C、100 cycle/分で60分間攪拌した後、剪⼑で細切した。さらに同

条件で30分間攪拌し、再度剪⼑で細切した。18 ゲージ針へ5回通し、100 𝜇mセルストレー

ナー (Corning, Corning, NY, USA) で濾過した。1200 rpm、4 °C で5分間遠⼼し上清を破棄し

て、Ammonium-Chloride-Potassium Lysing Buffer (Thermo Fisher Scientific) 1 mL を添加し再懸
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濁した後、室温で3分間静置し溶⾎反応を⾏った。DPBS 5 mL を加え、1200 rpm、4 °C で5分

間遠⼼し上清を破棄して、RPMI 1640 培地 (Thermo Fisher Scientific) 中にウシ胎児⾎清 

(Thermo Fisher Scientific; 最終濃度50 mg/mL)、ペニシリン (Thermo Fisher Scientific; 最終濃度

50 Unit/mL)、およびストレプトマイシン (Thermo Fisher Scientific; 最終濃度50 𝜇g/mL) を添

加した培養液5 mL で再懸濁した。細胞懸濁液を70 𝜇mセルストレーナー (Corning) で濾過

した後、1200 rpm、4 °C で5分間遠⼼した。培養液10 mL で再懸濁し単⼀細胞懸濁液を作成

した。ビルケルチュルク計算盤と Trypan Blue Stain 0.4%を⽤いて細胞を計数した。 

 

マウス気管と肺の単⼀細胞懸濁液のフローサイトメトリー解析 

1. 死細胞染⾊ 

気管と肺の単⼀細胞懸濁液を96ウェルポリプロピレンマイクロプレート (Greiner Bio-One, 

Kremsmünster, Austria) に、2-3×105 cells/well となるように移し2000 rpm、22 °C で2分間遠⼼

し上清を破棄した。DPBS 130 𝜇L で再懸濁した後、2000 rpm、22 °C で2分間遠⼼し上清を破

棄し細胞を洗浄した。LIVE/DEAD Fixable Zombie UV (BioLegend, catalogue number 423107; 希

釈倍率1:1000) /DPBS 30 𝜇L で再懸濁し、22 °C で30分間、暗所で静置した。  

 

2. Fc 受容体ブロッキング 

死細胞染⾊後の細胞懸濁液に1%ウシ⾎清アルブミン (Wako) /DPBS 130 𝜇L を加え、2000 
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rpm、22 °Cで2分間遠⼼し上清を破棄した。抗マウスCD16/CD32抗体 (Thermo Fisher Scientific, 

catalogue number 14016182, clone 93, Rat IgG2a, lambda; 最終濃度5 𝜇g/mL) /1%ウシ⾎清アルブ

ミン/DPBS 30 𝜇L で再懸濁し、4 °C で15分間、暗所で静置した。 

 

3. ⼀次抗体染⾊ 

Fc 受容体ブロッキング後の細胞懸濁液に1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L を加え、2000 

rpm、22 °C で2分間遠⼼し上清を破棄した。表2に⽰す抗体を混合した1%ウシ⾎清アルブミ

ン/DPBS で再懸濁し、4 °C で30分間、暗所で静置した。染⾊の陰性コントロールとして、

fluorescence minus one (FMO) にアイソタイプコントロール抗体を加えた。 

 

4. 蛍光標識ストレプトアビジンによるラベリング 

⼀次抗体染⾊後の細胞懸濁液に1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L を加え、2000 rpm、

22 °C で2分間遠⼼し上清を破棄した。Allophycocyanin (APC) 標識ストレプトアビジン 

(BioLegend, catalogue number 405207; 最終濃度1 𝜇g/mL) /1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 30 𝜇L

で再懸濁し4 °C で30分間、暗所で静置した。 

 

5. 固定 

細胞懸濁液に1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L を加え、2000 rpm、22 °C で2分間遠⼼し
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上清を破棄した。4%パラホルムアルデヒド/DPBS 50 𝜇L と1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 50 

𝜇L を加え、22 °C で30分間、暗所で静置した。1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L を添加

し、2000 rpm、22 °C で2分間遠⼼し上清を破棄した。1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L

で再懸濁した。 

 

6. フローサイトメトリー 

細胞表⾯抗原の発現を Fortessa (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) によ

り検討した。CountBright Absolute Counting Beads (ThermoFisher Scientific) を⽤いて細胞を計

数した。FlowJo version 10 (Becton Dickinson and Company) を使⽤して結果を解析した。 

 

マウス気管と肺の病理学的検討 

気管と肺を10%ホルマリン (Wako) へ浸し固定しパラフィンに包埋した後、3 𝜇m の厚さで

切⽚を作成した。切⽚を hematoxylin-eosin (HE) と periodic acid–Schiff (PAS) で染⾊し、炎症

細胞の浸潤と杯細胞過形成を評価した。正⽴顕微鏡 BX53、対物レンズ UPLFLN10X 

(OLYMPUS)、顕微鏡⽤デジタルカメラ DP71/U-TV1X-2を⽤いて撮影し、DP controller で画

像を取得した。画像は ImageJ で解析した。 
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細胞培養 

1. 培養条件 

不死化ヒト気道上⽪細胞株 BEAS-2B 細胞 (52-61継代) を⽤いて実験を⾏った261。培地に

は Bronchial Epithelial Cell Growth Medium (BEGM) BulletKit (Lonza, Basel, Switzerland) を使⽤

した。BEGM BulletKit にはヒドロコルチゾン (最終濃度不明)、ゲンタマイシン (最終濃度不

明)、アムホテリシン B (最終濃度不明)、レチノイン酸 (最終濃度不明)、ウシ下垂体抽出物 

(最終濃度不明)、トランスフェリン (最終濃度不明)、トリヨードサイロニン (最終濃度不明)、

エピネフリン (最終濃度不明)、ヒト上⽪細胞成⻑因⼦ (最終濃度0.5 𝜇g/mL)、ヒトリコンビ

ナントインスリン (最終濃度5 ng/mL) が含まれる。容器には底⾯積75 cm2のノントリートメ

ントタイプフラスコ (Corning) または直径10 cm の組織培養⽤ディッシュ (AGC TECHNO 

GLASS, Haibara, Japan) を⽤い、播種する細胞密度を3.3×104-1.0×105 cells/mL に調整した。実

験の際は、6ウェル細胞培養⽤プレート (Corning) または12ウェル細胞培養⽤プレート 

(Corning) を使⽤し、播種する細胞密度を1.6×104-1.0×105 cells/mL に調節した。37 °C、5%CO2

インキュベーター内で培養し、細胞を播種した翌⽇に培地を交換した。 

 

2. 細胞の回収と保存 

細胞密度が70-80%である時期に細胞を回収した。培地を吸引し Trypsin/EDTA (Lonza) 4 mL

を加え37 °C、5%CO2インキュベーター内で5分間静置した。細胞が培養容器の底⾯から剥離
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したことを倒⽴型顕微鏡CKX31 (OLYMPUS) で確認し、Trypsin Neutralizing Solution (Lonza) 

4 mL を添加し Trypsin/EDTA を中和した。1000 rpm、22 °C で5分間遠⼼した後、上清を吸引

し5-10 mL の培地で再懸濁した。1000 rpm、22 °C で5分間遠⼼した後、CELLBANKER 2 

(ZENOAQ) で1.0×106 cells/mL となるように再懸濁した。クライオチューブに1 mLずつ分注

し液体窒素内で凍結保存した。 

 

3. Recombinant Human Gas6 (hrGas6)、Axl阻害剤 (R428) による刺激 

 6ウェル細胞培養⽤プレートに BEAS-2B 細胞を播種した。48時間後、hrGas6 (R&D systems, 

catalogue number AF854; 最終濃度 100 ng/mL) /1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 25 𝜇L を培養上

清へ添加し、37 °C 5%CO2インキュベーターで15分間反応させた。R428 (Selleckchem, Houston, 

TX, USA, catalogue number S2841) /DMSO (Wako; 希釈倍率1:1000) を培養上清に添加し、

37 °C、5%CO2インキュベーターで3時間反応させた。R428の最終濃度は図18D に⽰す濃度に

調整した。 

 

4. HDM、Recombinant Human IL-4 (hrIL-4)、Recombinant Human IL-13 (hrIL-13)、Recombinant 

Human Tumor Necrosis Factor-α (hrTNF-α) による刺激 

12 ウェル細胞培養⽤プレートに BEAS-2B 細胞を播種した。24時間後、siRNA トランスフ

ェクションを⾏った。72時間後、HDM (最終濃度0.4, 4, 40 𝜇g/mL)、Animal-Free Recombinant 
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Human IL-4 (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA, catalogue number AF-200-04; 最終濃度30 ng/mL) 

と Animal-Free Recombinant Human IL-13 (Peprotech, catalogue number AF-200-13; 最終濃度30 

ng/mL)、または Tumor Necrosis Factor-α human, recombinant expressed in E.coli (Sigma-Aldrich, 

catalogue number T6674; 最終濃度10 ng/mL) を培養上清中に添加し、37 °C、5%CO2インキュ

ベーター内で図に⽰す時間反応させた。 

 

siRNA トランスフェクション 

Silencer Select siRNAs for Axl (Thermo Fisher Scientific, catalogue number s1845 (siAxl #1), 

catalogue number s1846 (siAxl #2) ) を⽤いて BEAS-2B 細胞の Axl をノックダウンした。特定

の蛋⽩発現を抑制する機能を持たない non-targeting control siRNA (siNTC) には Silencer Select 

Negative Control No. 1 siRNA (Thermo Fisher Scientific, catalogue number 4390843) を使⽤した。

siRNA の トラン ス フェク ション に は Lipofectamin RNAiMAX Transfection Reagent 

(Lipofectamin; Thermo Fisher Scientific, catalogue number 13778030) を⽤いた。 

6ウェル細胞培養⽤プレートまたは12ウェル細胞培養⽤プレートに BEAS-2B 細胞を播種し

た。24時間後に培地を吸引し、ゲンタマイシンとアムホテリシン B を添加していない培地

2250 𝜇L (6ウェル細胞培養⽤プレート) または900 𝜇L (12 ウェル細胞培養⽤プレート) を添

加した。15 mL のポリスチレン製コニカルチューブ (Corning) の中で Opti-MEM I Reduced 

Serum Medium (Thermo Fisher Scientific)、Lipofectamin (最終濃度0.1%)、および siRNA (siAxl 
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#1、siAxl #2または siNTC) を混合し、5分間室温で静置した。siRNA の最終濃度は図の説明

に⽰す濃度に調整した。Lipofectamine と siRNA の混合液250 𝜇L (6ウェル細胞培養⽤プレー

ト) または100 𝜇L (12 ウェル細胞培養⽤プレート) を培地へ加えた。 

 

RNA抽出と定量PCR 

RNeasy Mini kit (QIAGEN) またはRNeasy Micro kit (QIAGEN)を⽤いてBEAS-2B 細胞の total 

RNA を抽出した。超微量分光光度計NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) で total RNA の

量と質を測定した。Total RNA 300-1000 ng を High Capacity RNA-to-cDNA kit (Thermo Fisher 

Scientific) と混合し、GeneAmp PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific) を⽤いて下記の条

件で逆転写反応を⾏った。 

逆転写反応条件：アニーリング37 °C  60分間を1サイクル、伸⻑反応95 °C  5分間を1サイク

ル、4 °C で保持。 

逆転写反応で得られた相補的 DNA、PCR ⽤プライマー (最終濃度0.5 𝜇M) 、およびSYBR 

Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) を混合し PCR ⽤96ウェルプレート (Thermo 

Fisher Scientific) を⽤いて定量 PCR を⾏った。プライマーは Takara Bio より購⼊するか 

(ACTB, HA067803; AXL, HA268303; GAS6, HA032830; CSF2, HA126039; IL33, HA299316)、公

表されているデータベースを利⽤して作成した (PrimerBank ID: CCL5, 22538813c1; CCL24, 

22165426c1; CXCL8, 10834978a1. RTPrimerDB ID: RPLP0, 2507; CCL11, 4000; CXCL1, 280) 262-
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266。Long form of thymic stromal lymphopoietin (lfTSLP) のプライマー配列については先⾏研究

を参照した267。リアルタイムPCR システムStepOnePlus (Thermo Fisher Scientific) により 40

サイクルの PCR を⾏った。得られた Ct を⽤いて2−𝛥𝛥Ct 法により遺伝⼦発現量を相対定量し

た268。内因性コントロールを⽰していない全ての図の実験において、RPLP0を内因性コント

ロールとして⽤いた。相対定量した遺伝⼦の相対的発現強度を⽰すために、Heatmapper 

(http://www.heatmapper.ca) でヒートマップを作成した。 

 

BEAS-2B 細胞のフローサイトメトリー解析 

6ウェル細胞培養⽤プレートに BEAS-2B 細胞を播種し、細胞密度が80%となるまで培養し

た。上清を吸引し5 mM EDTA 1 mL を各ウェルへ添加し、37 °C で10分間反応させた。細胞

を回収し、1500 rpm、22°C で5分間遠⼼した後、上清を破棄した。DPBS 5 mL を加え、1500 

rpm、22°C で5分間遠⼼した後、上清を破棄した。DPBS 200 𝜇L で再懸濁した。 

1. 死細胞染⾊ 

細胞懸濁液100 𝜇L を96ウェルポリプロピレンマイクロプレートへ移し、2000 rpm、22 °C で

2分間遠⼼し上清を破棄した。LIVE/DEAD Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit, for 633 or 635 nm 

excitation (Thermo Fisher Scientific, catalogue number L10119; 希釈倍率1:1000) /DPBS 30 𝜇L で

再懸濁し、22 °C で30分間、暗所で静置した。  
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2. 抗体染⾊ 

細胞懸濁液に1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L を加え、2000 rpm、22 °C で2分間遠⼼し

上清を破棄した。Phycoerythrin (PE) 標識マウス抗ヒト Axl 抗体 (R&D systems, catalogue 

number FAB154P, clone 108724, mouse IgG1; 希釈倍率1:10) /1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS で

再懸濁し、4 °C で30分間、暗所で静置した。染⾊の陰性コントロールとして、アイソタイプ

コントロール抗体を加えた。 

 

3. 固定 

細胞懸濁液に1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L を加え、2000 rpm、22 °C で2分間遠⼼し

上清を破棄した。4%パラホルムアルデヒド/DPBS 50 𝜇L と1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 50 

𝜇L を加え、22 °C で30分間、暗所で静置した。1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L を添加

し、2000 rpm、22 °C で2分間遠⼼し上清を破棄した。1%ウシ⾎清アルブミン/DPBS 130 𝜇L

で再懸濁した。 

 

4. フローサイトメトリー 

細胞表⾯抗原の発現を Canto II (Becton Dickinson and Company) を⽤いて検討した。FlowJo 

version 10を使⽤して結果を解析した。 
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ELISA 

1. Total Axl、phosphorylated Axl (phospho Axl) の測定 

以下に⽰す組成の Tris/Triton buffer を細胞溶解液として⽤いた: Tris-HCl p H7.5, 最終濃度50 

mM; 塩化ナトリウム, 最終濃度 100 mM; EDTA, 最終濃度1 mM; EGTA, 最終濃度1 mM; 

Triton-X, 最終濃度1%; グリセロール (Wako), 最終濃度10%; 2-メルカプトエタノール (BIO-

RAD), 最終濃度 0.1%。6ウェル細胞培養⽤プレート上で培養した BEAS-2B 細胞の培養上清

を吸引した。DPBS 1mLを加えて吸引した後、Halt protease/phosphatase inhibitor cocktail (Thermo 

Scientific, catalogue number 78440; 希釈倍率1:100) を混合した Tris/Triton buffer 100-150 𝜇L を

各ウェルへ添加し、氷上で5分間静置した。ウェルの底⾯をセルスクレーパー (Corning) で

擦過し、細胞溶解液を回収した。ボルテックスミキサーで1分間攪拌した後、14000 g、4 °C

で10分間遠⼼した。上清を回収し、−80 °C で保存した。Total Axl、phospho Axl の測定には

Human Total Axl DuoSet IC ELISA (R&D systems, catalogue number DYC1643-5)、Human Phospho-

Axl DuoSet IC ELISA (R&D systems, catalogue number DYC2228-2) を各々⽤いた。 

 

2. GM-CSF、RANTES の測定 

12ウェル細胞培養⽤プレートに BEAS-2B 細胞を播種した。24時間後、siRNA トランスフ

ェクションを⾏った。48時間後に HDM (4 𝜇g/mL) または PBS を上清中に添加した。24時間

後に培養上清を回収し、1000 rpm、22 °C で5分間遠⼼し上清を回収した後、−80 °C で保存し
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た。GM-CSF、RANTES の測定には Human GM-CSF Quantikine ELISA kit (R&D systems, 

catalogue number DGM00)、Human CCL/RANTES Quantikine ELISA kit (R&D systems, catalogue 

number DRN00B) を各々⽤いた。 

 

ウェスタンブロッティング 

1. 細胞溶解液の回収 

6ウェル細胞培養⽤プレートに BEAS-2B 細胞を播種した。24時間後、siRNA トランスフェ

クションを⾏った。72時間後に HDM (最終濃度: 4 𝜇g/mL) を培養上清中に添加した。0分後 

(HDM未添加)、30分後に上清を吸引し、DPBS 1mL を加えた後、6ウェル細胞培養⽤プレー

トを氷上へ静置した。上清を吸引し、10% RIPA buffer (10X) (Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, USA) /1% Protease Inhibitor Cocktail for mammalian cell and tissue (Sigma-Aldrich) 120 𝜇L を

ウェルへ添加し、5分間静置した。ウェルの底⾯をセルスクレーパーで擦過し、細胞溶解液

を回収した。ボルテックスミキサーで1分間攪拌した後、14000 g、4 °C で10分間遠⼼し上清

を回収し、−80 °C で保存した。回収した細胞溶解液中の総蛋⽩濃度を Pierce BCA Protein Assay 

Kit (Thermo Fisher Scientific) で測定した。 

 

2. 蛋⽩の検出 

10% 2-メルカプトエタノール/4×Laemmli Sample Buffer (BIO-RAD) と細胞溶解液を3:1の割



 62 

合で混合しサンプル溶液を作成した。サンプル溶液を95 °C で5分間加熱した後、総蛋⽩量9 

𝜇g に相当する量を Mini-PROTEAN TGX Precast Gels 12% (BIO-RAD) へ載せ、1% 10x 

Tris/Glycine/SDS Buffer (BIO-RAD) 中で200 V で電気泳動した。1% 10x Tris/Glycine Buffer 

(BIO-RAD)/20%メタノール (Wako)、Extra thick blot filter paper (BIO-RAD)、Trans-Blot Turbo 

Transfer System (BIO-RAD) を⽤いて Immobilon-P Transfer Membranes (Merck Millipore) へ転

写を⾏った。Axl の検出時を除き、PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal (TOYOBO, Osaka, 

Japan) を⽤いて室温で1時間ブロッキング処理を⾏った。Axl の検出時は5%スキムミルク

(Wako) /TBS-T (Tris, 最終濃度5 mM; NaCl, 最終濃度13.8 mM; KCl, 最終濃度0.27 mM; 

polysorbate 20 (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, USA), 希釈倍率1:1000) を⽤いて室温で1

時間ブロッキング処理を⾏った。メンブレンを TBS-T に浸して洗浄し、下記に⽰す⼀次抗

体を使⽤し4 °C で⼀晩反応させた: マウス抗 β-actin 抗体 (Sigma-Aldrich, catalogue number 

A5316, clone AC-74, mouse IgG2a; 希釈倍率1:5000)、ウサギ抗 Axl 抗体 (Cell Signaling 

Technology, catalogue number 8661, rabbit IgG; 希釈倍率1:1000)、ウサギ抗 A20抗体 (Cell 

Signaling Technology, catalogue number A5630, rabbit IgG; 希釈倍率1:1000) 、 ウ サギ抗

phosphorylated A20 (phospho A20) 抗体 (Cell Signaling Technology, catalogue number 63523; 希

釈倍率1:1000)、ウサギ抗 nuclear factor 𝜅 B inhibitor (I𝜅B) α 抗体 (Cell Signaling Technology, 

catalogue number 9242; 希釈倍率1:1000)。メンブレンを TBS-T に浸して洗浄し、下記に⽰す

⼆次抗体を⽤いて室温で1時間反応させた: Horse radish peroxidase (HRP) 標識マウス IgGκ 結
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合タンパク質 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, catalogue number sc516102; 最終濃度

0.2 𝜇g/mL)、peroxidase標識ロバ抗ウサギ IgG (H+L) 抗体 (Jackson ImmunoResearch, catalogue 

number 711-035-152; 最終濃度0.16 𝜇g/mL)。Axl の検出時を除き、⼀次抗体と⼆次抗体の希釈

液には Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution (Toyobo) を使⽤した。Axl の検出時は

⼀次抗体希釈液には5%ウシ⾎清アルブミン/0.1% polysorbate 20を、⼆次抗体希釈液には1%

スキムミルク/TBS-T を各々⽤いた。メンブレンを TBS-T に浸して洗浄し、ECL Prime Western 

Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) を⽤いて発⾊反応を⾏い、LAS-

4000 mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) でバンドを検出、撮影した。バンドの densitometry を ImageJ

で定量し、β-actin における densitometry を⽤いて標準化した後、コントロールの同⼀サンプ

ルに対する⽐で⽰した。 

 

統計解析 

Prism 7 for Mac OS X (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)、Prism 8 for Mac OS X (GraphPad 

Software) を⽤いて統計学的解析を⾏った。P < 0.05をもって有意差があると定義した。統計

値および使⽤した統計学的⼿法は図の説明に記載した。 
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研究結果 

1. 喘息の気道上⽪細胞における Axl 発現の検討 

喘息の気道上⽪細胞における Axl 発現の変化を検討するため、⼆つの独⽴したコホートを

使⽤してヒト気道上⽪細胞の遺伝⼦発現を解析した。第⼀のコホート解析では、SARP によ

り公表されている健常者 (n = 27)、軽症・中等症喘息 (n = 72)、重症喘息 (n = 56) の気管⽀

上⽪擦過検体の網羅的遺伝⼦発現データ (NCBI-GEO Series accession numbers, GSE63142) を

⽤いて AXL mRNA の相対的発現量を⽐較した。重症喘息では健常者および軽症・中等症喘

息と⽐較して気道上⽪細胞における AXL mRNA の発現が有意に低下していた (図3A)。⼀

⽅、Axl 以外の TAM 受容体 (Mertk、Tyro3) の mRNA の発現は重症喘息では低下していな

かった (図3B-C)。TAM リガンドの mRNA 発現量の解析では、Mertk と Tyro3のアゴニスト

である PROS1 (protein S) mRNA の発現は重症喘息で低下していたものの、Axl、Mertk、Tyro3

のアゴニストである GAS6 mRNA の発現は健常者、軽症・中等症喘息、重症喘息の間で有意

な変化を認めなかった (図3D-E) 233。第⼆のコホート解析では、U-BIOPRED Project により

公表されている中等症喘息と重症喘息の気管⽀⽣検組織における網羅的遺伝⼦発現データ  

(NCBI-GEO Series accession numbers, GSE76227) を⽤いて AXL mRNA の相対的発現量を⽐較

した。第⼀のコホート解析 (図3A) と同様に、重症喘息では中等症喘息と⽐較して AXL 

mRNA の発現が有意に低下していた (図4A)。⼀⽅、Axl 以外の TAM 受容体 (Mertk、Tyro3) 

およびTAM リガンド (Gas6、protein S) の mRNA の発現は中等症喘息、重症喘息の間で有
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意な差を認めなかった (図4B-E)。次に、⾮喘息 (n = 7)、軽症・中等症喘息 (n = 7)、重症喘

息 (n = 10) の気管⽀⽣検組織を⽤いて気道上⽪細胞における Axl蛋⽩の発現を検討した。

気管⽀⽣検組織の患者背景については、軽症・中等症喘息のうち3名 (43%)、重症喘息のう

ち7名 (70%) でアトピー素因を認め、𝜒2検定で両群間に有意差は認めなかった (表1)。また、

末梢⾎好酸球数の中央値 (四分位範囲) は⾮喘息で70 (50-110) /𝜇L、軽症・中等症喘息で350 

(100-380) /𝜇L、重症喘息で195 (105-410) /𝜇L であり、Dunn の多重⽐較検定後の Kruskal-Wallis

検定で3群間に有意差は認めなかった (表1)。この検体を⽤いて、気道上⽪細胞における Axl

蛋⽩の発現を蛍光免疫染⾊により評価したところ、先⾏研究と同様に、⾮喘息と軽症・中等

症喘息の気道上⽪細胞における Axl 発現細胞は主に Keratin5+基底細胞であった (図5A) 255。

⼀⽅、重症喘息の気道上⽪細胞における Axl蛋⽩の発現は⾮喘息および軽症・中等症喘息と

⽐較して有意に低下し (図5A-B)、網羅的遺伝⼦発現データ解析の結果と⼀致していた (図

3A、図4A)。気管⽀⽣検組織の患者のうち⼀部は、⽣検⽬的の気管⽀鏡検査前に全⾝性ステ

ロイドを投与されていた (表1)。全⾝性ステロイドはマウス⾻髄由来マクロファージにおい

て Axl の mRNA と蛋⽩の発現を低下させることが知られているため、気管⽀鏡検査前の全

⾝性ステロイド投与群と⾮投与群の間で気道上⽪細胞における Axl の発現を⽐較した249。

軽症・中等症喘息および重症喘息のいずれにおいても、気管⽀鏡検査前の全⾝性ステロイド

投与群の Keratin5+Axl+基底細胞の割合は⾮投与群と⽐較して低下していなかった (図6)。軽

症・中等症喘息および重症喘息の気道上⽪細胞における Axl 発現と患者背景に関する相関
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分析を⾏った。気道上⽪細胞における Axl 発現と年齢、喫煙歴、body mass index (BMI)、⾎

清総 IgE、末梢⾎好酸球数、および provocative concentration of acetylcholine that results in a 20% 

fall in FEV1 (PC20-Ach; 1秒量を20%低下させるのに要するアセチルコリンの濃度) の間には

有意な相関を認めなかった (図7A-F)。気道上⽪細胞における Axl 発現と% predicted values of 

forced expiratory volume in 1 second  (% FEV1; 予測1秒量に対する⽐率) の間に中等度の正の

相関を認めた (図7G)。また、気道上⽪細胞における Axl 発現と喫煙歴、BMI、⾎清総 IgE、

末梢⾎好酸球数、PC20-Ach、% predicted values of forced vital capacity (%FVC; 予測努⼒肺活

量に対する⽐率)、%FEV1の間で多変量線形回帰分析を⾏った結果、いずれの項⽬でも有意

差を認めなかった (表3)。 

 

2. 喘息の気道組織中に浸潤する好酸球とマスト細胞の検討 

2型気道炎症は重症喘息の主な炎症病態の⼀つであり、2型気道炎症の主なエフェクター細

胞は好酸球とマスト細胞であることが知られている27,29,94。喘息の気道上⽪基底細胞におけ

る Axl 発現がステロイド抵抗性の2型気道炎症と関与しているかどうかを検討するため、喘

息の気管⽀粘膜下組織に浸潤する好酸球とマスト細胞を病理組織学的に計数し、気管⽀鏡

検査前の全⾝性ステロイド投与群と⾮投与群の間で⽐較検討した。重症喘息の全⾝性ステ

ロイド⾮投与群では、気管⽀粘膜下組織に多数の好酸球が浸潤していた (図8D)。軽症・中

等症喘息においては、全⾝性ステロイド⾮投与群で認められた少数の好酸球とマスト細胞
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は全⾝性ステロイド投与群ではほぼ消失していた (図8A-B)。⼀⽅、重症喘息においては全

⾝性ステロイド投与群においても依然として好酸球、マスト細胞が気管⽀粘膜下組織に浸

潤していた (図8C)。加えて、全⾝性ステロイド投与群では気管⽀粘膜下組織に浸潤する好

酸球数、マスト細胞数いずれも気道上⽪ Axl の発現と強い負の相関を認めた (図9A、C)。こ

れに対して、全⾝性ステロイド⾮投与群では気管⽀粘膜下組織に浸潤する好酸球数、マスト

細胞数のいずれも気道上⽪細胞における Axl の発現と相関を認めなかった (図9B、D)。 

 

3. HDM投与によるマウス2型気道炎症モデルを⽤いた Axl の機能解析 

2型気道炎症における Axl の機能を解析するために、先⾏研究に従い野⽣型 C57BL/6マウ

スに HDM を経⿐投与することにより2型気道炎症モデルを作成した (図10A) 269。HDM投

与後の気管⽀肺胞洗浄液では、好酸球優位の炎症細胞数増加を認め (図10B-C)、肺切⽚では

気道周囲の炎症細胞浸潤と、気道上⽪の杯細胞過形成を認めた (図10D)。 

HDM に含まれる LPS などの炎症性刺激は Axl の蛋⽩発現を促進させることが知られてい

るため、Axl 抗体と気道上⽪細胞サブセットに特異的な lineage マーカー抗体を⽤いて蛍光

免疫染⾊を⾏い、HDM 投与後のマウス気管上⽪の Axl 蛋⽩発現細胞を確認した249。HDM

投与後の気管上⽪の Axl+細胞は無刺激時と同様に Keratin5+基底細胞に⼀致しており (図11)、

Scgb1a1+分泌細胞と Foxj1+線⽑細胞に Axl蛋⽩の発現は認められなかった (図12、図13)。な

お、HDM投与後のマウス気管上⽪では、Foxj1+線⽑細胞は著明に減少していた (図13)。更
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に、気管に存在する CD11chi/MHC IIhi 樹状細胞が HDM投与後においても Axl蛋⽩を発現し

ていないことをフローサイトメトリーにより確認した (図14)。 

Axlが2型気道炎症を制御しているかどうかを検討するため、野⽣型C57BL/6マウスとAxl−/−

マウスに HDM を投与した。気管と肺を酵素処理することにより単細胞懸濁液を作成し、先

⾏研究に従ってフローサイトメトリーにより CD45posLinnegSiglecFhiCD11cneg 好酸球、

CD45posLinnegLy6GposCD11bhi 好中球を同定し計数した (図15A-B) 255,270。対照の PBS投与群に

おいては、気管と肺組織に浸潤する好酸球数と好中球数は野⽣型 C57BL/6マウスと Axl−/−マ

ウスの間で有意な差を認めず、正常状態では Axl はリン酸化されず⾮機能的であるという

先⾏研究を⽀持する結果であった (図16A-B) 249。HDM投与群において、肺組織に浸潤する

好酸球数と好中球数は著明に増加したものの (図16B)、気管に浸潤する好酸球数と好中球数

は肺で⾒られたほど顕著には増加しなかった (図16A)。また、HDM投与群の肺切⽚では野

⽣型C57BL/6マウスとAxl−/−マウスの両⽅において同程度の気道組織への炎症細胞浸潤と杯

細胞過形成が認められた (図17B)。特筆すべきことに、HDM 投与群 Axl−/−マウスの気管に

浸潤する好酸球数は対照のPBS投与群Axl−/−マウスおよびHDM投与群野⽣型C57BL/6マウ

スと⽐較して有意に増加していた (図16A)。更に、HDM 投与群 Axl−/−マウスの気管切⽚で

は粘膜下組織における炎症細胞浸潤の増加、浮腫、⾎管新⽣が顕著に認められた (図17A)。

⼀⽅、HDM投与群の気管上⽪の杯細胞過形成については野⽣型 C57BL/6マウスと Axl−/−マ

ウスの両群の間で明らかな差は認めなかった (図17A)。 
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4. ヒト気道上⽪細胞株 (BEAS-2B 細胞) を⽤いた気道上⽪ Axl の機能解析 

ヒトにおける気道上⽪ Axl の機能を解析するため、不死化ヒト気道上⽪細胞株である

BEAS-2B 細胞を⽤いて実験を⾏った。BEAS-2B 細胞の培地にはヒドロコルチゾン (最終濃

度不明) が含まれている。はじめに、BEAS-2B 細胞における AXL mRNA と GAS6 mRNA の

発現を定量PCR により確認した (図18A-B; n = 1、n は実験回数)。更に、BEAS-2B 細胞にお

ける AXL蛋⽩の発現をフローサイトメトリーにより確認した (図18C; n = 1、n は実験回数)。

hrGas6と Axl 阻害剤 (R428) を⽤いて、phospho Axl の蛋⽩発現が減少するか検討した。

hrGas6による刺激後、phospho Axl の蛋⽩発現は R428の濃度依存的に減少した (図18D; n = 

1、n は実験回数)。 

次に、siRNA をトランスフェクションすることにより BEAS-2B 細胞の Axl をノックダウ

ンした。対照の siNTC トランスフェクション群と⽐較して90%以上の AXL mRNA 発現ノッ

クダウンを実現するために必要な siAxl #1の最終濃度を0.1-10 nM で検討した。siAxl #1の最

終濃度2.5 nM 以上で94%の AXL mRNA 発現ノックダウンが可能であった (図19A-F; n = 1、

n は実験回数)。また、異なる2種類の siRNA (siAxl #1、siAxl #2) を最終濃度2.5 nM でトラン

スフェクションすることにより、94%の AXL mRNA 発現ノックダウン (図20A; n = 3、n は

実験回数)、および99%の total Axl 蛋⽩発現ノックダウンが実現されたことを確認した (図

20B-C; n = 1、n は実験回数)。これらの結果を基に、以後の siRNA の最終濃度は2.5 nM に固

定した。 
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炎症病態において Axl によって抑制されるシグナル分⼦を同定するために、siRNA トラン

スフェクションによる Axlノックダウン後に HDM (40 𝜇g/mL)、hrIL-4 (30 ng/mL)と hrIL-13 

(30 ng/mL)、または hrTNF-α (10 ng/mL) で BEAS-2B 細胞を刺激し、気道上⽪由来のサイト

カイン、ケモカイン (CSF2、CCL5、CCL11、CCL24、IL33、TSLP、CXCL8、CXCL1 ) の相

対的発現量を定量PCR により⽐較した (図21A-B; n = 1、n は実験回数)。Axlノックダウン

によって、HDM刺激後の CSF2 mRNA、CCL5 mRNA の発現が上昇していた (図21B)。Axl

ノックダウンによって CSF2 mRNA、CCL5 mRNA の発現が上昇するのに必要な HDM濃度

を0-40 𝜇g/mL で検討した。Axlノックダウンによって CSF2 mRNA、CCL5 mRNA両⽅の発

現が上昇する HDM濃度は4 𝜇g/mL 以上であった (図21C-D; n = 1、n は実験回数)。更に、

HDM 4 𝜇g/mL刺激後の培養上清中の GM-CSF、RANTES の蛋⽩濃度は Axlノックダウンに

よって有意に上昇していた (図21E-F; n = 3、n は実験回数)。図3で⽰した SARP の気道上⽪

擦過検体と、図4で⽰した U-BIOPRED Project の気管⽀⽣検検体における CSF2 mRNA、CCL5 

mRNA の発現を検討した。⼆つのコホートいずれにおいても、重症喘息では有意な CSF2 

mRNA、CCL5 mRNA の上昇を認めなかった (図22A-B、図23A-B)。気道上⽪細胞は IL-1α 産

⽣によって⾃⾝の GM-CSF 産⽣を促進させることが知られているため、Axl ノックダウン

により HDM刺激後に IL1A mRNA の発現が上昇するか検討した177。Axlノックダウンによ

り HDM刺激後の IL1A mRNA の発現は有意に上昇していた (図24; n= 1、n は実験回数)。マ

ウス⾻髄由来マクロファージでは、Axl は SOCS1、SOCS3の発現を誘導し TLR シグナルを
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抑制することが知られている242。HDM 刺激後の BEAS-2B 細胞における SOCS1 mRNA、

SOCS3 mRNA 発現は Axlノックダウンによって低下しなかった (図25A-B; n = 1、n は実験

回数)。 

NF𝜅B は GM-CSF、RANTES および IL-1α 産⽣の主要制御因⼦として知られている271-273。

A20は NF𝜅B の活性化後に NF𝜅B のネガティブフィードバック因⼦として発現が誘導され、

phospho A20となることで I𝜅B kinase (IKK) 複合体の活性化を負に制御し、IκBα の分解を抑

制し NF𝜅B の活性化を阻害する274。また、マウス気道上⽪細胞に発現する A20は HDM刺激

後の肺組織中の GM-CSF 産⽣を阻害し、2型炎症を抑制する275。したがって、私は Axl が気

道上⽪細胞において A20のリン酸化を促進し NF𝜅B の活性化を阻害しているという仮説を

⽴て、この仮説を検証した。HDM刺激30分後において、BEAS-2B 細胞の phospho A20の蛋

⽩発現は Axlノックダウンにより有意に低下していた (図26A-B; n = 1、n は実験回数)。更

に、HDM 刺激30分後において、統計学的に有意ではないものの、BEAS-2B 細胞における

IκBα の蛋⽩発現は Axlノックダウンにより低下する傾向を⽰した (図26A、C; n = 1、n は実

験回数)。  

気道上⽪細胞由来のプロテアーゼインヒビターのうち2型炎症に対して防御的に作⽤する

ものとして、SLPI、CSTA が知られている220,223。Axl が2型炎症に対して防御的に作⽤する気

道上⽪細胞由来のプロテアーゼインヒビター発現を制御しているかどうかを検討するため、

Axlノックダウン後の無刺激の BEAS-2B 細胞 における SLPI mRNA、CSTA mRNA の発現
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を定量PCR により⽐較した。SLPI mRNA、CSTA mRNA の発現はいずれも Axlノックダウ

ンにより有意に低下した (図27A-B; n = 3、n は実験回数)。 



 73 

考察 

本研究の結果により得られた概念を図28に⽰す。本研究では、Axl が好酸球浸潤を抑制す

ることで2型気道炎症を負に制御することを明らかにした。In vitro の検証によって、Axl は

気道上⽪細胞において HDM刺激時に A20のリン酸化を誘導し、GM-CSF と RANTES の遺

伝⼦発現を抑制することで、好酸球の活性化と組織への浸潤を阻害する可能性が⽰された。

この結果は、in vivo において Axl が HDM投与後のマウス気管に浸潤する好酸球を抑制して

いたことに対する説明の⼀つとなり得る。気道上⽪細胞によって産⽣される GM-CSF は

HDM 誘導性の2型気道炎症において樹状細胞を活性化し、樹状細胞の活性化およびリンパ

節への遊⾛を誘導することで Th2反応の増強に関与する177,183,184。更に、GM-CSF は in vivo に

おいて気道組織への好酸球遊⾛を促進させ、喘息患者の気道に存在する好酸球の⽣存を延

⻑させることが知られている185。本研究において喘息の気道組織の病理学的検討によって明

らかとなった、重症喘息では気道上⽪ Axl の発現が有意に低下していたという結果と、全⾝

性ステロイド投与後にも気道組織に浸潤する好酸球とマスト細胞が気道上⽪ Axl の発現低

下と負の相関を認めたという結果は、気道上⽪ Axl の低下がステロイド抵抗性の2型気道炎

症に寄与し、重症喘息の病態に関与している可能性を⽰唆するものである。更に、Axl が気

道上⽪細胞におけるプロテアーゼインヒビターの mRNA 発現を誘導することで2型炎症に

対して防御的に機能している可能性が⽰された。 
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1. Axl による気道への好酸球浸潤の抑制 

本研究では Axl が気道への好酸球浸潤を抑制していることをはじめて明らかにした。研究

背景で述べた通り、気道上⽪細胞はアレルゲンプロテアーゼやアレルゲン由来の PAMPs を

認識することで IL-1、IL-25、IL-33、TSLP、GM-CSF などのサイトカインや、RANTES、eotaxin

などのケモカインを放出する。これらの液性因⼦は、樹状細胞の活性化による Th2反応の増

強に加え、ILC2を活性化することで、エフェクター細胞である好酸球やマスト細胞を活性化

し気道組織へ遊⾛させる276。しかしながら、気道上⽪細胞によって惹起される2型気道炎症

がどのように抑制されているかについては、未だに不明な点が多い。近年、貪⾷機能を促進

するシグナル分⼦である Rac1が、気道上⽪細胞の貪⾷機能を促進することで2型気道炎症を

制御することが報告された277。また、ユビキチンの修飾により NF𝜅B 経路を抑制する A20

が、環境中から肺内へ吸⼊されたエンドトキシンによって誘導され、GM-CSF の産⽣を阻害

することで樹状細胞の活性化を抑制し、2型気道炎症を負に制御することが知られている

274,275,278。更に最近、ILC2およびTh2細胞によって産⽣することが知られている IL-13刺激に

よって気道上⽪細胞がレチノイン酸を産⽣することで、ILC2を IL-10産⽣性の抑制性のサブ

セットへ変化させることが報告された38,279-281。2型気道炎症と TAM 受容体の関わりにおい

ては、CD4+T 細胞によって産⽣される protein S によって活性化した樹状細胞の Tyro3が、樹

状細胞によって産⽣される RANTES などのケモカイン産⽣を抑制することでマウス肺にお

ける2型炎症を抑制することが知られている254。また、Axl−/−Mertk−/−マウスを⽤いた検証に
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より、Axl と Mertk は IL-4と IL-13とアポトーシス細胞の存在下において、寄⽣⾍感染後に

肺胞マクロファージによって誘導される細胞増殖と組織修復に寄与することが明らかとな

っている246。Axl は、ヒトとマウスにおいて肺胞マクロファージに発現することが知られて

おり、喘息患者の肺胞マクロファージでは健常者と⽐較して Axl の発現が低下し、マクロフ

ァージの efferocytosis機能の低下に関連する可能性が報告されている228,253。近年、私は Axl

がヒト気管⽀上⽪基底細胞とマウス気管上⽪基底細胞に発現することを報告し、マウスモ

デルを⽤いて Axl がインフルエンザウイルス感染後の気道上⽪の細胞増殖と修復に関与し

ていることを報告した255,282。しかしながら、2型気道炎症における Axl の役割を遺伝⼦レベ

ルの改変による機能解析によって直接⽰した報告はこれまで存在しなかった。先⾏研究で

は、Axl の中和抗体をマウス腹腔内へ投与することで2型気道炎症が抑制されることが⽰さ

れている283。Axl の中和抗体は Gas6の TAM 受容体への結合を阻害するものの、in vivo の正

常状態において Gas6は常に TAM 受容体に結合していることが知られている249,284。このた

め、中和抗体によって Axl の活性化がどの程度抑制されるかは不明である。更に、Axl は⾎

清中に可溶性受容体としても存在し、⾎清中の Gas6はほぼ全てが Axl の可溶性受容体に結

合している285。したがって、Axl中和抗体が Axl可溶性受容体にどの程度結合し Gas6の Axl

受容体への結合に影響を与えるかについても不明である。よって、本研究によって⾏なった

Axl−/−マウスや siRNA による Axlノックダウンなどの遺伝⼦レベルの操作による機能喪失実

験は、中和抗体による機能喪失実験と⽐較しより堅実な検証⽅法であると考える。本研究で
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は HDM 投与後の野⽣型 C57BL/6マウス気管では有意な好酸球数の上昇を認めなかったの

に対して、Axl−/−マウス気管では有意な好酸球の浸潤が認められた。これは、Axl がマウス気

管において強⼒に好酸球の浸潤を抑制していることを⽰すものである。 更に、HDM 投与

後の Axl−/−マウス気管では粘膜下組織の⾎管新⽣と浮腫を認めた。マウスと異なり下気道で

Axl の発現が認められるヒトでは、気道上⽪の Axl 発現が低下することにより、末梢気道の

好酸球増加および粘膜下組織の⾎管新⽣と浮腫が増悪し、喘息の増悪や、リモデリングの進

⾏による呼吸機能の低下が誘導される可能性が⽰唆される。 

 

2. Axl による気道上⽪細胞における GM-CSF、RANTES の遺伝⼦発現抑制 

本研究では、BEAS-2B 細胞を使⽤して、Axl が HDM刺激によって誘導される GM-CSF、

RANTES の遺伝⼦発現を抑制していることを明らかにした。今回の BEAS-2B 細胞を⽤いた

実験系では、Axl と Gas6はいずれも正常状態で BEAS-2B 細胞に発現し、Gas6はオートクラ

インにより供給され、培養上清中のアポトーシス細胞によって Axl がリン酸化され活性化

されていると考えられた233。Axl による炎症抑制機序は、これまでにマウス樹状細胞におけ

る SOCS1、SOCS3を介した TLR シグナルと IFNAR シグナルの抑制しか明らかにされてい

なかった242。HDM刺激後の BEAS-2B 細胞における SOCS1 mRNA、SOCS3 mRNA 発現は

Axlノックダウンによって低下しなかったことから、気道上⽪細胞における Axl の炎症抑制

シグナルは未知の機序によるものであると考えられた。AxlノックダウンによってGM-CSF、
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RANTES、IL-1α を含む複数のサイトカイン、ケモカインの発現が上昇したことから、これ

らのサイトカイン、ケモカインを統括して制御する調節因⼦が存在すると考えられた。本研

究では、この調節因⼦が NF𝜅B であるという仮説に基づき、in vitro の検証によって Axl が

A20のリン酸化を介して NF𝜅B の活性化を抑制している可能性を⽰した。更に、Axl による

サイトカイン、ケモカインの発現抑制は正常状態では機能せず、HDM による刺激後にはじ

めて機能的となることが明らかとなった。したがって、Axl は周囲の環境依存的に機能し炎

症抑制に寄与する分⼦であると考えられる。Axl は、マウスのインフルエンザモデルにおい

て肺胞マクロファージによる efferocytosis 誘導を介した炎症収束の促進と、樹状細胞の活性

化による抗ウイルス獲得免疫の誘導による1型炎症抑制においても重要である226,228。インフ

ルエンザによって惹起される炎症は IFNAR を介した系であるため、TLR4や PAR などの

PRR を介して炎症が惹起される HDM による炎症とは抑制の形式が異なるものと考えられ

る。更に、IL-4と IL-13による共刺激後においても、気道上⽪細胞が産⽣するサイトカイン、

ケモカインは Axlノックダウンによって増強されなかったことから、STAT6を介した IL-4、

IL-13による気道上⽪の炎症シグナルに関しても、Axl によるものとは異なる炎症抑制機序

が関与していると考えられる286-289。 

 

3. 重症喘息の気道上⽪細胞における Axl の発現低下とステロイド抵抗性の2型気道炎症 

本研究では、重症喘息において気道上⽪細胞における Axl の発現低下がステロイド抵抗性
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の2型気道炎症に関与している可能性を⽰した。重症喘息の気道上⽪の網羅的遺伝⼦解析と

気管⽀組織の病理組織学的解析により、重症喘息では⾮喘息および軽症・中等症喘息と⽐較

して有意に気道上⽪細胞における Axl の発現が低下していた。なお、Keratin5+Axl+基底細胞

の計数においては、Axl の蛍光強度の強弱によらず全て等しくAxl+基底細胞とみなした。こ

のため、図5A の画像から得られる重症喘息における Axl の発現低下のイメージと図5B のグ

ラフから得られる重症喘息における Keratin5+Axl+基底細胞/ Keratin5+基底細胞の低下のイメ

ージには乖離が認められた。全⾝性ステロイド投与後においても気道組織に残存している

ステロイド抵抗性の好酸球とマスト細胞の数は、気道上⽪細胞における Axl の発現低下と

強い負の相関を認めた。GM-CSF はステロイドによる好酸球のアポトーシス誘導を阻害し

⽣存を延⻑させる290,291。また、GM-CSF や RANTES の発現亢進は喘息の重症化と関連する

ことが報告されている292,293。培地内のステロイドの存在下においても、Axl は A20のリン酸

化を誘導し NF𝜅B の活性化を阻害することにより、GM-CSF と RANTES の発現を抑制して

いる可能性が⽰唆された。したがって、本研究で明らかとなった気道上⽪細胞における Axl

の発現低下による GM-CSF と RANTES の発現上昇は、重症喘息におけるステロイド抵抗性

に関与している可能性がある (図29)。 

 

4. 本研究の限界と今後の課題 

本研究の限界として、以下の点が挙げられる。第⼀に、気管⽀⽣検組織を検討した症例数
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が少ない点である。この点を補うために、本研究ではより症例数の多い⼆つの独⽴したコホ

ートを解析することによって、喘息の気道上⽪における AXL mRNA の発現が低下している

ことを確認した。また、喘息の気管⽀⽣検組織において、Axl の蛋⽩発現が、ステロイド抵

抗性に関連すると報告されている GRα、GRβ、IL-10の発現に相関しているかどうかは今後

の研究課題である。更に、今回⼊⼿した気管⽀⽣検組織ではリモデリングの⼗分な評価が困

難であったため、今後は剖検検体やマウスモデルを⽤いて検討が必要と考える。また、気道

リモデリングはアレルゲンをより⻑期に投与した慢性曝露モデルで顕著になることが知ら

れているため、そのようなモデルを⽤いて今後評価していく必要がある。リモデリングの評

価に関連して、マウスの呼吸機能検査を⾏う際は気管内挿管を⾏う必要があるため、本研究

ではAxl−/−マウス気管で認められた好酸球浸潤増加や⾎管新⽣と浮腫が呼吸機能に及ぼす影

響を定量することが困難であった。また、喘息患者の気道上⽪ Axl の発現と呼吸機能の関連

については、%FEV1と正の相関を認めたものの、多変量線形回帰分析では有意差を認めなか

ったため、症例数を増やしてより詳細に検討することを今後の研究課題としたい。第⼆に、

in vivo による検証では Axl のグローバルノックアウトマウスを使⽤したことである。Axl は

肺胞マクロファージの他に線維芽細胞、⾎管内⽪細胞にも発現することが知られている

228,282,294。本研究では HDM 投与後の気管に存在する⾎球系細胞をフローサイトメトリーに

より解析し、CD11chi/MHCIIhi 樹状細胞を含む⾎球系細胞に Axl が発現していないことを⽰

した。なお、PBS投与後の Axl−/−マウス気管の好中球のヒストグラムにおいて複数のピーク
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がみられる原因は、好中球の⾃家蛍光の強度分布が不均⼀であることに起因する可能性が

考えられる (図14)。また、HDM投与後の Axl−/−マウス肺組織に浸潤する好酸球数は野⽣型

マウスと⽐較して有意な差を認めなかったことから、肺胞マクロファージに発現する Axl は

HDM 投与後の好酸球炎症抑制には寄与していないことが⽰唆される。気道上⽪ Axl が2型

炎症を制御することをより明確に⽰すためには、Axl−/−マウスの基底細胞の機能解析を⾏う

必要がある。このため本研究では、マウス気管の基底細胞をソーティングすることで機能解

析を試みたが、回収できた基底細胞数はマウス5匹分の気管を蓄積しても1000〜2000個程度

と少なく、通常の定量 PCR では⽬標の遺伝⼦産物の定量を⾏うことが困難であった。今後

は、⼀細胞 RNA解析や RNA の増幅による遺伝⼦発現解析に加え、コンディショナルノッ

クアウトマウスを⽤いた実験などにより気道上⽪基底細胞に特異的な Axl の機能解析を⾏

う必要があると考える。第三に、in vitro における検証においては単⼀の気道上⽪細胞株し

か使⽤していないことである。また、HDM刺激により BEAS-2B 細胞の IL-33 mRNA 発現

が上昇しなかったため、BEAS-2B 細胞が正常のヒト気道上⽪細胞とは異なる反応性を⽰し

ている可能性を排除できない。なお、HDM刺激により IL33 mRNA の発現が上昇しなかっ

たことは、コナヒョウヒダニ由来プロテアーゼの Der f 3が気道上⽪細胞の IL33 mRNA 発現

を上昇させなかったという先⾏研究と合致する結果であった (図21B) 180。今後は、喘息患者

の気道上⽪細胞由来の初代培養細胞を⽤いて機能解析を⾏うことで、喘息の気道上⽪細胞

における Axl のより詳細な機能が明らかになることが期待される。第四に、Axl のノックダ
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ウンによる気道上⽪の GM-CSF、RANTES の産⽣増加、NF𝜅B の活性化、および気道上⽪由

来プロテアーゼの産⽣低下に関して、in vivoまたは ex vivo における検証を⾏なっていない

ことが挙げられる。今後は、マウスを⽤いた GM-CSF、RANTES の機能喪失実験や、NF𝜅B

の阻害による GM-CSF、RANTES 発現変化の検証、複数のプロテアーゼを⽤いた2型気道炎

症誘導の確認、マウス気管由来上⽪細胞のair-liquid interfaceを⽤いた解析などが必要である。

更に、本研究では A20とプロテアーゼインヒビターに関する実験を⾏なっていない。検索し

得た範囲内では、A20がプロテアーゼインヒビターの遺伝⼦発現を制御するという報告はな

い。⼀⽅、in vitro における SLPI の遺伝⼦発現は、CREB-binding protein によるヒストンのア

セチル化を経て誘導される112。また、CREB-binding protein は NF𝜅B によっても活性化され

る112。このため、CREB-binding protein を介した SLPI の遺伝⼦発現が、phospho A20を介した

NF𝜅B の抑制と関連しているかどうかは今後の検討課題である。更に、in vitro において SLPI

は IκBα 分解を阻害し NF𝜅B の活性化を抑制する295。したがって、SLPI が A20の発現および

リン酸化の促進を介して IκBα 分解を阻害するかどうかについても今後の研究課題としたい。

第五に、本研究では、喘息の重症化の過程で気道上⽪細胞における Axl の発現が低下する可

能性を⽰したものの、その詳細な機序が未解明であることが挙げられる。これまでに、Axl

の発現抑制因⼦はヒト末梢⾎樹状細胞、腎細胞癌細胞株における microRNA-34a、マウス⾻

髄由来樹状細胞におけるデキサメサゾン、CpG、single-stranded RNA などが報告されている

249,296,297。本研究では、in vivo のヒト気管⽀上⽪において全⾝性ステロイド投与は Axl 蛋⽩
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の発現を抑制しないことが⽰唆された (図6)。これまで、気道上⽪細胞を⽤いて Axl の発現

変動を⽰した報告はなく、今後の研究課題と考える。喘息の重症化の過程で気道上⽪細胞に

おける Axl の発現が低下する機序を解明することで、喘息の重症化を予防するための新た

な治療戦略の発⾒に繋がることが期待される。 

 

本研究は、Axl 受容体チロシンキナーゼが気道組織への好酸球浸潤を抑制し、重症喘息に

おけるステロイド抵抗性の2型気道炎症に関与している可能性があることを⽰した。本研究

を発展させることにより、重症喘息の更に詳細な病態が解明され、新規治療法の開発が進展

することが期待される。 
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結論 

2型気道炎症において、Axl は好酸球浸潤を抑制している。 
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図の説明 

図 1. TAM 受容体とリガンド 

TAM 受容体とリガンドの模式図。TAM 受容体 (Tyro3、Axl、Mertk) は樹状細胞、マクロ

ファージ、セルトリ細胞、網膜⾊素上⽪細胞に発現することが知られる細胞膜貫通型受容

体チロシンキナーゼである。リガンドである Gas6、protein S は恒常的に TAM 受容体に結

合した状態で存在し、リガンドによって活性化した受容体は⼆量体を形成する。リガンド

がアポトーシス細胞の細胞膜上に存在する phosphatidylserine に結合すると、細胞質内の

TAM 受容体チロシンキナーゼドメインがリン酸化され、細胞内シグナル伝達が開始され

る。 

P: リン酸化状態を意味する。 

Gas6: growth arrest specific 6。 

 

図 2. 野⽣型 C57BL/6マウスおよびAxl−/−マウスの遺伝⼦型決定 

マウス尾から抽出したゲノムDNA の PCR 産物をアガロースゲル中で電気泳動した。野⽣

型遺伝⼦は368塩基対、変異型遺伝⼦は275塩基対として同定した。 

PCR: polymerase chain reaction、bp: base pair (塩基対)。 
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図 3. Severe Asthma Research Program (SARP) の喘息患者の気道上⽪細胞における

TAM 受容体とリガンド発現の検討 

(A-E) 健常者 (n = 27)、軽症・中等症喘息 (n = 72)、重症喘息 (n = 56) の気管⽀上⽪擦過

検体の網羅的遺伝⼦発現解析 (SARP; accession: GSE 63142) における AXL (A)、MERTK 

(B)、TYRO3 (C)、GAS6 (D)、PROS1 (E) の相対的発現量。結果は中央値 ± 四分位範囲で表

記した。3群の⽐較には Dunn の多重⽐較検定後に Kruskal-Wallis検定を⽤いた。*P＜0.05対

健常者、**P＜0.01対健常者、****P＜0.0001対健常者、††P＜0.01対軽症・中等症喘息を表

す。 

PROS1: protein S、N.S.: not significant。 

 

図 4. Unbiased BIOmarkers in Prediction of REspiratory Disease outcomes (U-BIOPRED) 

Project の喘息患者の気道上⽪細胞における TAM 受容体とリガンド発現の検討 

(A-E) 中等症喘息 (n = 35)、重症喘息 (n = 56) の気管⽀⽣検組織の網羅的遺伝⼦発現解析 

(U-BIOPRED; accession: GSE 76227) における AXL (A)、MERTK (B)、TYRO3 (C)、GAS6 

(D)、PROS1 (E) の相対的発現量。2群の⽐較には Mann-Whitney検定を⽤いた。*P＜0.05対

中等症喘息を表す。 

N.S.: not significant。 
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図 5. 喘息患者気管⽀⽣検組織の気道上⽪細胞における Axl 発現の検討 

(A-B) ⾮喘息 (n = 7)、軽症・中等症喘息 (n = 7)、重症喘息 (n = 10) の気管⽀⽣検組織を

⽤いて Keratin5 (基底細胞マーカー) と Axl の⼆重蛍光免疫染⾊を⾏った。(A) Keratin5 (マ

ゼンタ) と Axl (緑) の⼆重蛍光免疫染⾊。⻘は DAPI による核染⾊を表す。厚さ0.15 𝜇m の

単⼀ Z軸ステップを⽰す。Scale bar: 25 𝜇m。(B) Keratin5+Axl+基底細胞数 / Keratin5+基底細

胞数 (%) を表す。結果は中央値 ± 四分位範囲で表記した。3群の⽐較には Dunn の多重⽐

較検定後に Kruskal-Wallis検定を⽤いた。**P＜0.01対⾮喘息、††P＜0.01対軽症・中等症喘

息を表す。 

N.S.: not significant。 

 

図 6. 喘息患者気管⽀⽣検組織の気道上⽪細胞における検体採取前全⾝性ステロイド投

与の有無による Axl 発現の⽐較 

軽症・中等症喘息 (n = 7)、重症喘息 (n = 10) の気管⽀⽣検組織を⽤いて Keratin5 (基底細

胞マーカー) と Axl の⼆重蛍光免疫染⾊を⾏った。⽣検⽬的の気管⽀鏡検査前の全⾝性ス

テロイド投与群と⾮投与群の間で Keratin5+Axl+基底細胞数/Keratin5+基底細胞数 (%) を⽐

較した。⻩⾊円は軽症・中等症喘息、マゼンタ⾊円は重症喘息を意味する。結果は中央値 

± 四分位範囲で表記した。2群の⽐較には Mann-Whitney検定を⽤いた。 

N.S.: not significant。 
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図 7. 喘息患者気管⽀⽣検組織の気道上⽪細胞における Axl 発現と臨床背景の相関分析 

(A-G) 気管⽀⽣検組織採取患者における年齢 (A)、喫煙歴 (B)、BMI (C)、⾎清総 IgE 

(D)、末梢⾎好酸球数 (E)、PC20-Ach (F)、FEV1 (% predicted) (G) と Keratin5+Axl+基底細胞

数/Keratin5+基底細胞数 (%) の相関分析。⻩⾊円は軽症・中等症喘息、マゼンタ⾊円は重

症喘息を表す。r は Pearson の相関係数を意味する。太字は P<0.05を表す。 

Pack-years = (1⽇の喫煙本数 / 20本) ×喫煙年数を⽰す。 

BMI: body mass index、FEV1 (% predicted): % predicted values of forced expiratory volume in 1 

second (予測1秒量に対する⽐率)、IgE: immunoglobulin E (免疫グロブリン E)、PC20-Ach: 

provocative concentration of acetylcholine that results in a 20% fall in FEV1 (1秒量を20%低下させ

るのに要するアセチルコリンの濃度)。 

 

図 8. 喘息患者気管⽀⽣検組織の好酸球染⾊、マスト細胞染⾊ 

(A-D) 軽症・中等症喘息 (n = 7) (A-B)、重症喘息 (n = 10) (C-D) の気管⽀⽣検組織を⽤い

て好酸球染⾊、マスト細胞染⾊を⾏った。⽣検⽬的の気管⽀鏡検査前の全⾝性ステロイド

投与群 (A、C) と⾮投与群 (B、D) を⽰す。マゼンタ⾊⽮印は好酸球、⿊⾊⽮頭はマスト

細胞を表す。Scale bar: 25 𝜇m。 
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図 9. 喘息患者気管⽀⽣検組織の気道上⽪細胞における Axl 発現と好酸球数、マスト 

細胞数の相関分析 

(A-D) 軽症・中等症喘息 (n = 7)、重症喘息 (n = 10) の気管⽀⽣検組織を⽤いて好酸球染

⾊、マスト細胞染⾊疫染⾊を⾏った。基底膜⻑100 𝜇m あたりの気管⽀粘膜下組織に浸潤す

る好酸球数 (A-B)、マスト細胞数 (C-D) と Keratin5+Axl+基底細胞数/Keratin5+基底細胞数 

(%) の相関分析。⽣検⽬的の気管⽀鏡検査前の全⾝性ステロイド投与群 (A、C) と⾮投与

群 (B、D) を表す。⻩⾊円は軽症・中等症喘息、マゼンタ⾊円は重症喘息を意味する。r

は Pearson の相関係数を⽰す。太字は P<0.05を表す。 

 

図 10. HDM投与による野⽣型 C57BL/6マウスの2型気道炎症の評価 

(A) HDM投与スケジュールのスキーマ。初回投与⽇を1⽇⽬、最終投与⽇を15⽇⽬とし、1

⽇または2⽇おきに計7回 HDMまたは PBS を経⿐投与した。16⽇⽬に気管⽀肺胞洗浄液を

採取し肺を摘出した。 (B-C) 気管⽀肺胞洗浄液の Diff-Quik 染⾊を⾏い、炎症細胞数を計数

した。(B) 気管⽀肺胞洗浄液1 mL あたりの総細胞数、好中球数、好酸球数、マクロファージ

数、リンパ球数。⽩⾊円は PBS投与群マウス、灰⾊円は HDM投与群マウスを表す。(C) 気

管⽀肺胞洗浄液の Diff-Quik 染⾊。 (D) 肺切⽚の HE 染⾊、PAS 染⾊。Scale bar: (C) 20 𝜇m、

(D) 100 𝜇m。各群 n = 4、結果は平均 ± 標準誤差で表記した。PBS投与群を対照とし、2群の

⽐較には Student の t検定を⽤いた。**P＜0.01、****P＜0.0001を表す。 
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HDM: house dust mite extract、HE: hematoxylin-eosin、PAS: periodic acid-Schiff。 

 

図 11. HDM投与後のマウス気管上⽪における Keratin5+Axl+細胞の検討 

マウスに HDM を経⿐投与し、最終投与の翌⽇に気管上⽪の蛍光免疫染⾊を⾏った。対照

群は無刺激とし、Axl免疫染⾊の陰性コントロールには Axl−/−マウスを使⽤した。(A) Keratin5 

(マゼンタ) と Axl (緑) の⼆重蛍光免疫染⾊。⻘は DAPI による核染⾊を表す。Scale bar: 25 

𝜇m。C57BL/6マウスは各群 n = 4、Axl−/−マウスは各群 n = 2。 

 

図 12. HDM投与後のマウス気管上⽪における Scgb1a1+Axl+細胞の検討 

マウスに HDM を経⿐投与し、最終投与の翌⽇に気管上⽪の蛍光免疫染⾊を⾏った。対照

群は無刺激とし、Axl免疫染⾊の陰性コントロールには Axl−/−マウスを使⽤した。(A) Scgb1a1 

(マゼンタ) と Axl (緑) の⼆重蛍光免疫染⾊。⻘は DAPI による核染⾊を表す。Scale bar: 25 

𝜇m。C57BL/6マウスは各群 n = 5、Axl−/−マウスは各群 n = 2。 

 

図 13. HDM投与後のマウス気管上⽪における Foxj1+Axl+細胞の検討 

マウスに HDM を経⿐投与し、最終投与の翌⽇に気管上⽪の蛍光免疫染⾊を⾏った。対照

群は無刺激とし、Axl免疫染⾊の陰性コントロールには Axl−/−マウスを使⽤した。Foxj1 (マ

ゼンタ) と Axl (緑) の⼆重蛍光免疫染⾊。⻘は DAPI による核染⾊を表す。Scale bar: 25 𝜇m。
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C57BL/6マウスは各群 n = 5、Axl−/−マウスは各群 n = 2。 

 

図 14. HDM投与後のマウス気管の⾎球細胞における Axl 発現の検討 

C57BL/6マウスと Axl−/−マウスに HDMまたは PBS を経⿐投与し、最終投与の翌⽇に気管

と左肺の単⼀細胞懸濁液を作成した。フローサイトメトリーにより好酸球 (CD45pos/Linneg/ 

SiglecFhi/CD11cneg)、好中球 (CD45pos/Linneg/Ly6Gpos/CD11bhi)、樹状細胞 (CD45pos/Linneg/     

CD11chi/MHCIIhi)、肺胞マクロファージ (CD45pos/Linneg/CD11blo/CD11chi/SiglecFhi) における 

Axl発現を検討した。代表的なヒストグラムを⽰す。灰⾊のヒストグラムはC57BL/6マウス、

⽩⾊ (点線) のヒストグラムは Axl−/−マウスを表す。気管では肺胞マクロファージは検出さ

れなかった。C57BL/6マウスは PBS投与群 n = 4、HDM投与群 n = 6、Axl−/−マウスは PBS

投与群 n = 4、HDM投与群 n = 6。 

Lin: lineage marker、hi: high、lo: low、neg: negative、pos: positive、PE: phycoerythrin。 

 

図 15. HDM 投与後の C57BL/6マウスと Axl−/−マウス気管と肺に浸潤する好酸球と好中

球の同定 

(A-B) C57BL/6マウスと Axl−/−マウスに HDM または PBS を経⿐投与し、最終投与の翌⽇

に気管と左肺の単⼀細胞懸濁液を作成した。フローサイトメトリーによる気管 (A) と左肺 

(B) の好酸球 (CD45pos/Linneg/SiglecFhi/CD11cneg) および好中球 (CD45pos/Linneg/Ly6Gpos/   



 138 

CD11bhi) の代表的なドットプロットを⽰す。C57BL/6マウスは PBS投与群 n = 4、HDM投

与群 n = 6、Axl−/−マウスは PBS投与群 n = 4、HDM投与群 n = 6。 

BV: Brilliant Violet、PerCP: Peridinin-chlorophyll-protein Complex。 

 

図 16. HDM 投与後の C57BL/6マウスと Axl−/−マウス気管と肺に浸潤する好酸球数と好

中球数の定量 

(A-B) C57BL/6マウスと Axl−/−マウスに HDMまたは PBS を経⿐投与し、最終投与の翌⽇に

気管と左肺の単⼀細胞懸濁液を作成した。フローサイトメトリーにより気管 (A) と左肺 

(B) の好酸球数と好中球数を定量した。⾚⾊円は C57BL/6マウス、⻘⾊正⽅形は Axl−/−マウ

スを表す。C57BL/6マウスは PBS投与群 n = 4、HDM投与群 n = 6、Axl−/−マウスは PBS投与

群 n = 4、HDM投与群 n = 6。結果は平均 ± 標準誤差で表記した。各群の⽐較には one way 

analysis of variance (ANOVA) 後に Tukey検定を⽤いた。*P＜0.05、**P＜0.01を⽰す。 

N.S.: not significant。 

 

図 17. HDM 投与後の C57BL/6マウスと Axl−/−マウスの気管と肺切⽚の病理組織学的検

討 

(A-B) C57BL/6マウスと Axl−/−マウスに HDMまたは PBS を経⿐投与し、最終投与の翌⽇に

気管と肺を摘出し切⽚を作成した。(A) 気管切⽚の HE 染⾊と PAS 染⾊。各群 n = 4。 (B) 
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肺切⽚の HE 染⾊と PAS 染⾊。C57BL/6マウスは PBS投与群 n = 4、HDM投与群 n = 6、

Axl−/−マウスは PBS投与群 n = 4、HDM投与群 n = 6。Scale bar: (A-B) 100 𝜇m。 

 

図 18. BEAS-2B 細胞における Axl と Gas6発現の検討 

(A-B) BEAS-2B 細胞における AXL (A)と GAS6 (B) の遺伝⼦発現を検討するため、定量PCR

を⾏った。内因性コントロールには ACTB を⽤いた。Three well replicatesそれぞれの duplicate

で PCR を⾏い、結果を増幅曲線で⽰した (n = 1、n は実験回数)。ΔRn は PCR により⽣じ

た蛍光シグナルの⼤きさを意味する。(C) BEAS-2B 細胞における Axl蛋⽩の発現をフローサ

イトメトリーにより検討した。Three well replicates のうち代表的なヒストグラムを⽰す (n = 

1、n は実験回数)。⾚⾊のヒストグラムは PE標識抗ヒト Axl抗体の染⾊、⻘⾊のヒストグ

ラムはアイソタイプコントロールの染⾊を表す。(D) Axl阻害剤 (R428) 刺激による phospho 

Axl蛋⽩発現の変化を ELISA により定量した。hrGas6 100 ng/mL による刺激を15分間⾏った

後、図に⽰す濃度で R428を培養上清へ添加し3時間反応させた。Phospho Axl蛋⽩の発現を

total Axl蛋⽩の発現に対する⽐で⽰す。結果は three well replicates の平均 ± 標準偏差で⽰し

た (n = 1、n は実験回数)。0.1%DMSO 添加群を対照として、one way analysis of variance 

(ANOVA) 後に Dunnett検定を⽤いた。***P＜0.001、****P＜0.0001を表す。 

ACTB: β-actin、hrGas6: recombinant human Gas6、phospho Axl: phosphorylated Axl。 
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図 19. BEAS-2B 細胞の Axl 発現抑制に必要な siRNA濃度の検討 

(A-F) siRNA (siAxl #1) トランスフェクションにより BEAS-2B 細胞の Axl をノックダウン

した。siRNA の最終濃度は0.1 nM (A)、0.5 nM (B)、1 nM (C)、2.5 nM (D)、5 nM (E)、10 nM 

(F) である。未処置の細胞 (Untreated)、Lipofectamine のみで処置した細胞 (Lipofectamine)、

特定の蛋⽩発現を抑制する機能を持たない non-targeting siRNA と Lipofectamine で処置した

細胞 (siNTC) を対照群として⽤いた。siRNA トランスフェクションから48時間後に RNA を

回収し、AXL の相対的発現量を定量PCR により検討した。結果は three well replicates の平均 

± 標準偏差で表記した (n = 1、n は実験回数)。各群の⽐較には、one way analysis of variance 

(ANOVA) 後に Tukey検定を⽤いた。*P＜0.05、***P＜0.001、****P＜0.0001を表す。 

siRNA: small interfering RNA、siAxl #1: Axl-targeting siRNA #1、siNTC: non-targeting control 

siRNA、N.S.: not significant。 

 

図 20. siRNA トランスフェクションによる BEAS-2B 細胞の Axl 発現抑制の検討 

(A-C) siRNA (siAxl #1、siAxl #2; 最終濃度2.5 nM) トランスフェクションにより BEAS-2B

細胞の Axl をノックダウンした。(A) siRNA トランスフェクションから48時間後に RNA を

回収し、AXL の相対的発現量を定量PCR により検討した。結果は平均 ± 標準偏差で表記し

た (n = 3、n は実験回数)。(B-C) siRNA トランスフェクションから72時間後に細胞溶解液を

回収し、ウェスタンブロッティングにより total Axl の発現を検討した。内因性コントロール



 141 

には β-actin を⽤いた。(B) 代表的なバンド画像。(C) Axl蛋⽩の相対発現量。結果は three well 

replicates の平均 ± 標準偏差で表記した (n = 1、n は実験回数)。各群の⽐較には、one way 

analysis of variance (ANOVA) 後に Tukey検定を⽤いた。***P＜0.001、****P＜0.0001を表す。 

siAxl #2: Axl-targeting siRNA #2。 

 

図 21. Axl により発現制御を受ける気道上⽪細胞由来サイトカイン、ケモカインの検討 

(A-F) siRNA (siAxl #1、siAxl #2; 最終濃度2.5 nM) トランスフェクションにより BEAS-2B 細

胞の Axl をノックダウンした。(A-B) siRNA トランスフェクション72時間後に HDM (40 

𝜇g/mL)、hrIL-4 (30 ng/mL) と hrIL-13 (30 ng/mL)、または hr TNF-α (10 ng/mL) を培養上清中

に添加した。6時間後に RNA を回収し、CSF2、CCL5、CCL11、CCL24、IL33、TSLP、CXCL8、

CXCL1の相対的発現量を定量PCR により⽐較した。(A) 実験のスキーマ。(B) 定量PCR の

結果。three well replicates の平均値をヒートマップで⽰した。(C-D) siRNA トランスフェクシ

ョン72時間後に HDM (0.4 𝜇g/mL、4 𝜇g/mL、40 𝜇g/mL) または PBS を培養上清中に添加し

た。6時間後に RNA を回収し、CSF2 (C)、CCL5 (D) の相対的発現量を定量PCR により⽐較

した。結果は three well replicates の平均 ± 標準偏差で表記した (n = 1、n は実験回数)。(E-F) 

siRNA トランスフェクション72時間後に HDM (4 𝜇g/mL) または PBS を培養上清中に添加

した。24時間後に培養上清を回収し、GM-CSF (E) と RANTES (F) の蛋⽩濃度を ELISA に

より定量した。独⽴した実験を3回⾏い、代表的な1回の実験結果を three well replicates の平
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均 ± 標準偏差で表記した (n = 3、n は実験回数)。N.D.のサンプルは0 pg/mL として統計計

算を実施した。Two way analysis of variance (ANOVA) 後にTukey検定を⾏った。****P＜0.0001

対 siNTC トランスフェクション後 HDM (4 𝜇g/mL) 添加群を表す。 

hrIL-4: recombinant human interleukin-4、hrIL-13: recombinant human interleukin-13、hrTNF-α: 

recombinant human tumor necrosis factor-α、CSF2: colony stimulating factor 2、CCL5: C-C motif 

chemokine ligand 5、CCL11: C-C motif chemokine ligand 11、CCL24: C-C motif chemokine ligand 

24、IL33: interleukin-33、TSLP: thymic stromal lymphopoietin、lfTSLP: long form of thymic stromal 

lymphopoietin、CXCL8: C-X-C motif chemokine ligand 8、CXCL1: C-X-C motif chemokine ligand 

1、GM-CSF: granulocyte macrophage colony-stimulating factor、RANTES: regulated on activation, 

normal T cell expressed and secreted、N.D.: not detected。 

 

図 22. SARP の喘息患者の気道上⽪細胞における GM-CSF、RANTES の遺伝⼦発現の

検討 

(A-B) 健常者 (n = 27)、軽症・中等症喘息 (n = 72)、重症喘息 (n = 56) の気管⽀上⽪擦過

検体の網羅的遺伝⼦発現解析 (SARP; accession: GSE 63142) における CSF2 (A)、CCL5 (B) 

の相対的発現量。結果は中央値 ± 四分位範囲で表記した。3群の⽐較には Dunn の多重⽐

較検定後に Kruskal-Wallis検定を⽤いた。 

N.S.: not significant。 
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図 23. U-BIOPRED Project の喘息患者の気道上⽪細胞における GM-CSF、RANTES の

遺伝⼦発現の検討 

(A-B) 中等症喘息 (n = 35)、重症喘息 (n = 56) の気管⽀⽣検組織の網羅的遺伝⼦発現解析 

(U-BIOPRED; accession: GSE 76227) における CSF2 (A)、CCL5 (B) の相対的発現量。2群の

⽐較には Mann-Whitney検定を⽤いた。  

N.S.: not significant。 

 

図 24. Axlノックダウンによる気道上⽪細胞の IL-1α の遺伝⼦発現変動の検討 

siRNA (siAxl #1、siAxl #2; 最終濃度2.5 nM) トランスフェクションにより BEAS-2B 細胞の

Axl をノックダウンした。siRNA トランスフェクション72時間後に HDM (40 𝜇g/mL) を培養

上清中に添加した。6時間後に RNA を回収し、IL1A の相対的発現量を定量PCR により⽐較

した。結果は three well replicates の平均 ± 標準偏差で⽰した (n = 1、n は実験回数)。各群の

⽐較には、one way analysis of variance (ANOVA) 後に Tukey検定を⾏った。**P＜0.01を表す。 

IL1A: interleukin-1α。 

 

図 25. Axlノックダウンによる気道上⽪細胞の SOCS1、SOCS3の遺伝⼦発現変動の検討 

(A-B) siRNA (siAxl #1、siAxl #2; 最終濃度2.5 nM) トランスフェクションにより BEAS-2B

細胞の Axl をノックダウンした。siRNA トランスフェクション72時間後に HDM (40 𝜇g/mL) 
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を培養上清中に添加した。6時間後に RNA を回収し、SOCS1 (A)、SOCS3 (B) の相対的発現

量を定量PCR により⽐較した。結果は three well replicates の平均 ± 標準偏差で⽰した (n = 

1、n は実験回数)。各群の⽐較には、one way analysis of variance (ANOVA) 後に Tukey検定を

⾏った。*P＜0.05を表す。 

SOCS1: suppressor of cytokine signaling 1、SOCS3: suppressor of cytokine signaling 3、N.S.: not 

significant。 

 

図 26. Axlノックダウンによる phospho A20と IκBα 発現変動の検討 

(A-C) siRNA (siAxl #1、siAxl #2; 最終濃度2.5 nM) トランスフェクションにより BEAS-2B

細胞の Axl をノックダウンした。siRNA トランスフェクション72時間後に HDM (4 𝜇g/mL) 

を培養上清中に添加した。0分、30分後に細胞溶解液を回収し、phospho A20、total A20、I𝜅Bα

の発現をウェスタンブロッティングで評価した。内因性コントロールにはβ-actinを⽤いた。

(A) 代表的なバンド画像。結果は three well replicates のうち代表的なもの1つを⽰した (n = 

1、n は実験回数)。(B) total A20に対する phospho A20の⽐。(C) β-actin に対する I𝜅Bα の⽐。

結果は three well replicates の平均 ± 標準偏差で⽰した (n = 1、n は実験回数)。N.D.のサンプ

ルは0として統計計算を実施した。Two way analysis of variance (ANOVA) 後に Tukey検定を

⾏った。*P＜0.05、***P＜0.001対 siNTC トランスフェクション後 HDM刺激30分群を表す。 

I𝜅Bα: nuclear factor 𝜅 B inhibitor α、phosoho A20: phosphorylated A20、N.D.: not detected。 
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図 27. Axl によって発現制御を受ける気道上⽪細胞におけるプロテアーゼインヒビター

の検討 

(A-B) siRNA (siAxl #1、siAxl #2; 最終濃度2.5 nM) トランスフェクションにより BEAS-2B

細胞の Axl をノックダウンした。siRNA トランスフェクション48時間後に RNA を回収し、

SLPI (A)、CSTA (B) の相対的発現量を定量PCR により⽐較した。結果は平均 ± 標準偏差で

⽰した (n = 3、n は実験回数)。各群の⽐較には、one way analysis of variance (ANOVA) 後に

Tukey検定を⽤いた。*P＜0.05、**P＜0.01、***P＜0.001、****P＜0.0001  を表す。 

SLPI: secretory leukocyte peptidase inhibitor、CSTA: cystatin A。 

 

図 28. Axl による GM-CSF、RANTES を介した好酸球性気道炎症抑制の概念図 (本研究

結果のまとめ) 

Axl は SLPI、CSTA の発現を正に制御することでアレルゲンプロテアーゼに対して防御的

に作⽤する。House dust mite は気道上⽪基底細胞において IKK複合体の活性化、I𝜅Bα の分

解を経た NF𝜅B の活性化により、気道上⽪基底細胞による GM-CSF と RANTES の産⽣を促

進させる。GM-CSF と RANTES は好酸球の気道組織への浸潤や⽣存延⻑を促進させること

で好酸球性炎症を惹起する。House dust mite による刺激時は、Axl は IKK複合体の抑制因⼦

である A20のリン酸化促進を介して NF𝜅B の活性を負に制御し、気道上⽪基底細胞による

GM-CSF と RANTES の産⽣を抑制することで好酸球性炎症に対して防御的に機能する。重
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症喘息では気道上⽪基底細胞における Axl の発現が低下し、上記の Axl による防御的機能

が減弱することで、ステロイド抵抗性の2型気道炎症が誘導される可能性が⽰唆される。 

P: リン酸化状態を意味する。 

IKK: I𝜅B kinase、NF𝜅B: nuclear factor 𝜅 B。 

 

図 29. Axl の発現低下によって誘導される2型炎症、リモデリング、ステロイド抵抗性の

概念図 (本研究より導かれる仮説) 

Axl は、コルチコステロイド存在下においても A20のリン酸化を介して NF𝜅B を抑制し、

GM-CSF と RANTES の遺伝⼦発現を抑制する。GRαの感受性低下、GRβの発現亢進、HDAC

の活性低下などがコルチコステロイドの抗炎症作⽤を減弱する。GM-CSF と RANTES は好

酸球の活性化と気道組織への遊⾛を促進する。GM-CSF は樹状細胞を活性化することによ

り Th2細胞を誘導する。Th2細胞から産⽣される IL-5は好酸球の活性化と気道組織への遊⾛

を促す。Th2細胞が産⽣する IL-4、IL-13は B 細胞の IgE 産⽣を誘導し、IgE によりマスト細

胞が活性化される。好酸球とマスト細胞はエフェクター細胞として気道組織傷害を引き起

こし、リモデリングを誘導する。Th2細胞によって産⽣される IL-13は杯細胞過形成、気道周

囲の線維化、気道平滑筋の増⽣を惹起しリモデリングを促進する。 

GR: glucocorticoid receptor、HDAC: histone deacetylase、Th2: type 2 helper T。 
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表1.  気管⽀⽣検組織の患者背景 

 ⾮喘息 軽症・中等症喘息 重症喘息 
対象者 (⼈) 7 7 10 
性別、男性 / ⼥性 (⼈) 4 / 3 5 / 2 6 / 4 
年齢 (歳) 64 (60-76) 41 (35-64) 61 (31-71) 
BMI (kg/m2)    22.7 (18.3-29.1) 25.2 (22.6-27.2) 24.5 (22.3-26.7) 
⾮喫煙者/既喫煙者/現喫煙者 (⼈) 2/4/1 2/1/4 5/4/1 
喫煙本数 (pack-years)   26 (0-61) ※ 8 (0-22) 5 (0-23) 
喘息罹病期間 (年) NA 6 (1-13) 11 (4-33) 
アトピー素因 (⼈、%) NA 3 (43) 7 (70) 
合併症    

アトピー性⽪膚炎 (⼈、%) 0 (0) 4 (57) 4 (40) 
慢性副⿐腔炎 (⼈、%) 0 4 (57) 3 (30) 

⾎液検査    
⾎清総 IgE (U/mL) NA 297 (48-1610) 134 (60-1581) 
末梢⾎⽩⾎球球数 (/𝜇L) 5180 (4720-7120) 6270 (5580-8530) 6565 (4515-11900) 
末梢⾎好酸球数 (/𝜇L) 70 (50-110) 350 (100-380) 195 (105-410) 

呼吸機能検査    
FEV1 (% predicted) NA 110.7 (85.2-112.8) 78.8 (57.2-100.9) 
FVC (% predicted) NA 110.9 (96.7-124.9) 89.0 (74.2-116.0) 
FEV1/FVC (%) NA 81.0 (77.5-82.8) 72.5 (61.0-81.7) 
PC20-Ach (𝜇g/mL) NA 11938 (1283-20000) 20000 (1684-20000) 

喘息のコントローラー治療 (⼈、%)    
吸⼊ステロイドのみ NA 2 (29) 0 (0) 
吸⼊ステロイド+LABA* NA 4 (57) 10 (100) 
LAMA NA 3 (43) 5 (50) 
ロイコトリエン拮抗薬* NA 4 (57) 7 (70) 
テオフィリン** NA 2 (29) 6 (60) 

気管⽀鏡検査前のステロイド投与    
検体採取⽇から21⽇以内に全⾝性 
ステロイド投与歴のある対象者 (⼈、%) 

1 (14) 4 (57) 6 (60) 

検体採取時における全⾝性 
ステロイド中⽌後⽇数 (⽇) 

NA 12 (6-15) 9 (7-14) 

数値は中央値 (四分位範囲) で⽰した。 

⼈数の⽐較には𝜒2検定を⽤いた。*P<0.05、**P<0.01を表す。 

3群の⽐較には Dunn の多重⽐較検定後に Kruskal-Wallis検定を使⽤し、2群の⽐較には

Mann-Whitney検定を⽤いた。群間で有意差のある項⽬はなかった。 

※ 現喫煙者1名の喫煙本数が不明である。 
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BMI: body mass index 

FEV1: forced expiratory volume in 1 second (1秒量) 

FEV1 (% predicted): % predicted values of forced expiratory volume in 1 second (予測1秒量に対す

る⽐率) 

FVC: forced vital capacity (努⼒肺活量) 

FVC (% predicted): % predicted values of forced vital capacity (予測努⼒肺活量に対する⽐率) 

IgE: immunoglobulin E 

LABA: long-acting β2 agonist 

LAMA: long-acting muscarinic antagonist 

Pack-years = (1⽇の喫煙本数 / 20本) ×喫煙年数 

PC20-Ach: provocative concentration of acetylcholine that results in a 20% fall in FEV1 (1秒量を

20%低下させるのに要するアセチルコリンの濃度) 

NA: not applicable (該当なし) 
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表2.  マウス気管および肺の単⼀細胞懸濁液のフローサイトメトリーで使⽤した抗体 

抗体 蛍光⾊素 メーカー 型番 アイソタイプ クローン 
最終濃度/   

希釈倍率 

Ly-6G PerCP/Cy5.5 BioLegend 127615 Rat IgG2a, κ 1A8 1 𝜇g/mL 

CD3 APC/Fire750 BioLegend 100247 Rat IgG2b, κ 17A2 2 𝜇g/mL 

NK1.1 APC/Fire750 BioLegend 108751 Mouse IgG2a, κ PK136 1 𝜇g/mL 

CD11c BV421 BioLegend 117329 
Armenian 

Hamster IgG 
N418 0.5 𝜇g/mL 

CD45 BV510 BioLegend 103138 Rat IgG2b, κ 30-F11 0.5 𝜇g/mL 

CD220 APC/Fire750 BioLegend 103259 Rat IgG2a, κ RA3-6B2 1 𝜇g/mL 

CD11b BV650 BioLegend 101239 Rat IgG2b, κ M1/70 0.5 𝜇g/mL 

Axl PE R&D systems FAB8541P Rat IgG2a 175128 10倍希釈 

SiglecF PE/CF594 BD Biosciences※ 562757 Rat IgG2a, κ E50-2440 1 𝜇g/mL 

MHC class II PE/Cy5 BioLegend 107611 Rat IgG2b, κ M5/114.15.2 1 𝜇g/mL 

※BD Biosciences, San Jose, CA, USA 

APC: allophycocyanin 

BV: Brilliant Violet  

Ig: immunoglobulin 

PE: phycoerythrin 

PerCP: Peridinin-chlorophyll-protein Complex 

  



 179 

表 3.  Keratin5+Axl+基底細胞数/Keratin5+基底細胞数に関する多変量線形回帰分析 

 偏回帰係数 P値 

喫煙歴 (pack-years) −0.4021 0.2886 

BMI 3.623 0.1243 

⾎清総 IgE −0.001312 0.537 

末梢⾎好酸球数 60.44 0.1877 

PC20-Ach −0.0001642 0.7932 

FVC (% predicted) −0.7918 0.1191 

FEV1 (% predicted) 0.3139 0.5297 

 


