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要旨 

 

Background: The pathogenesis of the asthma–COPD overlap (ACO) including its 

exacerbation has not been elucidated partly due to the lack of an animal model of ACO. 

Therefore, we aimed to develop a murine model to elucidate the pathogenesis of ACO 

and its exacerbation. 

Methods: Papain or porcine pancreatic elastase (PPE) was intratracheally administered in 

aerosol form in wild-type mice. Polyinosinic:polycytidylic acid [poly(I:C)] was 

administered to mimic viral infection-induced exacerbation. Lung mechanics, airway 

responsiveness to methacholine, histology, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cell 

counts, mRNA in lung homogenates, and cytokine concentration in BALF or serum were 

analyzed. 

Results: Weekly intratracheal administration of papain (days 0, 7, 14, and 21) reproduced 

the ACO features. Both papain- and PPE-treated mice showed increased lung compliance 

and airspace enlargement, whereas only the papain-treated mice showed airway hyper-

responsiveness, airway eosinophilia, mucus hypersecretion, and enhanced type 2 cytokine 

expression. Eosinophilic inflammation and elevated total and papain-specific serum IgE 

levels persisted even at 5 weeks after the final papain treatment. Poly(I:C) treatment 
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caused similar additional airway inflammation in both papain-induced ACO and PPE-

induced COPD models, but eosinophilic airway inflammation was sustained only in the 

ACO model. High levels of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), which is 

a potential candidate marker for ACO, were found in the BALF of the ACO model. 

Conclusions: We developed a murine model that recapitulated the important clinical 

features of ACO; thus, it could be useful for elucidating the pathological processes and 

identifying the diagnostic markers or therapeutic targets for ACO. 
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序⽂ 

 

1. 疫学と臨床的背景 

気管⽀喘息と慢性閉塞性肺疾患（COPD）は、閉塞性換気障害を呈する呼吸器病

のうち特に有病率の⾼い疾患である(1)。2025 年には気管⽀喘息の罹患者数は、

世界中で約 4 億⼈にのぼると推測されている(2)。COPD も同様に罹患率が⾼

く、さらに死亡率の⾼い疾患であり、2015 年には世界中で 320 万⼈が COPD

により死亡している(3)。気管⽀喘息の病態はアレルギー性の気道炎症、気道過

敏性の亢進、気道リモデリングによって特徴づけられる。⼀⽅で COPD の病態

は、主に喫煙習慣と関連した肺気腫や好中球性気道炎症が、⾮可逆性の気道閉塞

をもたらすものである。いずれの疾患も気道感染や⼤気汚染を原因とした急性

増悪を起こし、QOL や予後の悪化をもたらす(4, 5)。気管⽀喘息と COPD が合

併した病態は、近年では喘息・COPD オーバーラップ（ACO）と呼称され、広

く認知されている疾患概念である(6)。ACO の定義や診断基準について国際的

に統⼀されたものは存在しないが(7)、ACO は全閉塞性呼吸器疾患のうち 20%

ほどを占めると推測されている(8)。ACO は気管⽀喘息や COPD 単独と⽐べて

病状の進⾏が早いこと(9)、増悪の頻度が多く重症であること(10)、合併症が多

いこと(11)から、各疾患とは異なる病態機序の存在が想定されている。過去の臨
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床研究では、COPD の患者と⽐較して ACO の患者では気道過敏性が亢進して

いること、⾎中および喀痰中の好酸球が増加していること、2型サイトカインの

産⽣が亢進していることが⽰されている(12) (13)。しかし ACO の分⼦⽣物学的

な機序や、頻回かつ重症な増悪を起こす機構については⼗分に解明されておら

ず、また疾患の病態機構解明に重要である疾患動物モデルは確⽴されていない

のが現状である。 

 

2. パパインに関する既報 

パパインはパパイヤ（学名：Carica papaya）に含まれる植物由来のシステインプ

ロテアーゼであり、⾁や頭⾜類を軟化させる際や、ビールの清澄化、薬品や化粧

品の加⼯などに⽤いられている(14)。⼀⽅で、過去にはパパインに起因する職業

性喘息の発症も報告されており、急性/亜急性の曝露でも気管⽀喘息の臨床的特

徴を⽰しうることが報告されている(15) (16)。動物モデルにおいても、パパイ

ンの吸⼊により急性/亜急性のアレルギー性気道炎症が起こることが知られて

いる。この反応では、パパインにより障害された気道上⽪細胞からインターロイ

キン（IL）-33 が放出され、2 型⾃然リンパ球（ILC2）に発現した ST2 受容体

を介して炎症性シグナルが伝達される。このように、既報のパパインによるアレ

ルギー性気道炎症においては、IL-33/ILC2 を主とする経路で IL-5、IL-13 など
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の 2型サイトカインが誘導され、急性/亜急性の気道炎症が起こることが解明さ

れている(17) (18)。また、動物における肺気腫モデルで頻⽤されるブタ膵臓エ

ラスターゼ（PPE）やパパインの吸⼊により、2-4週間ほどの経過で肺気腫が形

成されることが⽰されている(19) (20) (21)。本研究では COPD の重要な特徴で

ある肺気腫を呈し、COPDマウスモデルとして頻⽤されている PPE 投与マウス

を、気管⽀喘息を伴わない COPDコントロール群として⽤いた。 

 

3. 閉塞性肺疾患の急性増悪を模した動物モデル 

気管⽀喘息および COPD の急性増悪においては、ウイルス性の急性気道感染が

最も主要な原因であることが⽰されている(22) (23) (24)。動物モデルにおいて

は、トル様受容体-3（TLR3）の作動薬である合成⼆本鎖RNA: ポリイノシン酸

-ポリシチジル酸 [poly(I:C)] がウイルス感染を模す薬剤として頻⽤される。閉

塞性呼吸器病モデルマウスにおける既報では、喫煙暴露による COPDマウスモ

デルや(25)、オボアルブミン（OVA）気道内投与による気管⽀喘息マウスモデル

(26)などの急性増悪を惹起するために poly(I:C)が⽤いられている。こうした

poly(I:C)による急性増悪モデルでは、種々の炎症性サイトカインや好中球⾛化

因⼦の産⽣を伴って、顕著な好中球性炎症が起きることが知られている。 
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4. ACO のバイオマーカー 

気管⽀喘息においては⾎中および喀痰中の好酸球数、⾎中総 IgE 値、呼気中⼀

酸化窒素濃度（FeNO）、ペリオスチンなどの多様なバイオマーカーが⾒出され

て臨床応⽤されている(27)。しかし、COPD や ACO の診断や重症度、予後予測

などに関わるバイオマーカーはまだ⼗分に確⽴されていない。好中球ゼラチナ

ーゼ結合性リポカリン（NGAL）は急性腎障害の鋭敏なバイオマーカーとして確

⽴されており、臨床上も広く⽤いられている(28)。近年、NGAL が気管⽀喘息

や COPD 単独と ACO を鑑別するための診断的バイオマーカーとなりうること

が報告され注⽬を集めており、気管⽀喘息単独あるいは COPD 単独の患者と⽐

較して ACO の患者では特に喀痰中でNGAL が増加することが⽰されている(29, 

30)。NGAL は元々、好中球が産⽣・放出する分泌糖タンパク質として⾒出され

たが、のちに気道上⽪、消化管上⽪、前⽴腺や腎臓での発現も確認されている

(31)。しかし、ACO において喀痰中あるいは⾎中の NGAL が増加する機序につ

いてはまだ解明されておらず、NGAL が呼吸器疾患の診療において⽇常的に実

⽤されるには⾄っていない。 

 

5. 本研究の⽬的 

ACO およびその急性増悪における病態・機序はまだ⼗分に解明されていない。
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その⼀因として、気管⽀喘息ではダニ投与モデルや OVA 投与モデルなどが、

COPD では喫煙暴露モデルや PPE 投与モデルなどが、疾患モデルマウスとして

確⽴され多くの基礎研究がなされているのに対して、ACO では確⽴された疾患

モデルマウスが存在せず、病態・機序についての検討が不⼗分である点が挙げら

れる。そこで本研究では、動物モデルにおいて短期集中的な投与で急性/亜急性

のアレルギー性気道炎症を惹起する報告や、数週間以上の経過で肺気腫を形成

する報告があるパパインに着⽬した。週に 1 回パパインをエアロゾルで経気管

的に反復投与することによって、慢性的なアレルギー性気道炎症、気道過敏性の

亢進、2型サイトカインの発現亢進（気管⽀喘息の臨床的特徴）(32)、肺気腫の

形成や肺コンプライアンスの増⼤（COPD の臨床的特徴）に加えて、ACO のバ

イオマーカーとして期待される NGAL の発現亢進など、臨床的 ACO に⾒られ

る特徴が再現されるか評価を⾏った。そして、ACO モデルマウスとしての妥当

性を検証し、モデルを確⽴することを⽬的とした。過去に ACO の疾患モデルマ

ウスは確⽴されていないため、その急性増悪を模したマウスモデルの特徴につ

いても既報はない。そこで本研究ではさらに、PPEの投与による COPD モデル

とパパインの投与による ACO モデルに対して、それぞれ poly(I:C)を経気管投

与し、両群の急性増悪モデルにおける表現型の差異を解析し、ACO の急性増悪

モデルの特徴を解明することも⽬的とした。  
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⽅法 

 

1. 実験動物 

5-6週齢の C57BL/6Nの雌マウスを⽇本チャールス・リバー株式会社 (Kanagawa, 

Japan) から購⼊し、specific pathogen-free (SPF) 環境で飼育した。飼料および

飲⽔については常に摂取可能な環境とした。動物実験は東京⼤学で承認された

研究倫理申請書（実験計画書承認番号：医-P17-006）および動物資源研究領域 

動物実験施設ガイドラインに基づいて施⾏した。 

 

2. 気道炎症マウスモデルの作成 

気道炎症モデルマウスおよびそのコントロール群の作成に際しては、動物⽤吸

⼊⿇酔器 (Univentor 400, Bioresearch Center, Aichi, Japan) を⽤いて、4.0 %イソフ

ルラン (Mylan-Pfizer, Pennsylvania, USA) による吸⼊⿇酔下で薬剤を投与した。

COPD モデルの作成に際しては 0.25 U の PPE (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

を 50 μl のリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔ (PBS, FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, 

Japan) に溶解して day 0 に投与した。ACO モデルの作成に際しては 50 μg のパ

パイン (Merck KGaA) を 50 μl の PBS に溶解して day 0, 7, 14, 21 に投与した。

PPE およびパパインは気管挿管下でマイクロスプレーヤー  (Penn Century, 
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Pennsylvania, USA) を⽤いてエアロゾルの状態で投与した。COPD および ACO

の急性増悪モデルについては、poly(I:C) (Tocris Bioscience, Bristol, UK) 100 μg を

100 μl の PBS に溶解して day 22, 23, 24 に 3⽇間連続で経気管投与した。各群

の解析・検体採取は day 25 に⾏ったが、パパインのみを投与した群と PBS のみ

を投与した群においては day 56 での解析・検体採取も⾏った。各群のマウスは、

day 0 における群平均体重が 17.8 g から 17.9 g の間になるように振り分け、day 

0, 7, 14, 21 に体重測定を⾏った。 

 

3. 気管⽀肺胞洗浄液（BALF）の解析 

各群のマウスにおいて day 25 または day 56 にペントバルビタール (Kyoritsu 

Pharmaceutical, Nara, Japan) 200 mg/kgの腹腔内投与後に、下⼤静脈から脱⾎し

て失⾎死させたうえで検体を採取した。BALFの回収に際しては 20ゲージのカ

ニューラを気管切開部から挿管し、1 mlの PBSで合計 3回洗浄した。BALFは

350 x g, 4 ℃で 5分間遠⼼分離し、上清は-80℃で保存ののち解析した。沈殿は

1 mlの PBSに再溶解し、Acridine Orange/Propidium Iodide cell viability kit (Logos 

Biosystems, Gyeonggi-do, South Korea) により染⾊して細胞数を測定した。細胞分

画の測定には May-Grünwald-Giemsa 染⾊ (Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan) を

⽤い、1検体あたり 400細胞以上を⽬視で確認のうえ各分画をカウントした。 
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4. 組織学的解析 

Day 25または day 56 に前述の通り安楽死させたマウスを開胸し、下⼤静脈をク

ランプしたうえで 29ゲージの注射針で右⼼室を穿刺し、5 mlの PBSを灌流す

ることで肺の脱⾎をしてから肺組織を採取した。肺組織の回収に際しては、10 %

中性ホルマリン (FUJIFILM Wako Pure Chemical) で経気管的に 25 cmH2O の圧を

15 分間かけて肺を拡張させた後に左肺⾨部を結紮して 24 時間ホルマリン固定

し、左肺をパラフィン固定した。切⽚は⽮状断最⼤割⾯で 5 μm 厚とし、

hematoxylin and eosin (HE) 染⾊および Alcian blue and periodic acid-Schiff (AB–

PAS) 染⾊を⾏った。病理組織の切⽚作成および染⾊は New Histo.Science 

Laboratory Co. (Tokyo, Japan) に委託した。肺気腫の重症度は平均肺胞間距離

（MLI: Mean Linear Intercept）を測定することで評価した(33)。MLI の測定では、

顕微鏡的に肺尖部から肺底部まで等間隔に多数の⽔平線を引き、20 倍拡⼤像で

ランダムに 10視野を観察のうえ、⽔平線と肺胞壁の交点間距離を測定して平均

を計算した。 

 

5. 呼吸メカニクスの測定 

呼吸メカニクスは前述の通りマウスを安楽死させた直後に、⾮開胸下で⼩動物
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⽤⼈⼯呼吸器 flexiVent ( Scireq, Quebec, Canada) を⽤い、20ゲージのカニューレ

で気管切開部から挿管し、3 cmH2O の呼気終末陽圧（PEEP）下で施⾏した。吸

気量は 30 cmH2O の陽圧下で測定し、気道抵抗および動的肺コンプライアンスの

測定には single-compartment model を⽤いた。データの解析には flexiVentソフト

ウェアバージョン 5.2 を⽤い、多重線形回帰モデルを single-compartment model に

適⽤した。 

 

6. 気道過敏性の測定 

気道過敏性の測定はマウスを安楽死させる前に施⾏した。全⾝⿇酔には 2,2,2-ト

リブロモエタノール 300 mg/kg (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan) を、筋弛

緩には 3 mg/kg のパンクロニウム (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) をそれぞれ腹

腔内注射で⽤い、20ゲージのカニューレで気管切開部から挿管下で flexiVent に

マウスを接続した。気道抵抗の測定時には呼吸数は 150 回/分に設定し、1 回換

気量は 10 ml/kg、PEEP は 3 cmH2O とした。このもとで、PBS に溶解したメサコ

リン (Sigma-Aldrich) を 0, 50, 100, 200 mg/ml の濃度で段階的に増量しながら超

⾳波ネブライザーで発⽣させたエアロゾルを吸⼊させ、各濃度で 9 回の薬剤吸

⼊を⾏った。また、それぞれの吸⼊直後に気道抵抗を測定し、9回の測定のうち

気道抵抗が最も⾼いもの 3回分について測定値を記録した(34)。なお、メサコリ
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ン吸⼊を⾏ったマウスは他の実験解析には⽤いなかった。 

 

7. BALFおよび⾎清を⽤いた ELISA 

IL-33 (R & D Systems, Minnesota, USA)、IgE (BioLegend, California, USA)、NGAL 

(R & D Systems) の ELISA 法による測定は全て製造社の説明書に従い duplicate

で施⾏した。⾎清中パパイン特異的 IgE の測定については既報(35) (36)を参考に、

マイクロプレート (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 

に上記の ELISAキット中の coating buffer を溶媒とした 30 μg/ml のパパイン溶

液を 4 ℃で 18時間静置して固層化した。また、上記の ELISAキット中の assay 

diluent で 25 ℃下に 1時間静置してブロッキングした。ここにマウス⾎清を 4℃

で 18 時間静置し、ビオチン化抗マウス IgE （BioLegend）、アビジン HRP 

（BioLegend）を反応させた。各反応ステップ間では tween 20 (Sigma-Aldrich) ⼊

りのトリス緩衝⽣理⾷塩⽔ (Wako Pure Chemical) でプレートを 5回ずつ⼗分に

洗浄した。パパイン特異的 IgE 濃度は 450 nm波⻑での吸光度からコントロール

ウェルの吸光度を差し引いて算出したものを指標とした。 

 

8. 定量的 RT-PCR 

RNA はマウスの全肺ホモジネートから FastGene RNA Premium Kit (Nippon 
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Genetics, Tokyo, Japan) を⽤いて抽出し、SuperScript Ⅲ (Thermo Fisher Scientific)

を⽤いて cDNA に逆転写した。定量的 RT-PCR は Thermal Cycler Dice Real Time 

System Ⅲ (Takara Bio, Shiga, Japan) および TB Green Fast qPCR Mix (Takara Bio)を

⽤いて duplicate で⾏った。mRNA は内在性コントロールとしてハウスキーピン

グ遺伝⼦ Gapdh を⽤いて標準化して発現レベルを計算した。DNA の増幅に際し

ては 95 ℃ 5秒間、55 ℃-60 ℃ 10秒間、72 ℃ 21秒間で 3ステップ PCR 法を

⽤いた。各 DNA 増幅に⽤いたプライマー配列は次⾴ Table. 1 の通りである。 
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Table. 1  

 

 

Gene Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’) 

Gapdh CCCACTCTTCCACCTTCGATG AGGTCCACCACCCTGTTGCT 

Muc5ac ACCACTTTCTCCTTCTCCACAC AACAGGGCTCTTCACAGACAATA 

Muc5b AGGAAGACCAGTGTGTTTGTC GTCCTCATTGAAGAAGGGCTG 

Ccl11 

(Eotaxin1) 

AGCTAGTCGGGAGAGCCTAC AAGGAAGTGACCGTGAGCAG 

Ccl24 

(Eotaxin2) 

TCCCAAACATGCTGATGGGT AAATCCTCCGTTTCTGCCAAC 

 

 

Table. 1  
使⽤したプライマー配列 
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9. 定量的サイトカインアレイ 

BALF中の各サイトカイン濃度は Quantibody mouse cytokine array kit (QAM-CYT-

1-2, RayBiotech, Georgia, USA) を⽤いて quadruplicate で定量的に測定した。デー

タの解析にはマイクロアレイ⽤レーザースキャナー (GenePix 4400A, Molecular 

Devices, California, USA) を利⽤した。 

 

10. 統計解析 

2群間の⽐較には両側 Student t 検定を、3群間以上の⽐較には⼀元配置または

⼆元配置で analysis of variance (ANOVA)による分散分析の後に Holm-Bonferroni 

post hoc test を⽤いて評価した。統計解析には JMP Pro 14.2.0 (SAS Institute, North 

Carolina, USA) を⽤い、⼀部の統計解析およびグラフ作成には Microsoft Excel for 

Mac 2019 を⽤いた。p < 0.05 を有意⽔準とし、データはいずれも平均±標準誤差

で表記した。 
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結果 

 

1. PPEおよびパパインの投与で臨床的 COPD の特徴が再現された 

パパインを経気管投与されたマウスが ACO モデルとして相応しいかどうかを

検証するため、既知の確⽴された PPE による COPD モデルと⽐較し、まずは

パパイン投与群の COPD としての特徴について解析した。投薬および解析のス

ケジュールを Figure. 1 に⽰す。各群の体重の推移について、PPE 投与群および

パパイン投与群とも PBS コントロール群と⽐較して有意な変化は⾒られなかっ

た（Figure. 2）。呼吸メカニクスの解析では、PPE 投与群およびパパイン投与群

とも体重あたりの吸気量が増加し、動的肺コンプライアンスの上昇を認めた。⼀

⽅で、気道抵抗の有意な変化は認められなかった（Figure. 3）。組織学的には HE

染⾊で PPE 投与群、パパイン群での肺気腫性変化を認め、コントロール群と⽐

較してMLIは有意に増加した（Figure. 4）。これらの結果より、機能的かつ組織

学的側⾯から、PPE 投与群およびパパイン投与群は COPD の特徴を持つマウス

モデルとして妥当であることが⽰された。さらに AB-PAS 染⾊ではパパイン投

与群で粘液産⽣の増加が認められた（Figure. 4）。この所⾒に⼀致して、全肺ホ

モジネートのmRNA発現解析では、パパイン投与群で気道粘液産⽣に関与する

遺伝⼦Muc5acの発現が有意に亢進し、有意ではないもののMuc5bにおいても
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亢進する傾向が認められた（Figure. 4）。 
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Figure. 1 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 1 
薬剤投与スケジュールのシェーマ 
 
0.25 Uの PPEを day 0 に、50 μgのパパインを day 0, 7, 14, 21 にエアロゾル
で経気管投与した。溶媒は PBS 50μlとし、コントロール群として PBS 50 μl
を day 0, 7, 14, 21 に投与した群をおいた。解析は day 25 に⾏った。 
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Figure. 2 
 
 

 
 
 
 
 
Figure. 2 
各薬剤投与群における体重の推移 
 
Day 0, 7, 14, 21 における各群の体重を⽰す。PPE 投与群は n = 19、パパイン
投与群は n = 27、PBS コントロール群は n = 20 である。統計解析は two-way 
repeated measures ANOVA 後に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤いた。 
**p < 0.01; n.s. not significant. 
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Figure. 3 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 3 
各薬剤投与群における呼吸メカニクス 
 
Day 25 に各群で体重当たりの吸気量、動的肺コンプライアンス、気道抵抗を測
定した。各群で n = 6-7 とした。統計解析は one-way ANOVA 後に Holm-
Bonferroni post hoc test を⽤いた。 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; n.s. not significant. 
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Figure. 4 
 

 

  
 
Figure. 4 
組織学的所⾒、平均肺胞間距離の測定、粘液産⽣の評価 
 
Day 25 に採取した肺組織切⽚を HE染⾊および AB-PAS染⾊し、HE染⾊した
標本を⽤いてMLIを測定した。MLIの測定は各群 n = 3 とした。組織は 20倍
拡⼤像である。また、全肺ホモジネートを⽤いてMuc5acおよびMuc5bの発
現を定量的 RT-PCRで解析した（各群 n = 3-4）。統計解析は one-way ANOVA
後に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤いた。 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; n.s. not significant. 
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2. パパインの投与により臨床的気管⽀喘息の特徴が再現された 

パパインを経気管投与されたマウスにおける気管⽀喘息の特徴を把握するため、

BALF の解析、気道過敏性試験、定量的 RT-PCR を施⾏した。BALF の解析で

は、パパイン投与群で総細胞数やマクロファージ、好酸球数が他群と⽐較して有

意に増加していた（Figure. 5）。⼀⽅で、PBS コントロール群と PPE 投与群に

おいては、細胞数や細胞分画に有意な差を認めなかった。気道過敏性試験では、

パパイン投与群が他群と⽐較してメサコリンに対して有意に気道過敏性の亢進

を⽰した（Figure. 6）。全肺ホモジネートの定量的 RT-PCRでは、IL-5 や IL-13

によって誘導され好酸球の遊⾛、組織移⾏に寄与すると考えられている

(37)Eotaxin1（Ccl11）および Eotaxin2（Ccl24）の発現がパパイン投与群で亢進

していた（Figure. 7）。これらの結果（1.および 2.）から、パパイン投与群は臨

床的な COPD と気管⽀喘息両者の特徴を再現するものと考えられ、ACO マウ

スモデルとして妥当と考えられた。より詳細な解析や臨床的 ACO との⽐較のた

めに、さらに以降の実験を⾏った。 
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Figure. 5 
 

 
 

 
 
Figure. 5 
BALFのサイトスピン標本、細胞数および細胞分画 
 
各薬剤投与群における BALF サイトスピンの 50倍拡⼤像を⽰す。Mはマクロ
ファージ、Eは好酸球を指す。細胞数は各群 n = 4 で測定した。統計解析は
one-way ANOVA 後に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤いた。 
*p < 0.05, **p < 0.01; n.s. not significant. 
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Figure. 6 
 
 

 
 
 
Figure. 6 
気道過敏性試験 
 
各薬剤投与群でメサコリン濃度を 0, 50, 100, 200 mg/mlと漸増して吸⼊させた
下での気道抵抗を測定した。統計解析は two-way repeated measures ANOVA 後
に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤いた。 
*p < 0.05, **p < 0.01; n.s. not significant. 
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Figure. 7 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 7 
全肺ホモジネートを⽤いた定量的 RT-PCRでの Eotaxin 発現解析 
 
全肺ホモジネートを⽤いて Eotaxin 1 (Ccl11)および Eotaxin 2 (Ccl24)の発現を
定量的 RT-PCRで解析した（各群 n = 3-4）。統計解析は one-way ANOVA 後に
Holm-Bonferroni post hoc test を⽤いた。***p < 0.001; n.s. not significant. 
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3. パパインの投与により BALF 中のマクロファージや好中球に関連したサイ

トカイン、および 2型サイトカインが増加した 

各薬剤投与群での BALF 中のサイトカインを、定量的サイトカインアレイによ

り測定した（Table. 2, Figure. 8）。マクロファージおよび好中球の活性化・遊⾛

に主に関与するサイトカインはパパイン投与群でのみ検出された。すなわち

Macrophage colony stimulating factor (M-CSF)、keratinocyte-derived chemokines (KC: 

CXCL1)、IL-6 は PPE投与群や PBSコントロール群では認められなかった。2型

サイトカインについては RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell 

Expressed and Secreted: CCL5) がパパイン投与群で増加している傾向にあったが、

統計学的有意差はなかった。IL-4 は群間で差がなかったものの、IL-5、IL-13 は

パパイン投与群においてのみ認められた。IL-33 については⾎清中および BALF

中の濃度を ELISA 法により測定したが、群間での差は⾒られなかった（Figure. 

9）。気管⽀喘息のフェノタイプ判別バイオマーカーの 1 つである⾎中総 IgE 濃

度はパパイン投与群で、他群に⽐べて有意な上昇を⽰した（Figure. 9）。 
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Table. 2 

 
 
Table. 2 
BALF 検体における定量的サイトカインアレイ（各群 n = 3） 
 
GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, IFN-γ: Interferon 
gamma, MCP-1: Monocyte Chemotactic Protein-1 (CCL2), TNF-α: Tumor Necrosis 
Factor alpha, VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor. 
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Figure. 8 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figure. 8 
BALF 検体における定量的サイトカインアレイ 
 
定量的サイトカインアレイにより BALF中のサイトカイン濃度を測定した（各
群 n = 3）。統計解析は one-way ANOVA 後に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤
いた。n.s. not significant; ND not detected. 
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Figure. 9 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
Figure. 9 
⾎中総 IgE 濃度、⾎中および BALF中の IL-33濃度 
 
各薬剤投与群において⾎中総 IgE 濃度（各群 n = 4）、⾎中 IL-33濃度（各群 n 
= 7-8）、BALF中 IL-33濃度（各群 n =4）をそれぞれ測定した。統計解析は
one-way ANOVA 後に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤いた。 
**p < 0.01; n.s. not significant. 
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4. パパインの投与により誘導された ACO の特徴は⻑期持続した 

ここまでの実験結果では、パパイン投与による ACO モデルの気道炎症は、

PPE 投与による COPD モデルの気道炎症よりも顕著なものであった。その原

因として、PPE 投与群は薬剤最終投与から 25⽇⽬に解析しており、パパイン

投与群は最終薬剤投与から 4⽇⽬に解析をしているため、薬剤に対する反応性

の差ではなく、薬剤投与から解析までの時間差による影響を主に観察している

可能性も考慮された。これを検証するため、day 21 にパパインを最終投与した

マウスについて day 56 における解析も追加した（Figure. 10）。Day 56 の解析

でもパパイン投与群で BALF中の好酸球は有意に増加しており、好酸球性気道

炎症が遷延していることが⽰唆された（Figure. 11）。この実験系でも呼吸メカ

ニクスの解析を⾏ったところ、4週時点での解析で⾒られたのと同様に、パパ

イン投与群で体重あたりの吸気量や動的肺コンプライアンスの増加が認められ

た（Figure. 12）。また、組織学的にも肺気腫が残存していることが確認された

（Figure. 12）。ELISA 法による⾎清検体での測定では、パパイン投与群の 4週

時点、8週時点ともに総 IgE 濃度およびパパイン特異的 IgE 濃度が増加してい

ることが確認された。以上から、本研究の ACO モデルはパパインの最終投与

から 35⽇経過しても 2型炎症、好酸球性気道炎症が持続し、肺気腫も残存す

ることが⽰された。 
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Figure. 10 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 10 
薬剤投与スケジュールのシェーマ 
 
50 μgのパパインを 50 μlの PBSに溶解し、day 0, 7, 14, 21 にエアロゾルで
経気管投与した。コントロール群は PBS 50 μlのみ投与した。解析は day 25
または day 56 に施⾏した。 
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Figure. 11 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figure. 11 
BALF中の細胞数および細胞分画 
 
細胞数は各群 n = 5 で測定した。統計解析には両側 Student t 検定を⽤いた。 
*p < 0.05; n.s. not significant. 
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Figure. 12 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
Figure. 12 
パパイン投与群の 8週時点での呼吸メカニクス、肺気腫の⽐較 
 
Day 25, 56 に各群で体重当たりの吸気量、動的肺コンプライアンス、気道抵抗
を測定した。各群で n = 4-7 とした。組織像は 20倍拡⼤の HE染⾊を⽰してい
る。統計解析は 4週時点でのデータには one-way ANOVA 後に Holm-Bonferroni 
post hoc test を⽤い（Figure. 3 のデータを⼀部再掲）、8週時点でのデータには
両側 Student t 検定を⽤いた。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; n.s. not 
significant. 
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Figure. 13 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figure. 13 
4週および 8週時点での⾎清総 IgEおよびパパイン特異的 IgEの解析 
 
Day 25, 56 に ELISA 法で⾎清中の総 IgE 値およびパパイン特異的 IgE 値を測
定した。各群で n = 3-4 とした。統計解析は 4週時点の総 IgE 値解析には one-
way ANOVA 後に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤いた（Figure. 9 のデータを⼀
部再掲）。それ以外の解析には両側 Student t 検定を⽤いた。*p < 0.05, **p < 
0.01. 
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5. Poly(I:C)の投与により COPD モデルと ACO モデルでは同様の気道炎症が

惹起されたが、ACO モデルでは好酸球性気道炎症も残存した 

COPD モデルと ACO モデルにおいて、poly(I:C)を⽤いたウイルス性気道感染

による急性増悪モデルの⽐較・解析を⾏った（Figure. 14）。BALFの解析では

COPD 急性増悪モデル、ACO 急性増悪モデルのいずれにおいても好中球が有

意に増加していることが確認され、ACO 急性増悪モデルにおいては好酸球の

増多が維持されていた（Figure. 15）。また、組織学的には肺胞壁の破壊と、⾎

管周囲への炎症細胞浸潤を認めた（Figure. 15）。呼吸メカニクスの解析も試み

たが、喀痰が著増したことにより気管カニューレが閉塞し、正確な測定を⾏う

ことができなかった（データは⽰していない）。次に定量的サイトカインアレ

イキットを⽤いて両急性増悪モデルの BALF中サイトカインを検出したとこ

ろ、PPE+poly(I:C)投与群では PPEのみを投与した群と⽐較して MCP-1 

(CCL2)、IL-1α、TNF-α、KC (CXCL-1)、IL-6、RANTES (CCL5) などの増加が

認められた（Figure. 16, Table. 2）。Papain+poly(I:C)投与群でも同様の傾向が⾒ら

れたものの、IL-5 はこの急性増悪モデルでは検出されず、IL-13 は

PPE+poly(I:C)群よりも⾼値であった（Figure. 16）。以上から poly(I:C)は COPD

モデルと ACO モデルで同様の気道炎症を起こすことが⽰されたが、好酸球性

気道炎症は ACO モデルの急性増悪時にも残存することが確認された。 
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Figure. 14 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 14 
薬剤投与スケジュールのシェーマ 
 
Figure. 1 のスケジュールと同様に PPE またはパパインを投与して COPD モデ
ル、ACO モデルを作成した。その後、day 22, 23, 24 に 3⽇間連続で 100 μg
の poly(I:C)を 100 μlの PBSに溶解して経気管投与した。解析はいずれも day 
25 に⾏った。 
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Figure. 15 

 

 

 
Figure. 15 
BALFのサイトスピン標本、細胞数・細胞分画および組織学的所⾒ 
 
BALF サイトスピンの 50倍拡⼤像を⽰す。L はリンパ球、Nは好中球、Eは好
酸球を指す。細胞数・細胞分画は各群 n = 3-4 で測定した。組織像は 20倍拡⼤
の HE染⾊像を⽰す。統計解析は one-way ANOVA 後に Holm-Bonferroni post 
hoc test を⽤いた。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; n.s. not significant. 
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Figure. 16 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 16 
BALF 検体における定量的サイトカインアレイ 
 
定量的サイトカインアレイにより BALF中のサイトカイン濃度を測定した（各
群 n = 3）。統計解析は one-way ANOVA 後に Holm-Bonferroni post hoc test を⽤
いた。*p < 0.05, **p < 0.01; n.s. not significant; ND not detected. 
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6. ACO モデルおよび急性増悪モデルで NGAL濃度の上昇を認めた 

ACO の臨床的バイオマーカーとしての有⽤性が期待されている NGAL につい

て、本研究のモデルでの挙動を検討した。Figure. 1 に⽰した 4週モデルでは、

パパイン投与群は BALF中の有意な NGAL濃度上昇を⽰した。⼀⽅で⾎清中

では有意な変動を認めなかった（Figure. 17 上段）。Figure. 10 に⽰した 8週モ

デルでもパパイン投与群は BALF中の NGAL濃度上昇を⽰し、やはり⾎清中

では有意な変動を認めなかった（Figure. 17  中段）。Figure. 14 に⽰した急性

増悪モデルでは、poly(I:C)投与により⾎清中、BALF中とも NGAL濃度の上昇

を⽰したものの、papain+poly(I:C)投与群の BALFでは有意な上昇を認めなか

った（Figure. 17  下段）。以上を総合し、NGAL濃度は ACO モデルの BALF

中および急性増悪モデルの⾎清中と BALF中で上昇する傾向にあることが分か

った。 

  



 42 

Figure. 17 

 
Figure. 17 
各モデルにおける⾎清中および BALF中の NGAL濃度  
 
ELISA 法により⾎清中および BALF中の NGAL濃度を測定した 
（各群 n = 3-7）。統計解析は one-way ANOVA 後に Holm-Bonferroni post hoc test
を⽤いたが、8週時点でのデータ解析のみ両側 Student t 検定を⽤いた。 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; n.s. not significant. 
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考察 

 

パパインはマウス実験における既報で、IL-33 を介した ILC2 の肺組織内移⾏

によって急性/亜急性のアレルギー性気道炎症を起こすことが報告されている

(17)。また、パパインの反復投与により肺気腫が形成されることも報告されて

いる(21)。しかし、これらの報告は散発的なものであり、パパインの反復投与

によりこれらの特徴を慢性期にも⽰し、臨床的 ACO をよく模したマウスモデ

ルとなるかどうか検討した既報はこれまでに存在しなかった。臨床的 ACO の

特徴としては、アレルギー性気道炎症が持続すること、気道過敏性を⽰すこ

と、肺気腫や肺コンプライアンスの上昇を⽰すこと、などが挙げられる(29) 

(30)。本研究はパパインの反復的な経気管投与により、臨床的 ACO の特徴を

よく再現した ACOマウスモデルができることを初めて⽰したものである。ま

た、複数時点で多⾯的な解析を⾏うことにより、このモデルの妥当性は確認さ

れている。本モデルにおけるアレルギー性気道炎症では、持続的な 2型サイト

カイン発現、気道中の好酸球増多、⾎清総 IgEおよびパパイン特異的 IgEの上

昇を伴っていた。さらに、近年 ACO のバイオマーカー候補として注⽬されて

いる分泌糖タンパク質NGAL が臨床的な挙動と同様の動きを⽰したことも、

本モデルの妥当性を裏付けるものと考えられる(38)。 
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既報で ACO のマウスモデルを作成したものはほぼ⾒当たらないが、気管⽀喘

息と COPD両者の特徴を再現しようと試みた研究として、OVA の経気管投与

により気管⽀喘息の特徴を、surfactant protein-D (SP-D) のノックアウトにより

肺気腫を誘導したものが存在する(39)。このマウスモデルは気管⽀喘息と

COPD両⽅の臨床的特徴を部分的には有していたものの、SP-D のノックアウト

マウスモデルにおいては気腫形成が軽微であり、臨床的 COPD の肺気腫性変化

を再現したものとして⼗分とは⾔い難いものであった。また、SP-D のノックア

ウトでは胸膜直下の肺線維化も伴うため、その点でも純粋な臨床的 COPD の特

徴を有するとは⾔えないものであった(40)。本研究の ACOマウスモデルは顕著

な肺気腫や気道過敏性を⽰し、BALF 中のサイトカイン濃度について網羅的か

つ定量的に検証され、NGAL濃度の⽐較においても臨床的知⾒と良好に⼀致し

ていた点で、既報のモデルと⽐して妥当性が⾼いものと考えられた。さらに、

パパイン最終投与から 5週間経過した時点でも ACO の特徴が⾒られ、ACOマ

ウスモデルとしての特徴が⻑期に維持されることが確認できた。 

 パパインはアレルギー性気道炎症を誘導する物質として頻⽤されているが、

その既報の多くは 3-10⽇以内に複数回のパパイン投与を⾏って急性/亜急性の

気道炎症を IL-33/ILC2 を介して惹起するものである(41) (42)。IL-33 はパパ

インの投与後速やかに誘導され、3時間後にはピークアウトし、BALF中の IL-
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33濃度は 24時間後にはベースラインの濃度まで低下すると報告されている

(36)。こうした急性/亜急性のアレルギー性気道炎症モデルにおいては、⾃然免

疫系が重要な役割を果たし、IL-33 の刺激を受けたマスト細胞によって活性化

された制御性 T細胞がパパインの最終投与後 1-2週間以内にアレルギー性気道

炎症を抑制すると報告されている(43)。本研究では Figure. 9 に⽰した通り、

IL-33濃度の有意な変動は⾎清中および BALF中で認められなかった。これは

パパインの最終投与から 4⽇後に解析を⾏ったためと考えられた。しかし、IL-

33 が既にピークアウトしていたと考えられるにも関わらず、⾎中総 IgEおよび

パパイン特異的 IgEの上昇を伴って好酸球性気道炎症がパパイン最終投与後 35

⽇時点でも遷延していた。マウスの好酸球の⽣物学的半減期は 36時間未満

(44)、IgEでは 12時間ほどと報告(45)されており、本研究のモデルで 8週時点

でも好酸球や IgEが顕著であったのは、持続的なアレルギー性気道炎症が起き

ていたためと推察され、獲得免疫の関与も⽰唆されるものと考えられた。 

臨床的な COPD においては気道中の好中球やマクロファージ増多が⾒られる

頻度が多い(46)が、本研究においては PPE 投与群やパパイン投与群（8週）に

おいて BALF中の好中球・マクロファージ増多は認められなかった。経気管的

に PPEを投与すると、投与後 1-7⽇⽬の解析では好中球やマクロファージ優

位の気道炎症が起きると報告されているが、14⽇⽬には BALF中の細胞数増
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多は認められなくなると報告されている(47) (48)。したがって、PPE 投与後

25⽇⽬に解析した本研究の COPD モデルでは、既に気道炎症は鎮静化して気

腫のみが残存していたものと考えられる。臨床的には ex-smokerにおいては

BALF中のマクロファージや好中球は乏しいことが報告されており(46) (49)、

本研究の PPEモデルや 8週時点での ACO モデルは、ex-smokerの COPD や

ACO を模したものと考えることができるかもしれない。⼀⽅で 4週時点での

ACO モデルは BALF中でマクロファージ、M-CSF、IL-6、KC (CXCL-1)、IL-

5、IL-13 などが増加しておりこれは current smoker および気管⽀喘息患者の臨

床データに⼀致する所⾒である(50) (51) (52) (53)。このように本研究の ACO モ

デルは 4週時点で current smoker の気道炎症の特徴を⽰し、8週時点で ex-

smoker の特徴を⽰した。 

ACO の患者は COPD 単独の患者と⽐較して⾼頻度かつ重症の急性増悪を起こ

すことが知られている(12)。しかし、本研究で poly(I:C)の経気管投与により誘

導される炎症細胞および炎症性サイトカインは、COPD モデルおよび ACO モ

デル間で類似していた。また、好酸球の分化・遊⾛・活性化に寄与する 2型サ

イトカインの 1 つである IL-5 は、ACO の急性増悪モデルにおける BALF中で

検出されなかった。気管⽀喘息の患者においては、気道上⽪におけるタイトジ

ャンクションの障害により上⽪からウイルスの侵⼊を受けやすくなっており、
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IL-5 の⽋損下でも好酸球性気道炎症が持続しうることが報告されている(54)。

本研究でも、Figure. 16 に⽰したように ACO の急性増悪モデルにおいて好酸

球性気道炎症が遷延していた。これには IL-13 などが気道炎症の維持に関与し

ている可能性があり、臨床的な COPD と ACO の急性増悪における特徴の差を

説明する要因になるかもしれない。 

NGAL は ACO 患者の特に喀痰中で増加することが報告されており、ACO の

バイオマーカー候補として期待されている(29) (30) (38)。本研究で ACO モデ

ルにおいては 4週時点、8週時点とも BALF中の NGAL濃度上昇を認めた。マ

ウス実験において臨床的な傾向と同様の NGAL変動が⾒られることを⽰した

のは本研究が初めてである。NGAL は COPD においては、NGAL の殺菌作⽤

および NGAL による基質分解の亢進が病態形成に関与していると報告されて

いる(55)。NGAL は気道のリモデリングにも関与しているとされており、これ

には上⽪間葉転換(56)、CD1d拘束性 NKT細胞を介した気道過敏性の亢進

(57)が関わっていると報告されている。本研究では、poly(I:C)の投与により

BALF中および⾎中の NGAL濃度が上昇することが⽰されたが、パパイン投与

による⾎中 NGAL濃度の上昇は軽微であった。NGAL の産⽣細胞は好中球が

主体であるが、気道上⽪からも産⽣されることが⽰されており(31)、BALFか

ら検出される NGAL は好中球に由来するものと、気道炎症への応答として上
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⽪から分泌されるものがあると考えられる。したがって本研究においては、

poly(I:C)投与時の NGAL は主に好中球に由来する⼀⽅で、パパイン投与時の

NGAL は上⽪から産⽣されるものが主体であると推察される。パパイン投与群

では気道中の好中球は乏しかったにも関わらず、BALF中の NGAL濃度が上昇

していたことはこの仮説を裏付ける所⾒と考えられる。8週モデルにおける

NGAL濃度の上昇も併せて考慮すると、ACO モデルにおける NGAL濃度上昇

の機序と急性増悪モデルにおける NGAL濃度上昇の機序は異なるものと推測

される。 

⼩児喘息の既往は、中年以降に ACO を発症するかどうかの主要な予測因⼦で

あることが知られている(58) (59)。本研究では薬剤投与開始時において 5-6週

齢のマウスを⽤いたため、成⻑過程で発症した気管⽀喘息を模したモデルと⾔

える。他の特徴も合わせると、本研究の ACO モデルは⼩児発症喘息で好酸球

性気道炎症が顕著であり、⾎清 IgE 値が上昇している Th2型のフェノタイプを

呈する気管⽀喘息の特徴を再現しているものと考えられる(60)。 

本研究の限界としては、まず ACO が多様性のある疾患であることに関連した

問題が挙げられる。本モデルは上述のフェノタイプを呈するものであり、2型

気道炎症を主体とする気管⽀喘息の特徴を有する。2型炎症優位の気管⽀喘息

は最も臨床的に⾼頻度で認められ(61)臨床的に重要である(62)ものの、好中球
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性気道炎症優位型などの他の ACOフェノタイプについてのモデルとしては相

応しくない。また、成⻑過程で肺気腫を発症するのは、成⼈後の喫煙による臨

床的気腫形成過程とは異なり、ACO の臨床的特徴を⼗分に反映していないと

⾔える。本研究における COPD としての特徴は肺気腫の形成を中⼼に評価し

ており、気道病変が COPD モデルとして妥当か検討できていない点も本研究

の限界である。さらに、実際の臨床的肺気腫形成は主に喫煙によるものだが、

本研究では喫煙同様に肺基質に対するタンパク分解の機序に因るものとはいえ

(63)システインプロテアーゼであるパパインの投与によって気腫が形成されて

いる点も臨床的な ACO の特徴とは異なる。しかし、喫煙によってマウスに肺

気腫を発症させるためには数ヶ⽉以上にわたって特殊な装置を⽤いて喫煙暴露

させる必要があり、設備⾯・労⼒⾯・時間⾯で⼤きな負担を伴う(63)。その⾯

で、週に 1回の薬剤投与にて 1ヶ⽉で ACO のマウスモデルを作成できる本研

究のプロトコルは有⽤であるものと考えられる。 

結論として、本研究で⽰した ACOマウスモデルは肺気腫の形成、遷延する気

管⽀喘息の特徴、気道中 NGAL濃度の上昇など臨床的 ACO 患者の特徴をよく

反映していた。単剤で ACO のマウスモデルを⽐較的簡便に作成できるこのモ

デルは、ACO の病態解明や治療標的の探索に今後役⽴つものと期待される。 
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Figure. 18 
 
 
 

 
 
 
 
Figure. 18 
本研究における要点のシェーマ 
 
既存の PPEによる COPD モデルでは肺気腫が形成される⼀⽅で、パパインを
1週間ごとに反復投与した本研究のモデルでは肺気腫およびアレルギー性気道
炎症（AAI: Allergic Airway Inflammation）が誘導された。AAIやパパイン特異
的 IgE抗体は、パパイン最終投与から 5週間経過してもなお残存していた。本
研究のモデルは気道過敏性の亢進、粘液産⽣の増加、2型サイトカインの増
加、気道中 NGAL の増加など臨床的 ACO に合致する特徴を認め、ACOマウ
スモデルとして妥当と考えられた。 
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