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 1

緒言 
 

 慢性閉塞性肺疾患（Chronic obstructive pulmonary disease；COPD）は非可逆

性の気流制限を特徴とする慢性進行性の肺疾患である。成人における COPD の罹

患率、死亡率は世界でも高く[1]、なお増加し続ける結果、WHO の試算では 2020

年には COPD は世界の全死因の第 3 位になると予測されている[2]。本邦において

も COPD の死亡率は増加しており、COPD の疫学調査である NICE study による

と、40 歳以上の日本人では COPD の罹患率は少なく見積もっても約 8.6%にのぼ

るとのデータが得られた[3]。従って本疾患に対する治療戦略の確立は極めて重要

である。 

 COPD の治療戦略は安定期と急性増悪期に分けて考えられる。安定期に行われ

ている薬物療法は気管拡張薬が中心で、その他の薬物療法を含めて、症状の軽減、

合併症の予防を目標としており、本症の特徴である進行性の肺機能低下を抑制する

とされる治療法は未だないのが現状である[1、4]。COPD の誘引となる危険因子の

回避（すなわち禁煙など）が有効でありまず第一に行われるべき治療であるが[1]、

禁煙を徹底しても本症の呼吸機能障害が改善するには至らず[1、5]、また現実には

依存性等の問題で禁煙がなかなか達成されないケースや、非喫煙者で COPD を発

症するケース[3]も存在する。従って現在行われている治療で十分に満足できる成

果は得られておらず、本症の進行抑制、病態の正常化が達成可能である新たな治療

法の確立が求められている。この上で、COPD の病態を理解することは必要不可

欠であると考えられる。 

 COPD はタバコをはじめとする有害な粒子やガスの吸入が引き金となり、一部
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の人で肺の炎症が強く起こった結果成立する疾患であるとされている[1]。COPD

患者でみられる肺の炎症についてはこれまで数多くの報告がなされてきた。報告間

で多少の違いはあるものの、炎症細胞として気道壁および肺胞領域に主にマクロフ

ァージ[6、7]、好中球[6]、T 細胞[6-8]および B 細胞[7]の集積が指摘されてきたが、

マクロファージと T 細胞の CD8 陽性分画は、集積した細胞数と気流制限の程度に

正の相関関係があることが示されており[8、9]、特に注目されている。このことは

もう一つの主要な気道閉塞性疾患である気管支喘息においては好酸球と CD4 陽性

T 細胞が病態形成の中心にあることと対照的である。さらに、COPD の重症度と

リンパ濾胞の増加との関連も指摘されている[7]。これは重症患者に多い不顕性を

含む感染症に対する免疫応答であると考えることもできるが、獲得免疫応答が

COPD の進行に積極的に関わっている証左であるとする見方もある[10-12]。 

 CD4 陽性ヘルパーT 細胞は、産生するサイトカインのパターンによって Th1、

Th2、Th17 等に分類され、それぞれが炎症病態の形成に異なった役割を担ってい

る[13、14]。同様に CD8 陽性 T 細胞もサイトカインを産生することが明らかにな

り、Tc1、Tc2 といった産生パターンによる分類がなされている[13、15、16]。こ

の分類と実際に引き起こされる免疫応答との関連は明らかになってはいないが、

COPD においても、CD8 陽性 T 細胞の重要性から、そのサイトカイン産生につい

て検討がなされてきた。COPD患者の手術肺から得られたCD8陽性T細胞で IFN-γ

の産生増加を認めたという報告[17、18]がある一方、気管支肺胞洗浄（BAL）から

得られた CD8 陽性 T 細胞では IL-4、13 などの Th2 サイトカインの産生細胞が増

加しているとの報告[19、20]があり、また喫煙の有無・既往で分類した中での一部

の COPD 患者において TNF-α、IFN-γの産生細胞が増加していたとの報告[21]も
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あるなど、CD8 陽性 T 細胞の産生するサイトカインについては報告間の相違が大

きい。これは対象症例の重症度の違いや検体の採取部位・方法の違いなど幾つかの

条件の違いによることが考えられる。一方で、臨床症例の検体は肺全体に対してご

く一部の細胞を採取したものであるため、必ずしも肺全体の病態が十分に反映され

ていない可能性も考えられる。 

 肺気腫におけるアポトーシスの持つ役割が近年注目されてきている。これまで

に、エラスターゼ誘導肺気腫モデル及び COPD 患者において肺胞隔壁の細胞のア

ポトーシスが増加しているとする報告や [22-24]、肺胞隔壁の細胞にアポトーシス

を誘導することで顕著な炎症所見を伴うことなく肺気腫が形成されたという報告

がある[25]。一方、CD8 陽性 T 細胞の主要な機能の一つに細胞傷害能があり、主

にアポトーシスを誘導することにより細胞傷害性を発揮するとされている。そこで

CD8 陽性 T 細胞が肺気腫のアポトーシスに何らかの役割を果たしている可能性も

考えられる。これまでの報告で、喫煙者の COPD 患者において肺胞隔壁のアポト

ーシスと CD8 陽性 T 細胞の数との並行した増加[26]、重症 COPD 患者において血

中の可溶性 Fas リガンドの濃度の上昇[27]、喀痰中の CD8 陽性細胞のパーフォリ

ンの発現の上昇[28]、2 型肺胞上皮細胞のグランザイム A の発現の上昇[29]が示さ

れてきた。しかしながら、CD8 陽性 T 細胞が肺胞隔壁の細胞に対してアポトーシ

スを促すことで肺気腫を誘導することを証明した報告はない。 

 一方で、T 細胞の活性化には、通常抗原提示細胞（Antigen Presenting Cell；

APC）の補助が必要とされる。APC は抗原を認識・獲得した後ペプチドに分解し

て T 細胞に提示する[30]。中でも樹状細胞（Dendritic cell；DC）は最も強力な

APC であり、DC に獲得免疫応答を制御する能力があることについては、これま
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で繰り返し強調されてきた[31、32]。抗原を獲得した DC は成熟しながら 2 次リン

パ組織に移動し、そこでナイーブ T 細胞と相互作用し活性化刺激を与えると言わ

れている一方[33]、肺を含む末梢組織においても DC は T 細胞の刺激に重要な役割

を担っているとする報告もある[33、34]。従って COPD においても DC が病態形

成に重要な役割を担っている可能性が考えられるが、気管支喘息、肺癌、移植肺の

拒絶などと比較すると、COPD に関して DC の役割を検討した研究は少数であり

[35]、またその結論も一致していないのが現状である。COPD 患者における肺組織

中の DC の数については、健常喫煙者と比較して増加しているとの報告[36]と同等

である[37]との報告がある。DC の機能の検討については動物モデルに限られるも

のの、喫煙マウスの肺の DC で MHC クラスⅡと共刺激分子の発現が増加していた

との報告と[38]、反対に喫煙マウスの縦隔リンパ節の DC でこれらの発現が低下し

ていたとの報告がある[39]。この相違についても条件の違いによると思われるが、

今のところこの問題に関して十分な意見の一致はみていない。 

 エラスターゼ誘導肺気腫モデルは長きに渡って研究に用いられてきた肺気腫の

動物モデルである。エラスターゼによる肺気腫の誘導には、酵素活性による直接の

肺構造の破壊だけでなく、炎症による機序も関与していることは過去の報告におい

て示唆されている[40]。このモデルを用いた樹状細胞・リンパ球の機能についての

報告はなく、更にその他の肺気腫モデルおよび COPD 患者の検討を含めても、樹

状細胞のサイトカイン産生を検討した報告はこれまでになされていない。以上の背

景に立脚して、本研究において私は、エラスターゼ誘導肺気腫モデルを用いて、気

腫形成過程にある肺における 1）樹状細胞の T 細胞刺激能とサイトカイン産生、お

よび 2）CD4 陽性 T 細胞と CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン産生を解析し、肺気腫
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の形成における樹状細胞と T 細胞の役割について検討を行った。また、肺気腫形

成過程における肺の構成細胞のアポトーシスの有無についても検討した。 
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方法 

 

エラスターゼ肺気腫モデル 

 

雄 C57BL/6J マウスと雄 Balb/c マウスを日本チャールズ・リバー（株）から購

入し、7～13 週齢のマウスを使用した。C57BL/6J マウスに豚膵エラスターゼ

（porcine pancreatic peptide；PPE）（Elastin Products Co., Inc, Missouri , USA）

30 μg を気管内投与し肺気腫を誘導した。PPE の気管内投与前と投与 2、7、14 日

後（day 0、2、7、14）のマウスに対し気管支肺胞洗浄（bronchoalveolar lavage；

BAL）と肺気腫の形成の評価を行った。肺 DC の解析は day 2、肺 T 細胞の解析は

day 5 に行い、生理食塩水の気管内投与群を対照群として用いた。本研究は東京大

学の動物実験倫理規定を遵守して行われた。 

 

生理学的評価法 

 

大動脈切断によりマウスを脱血死させた後、気管切開を置き 22 ゲージカテーテ

ルを挿入し糸で固定、これに 1 ml シリンジと圧トランスデューサー（Baxco 

Research Systems Japan, Osaka, Japan）を接続した。肺の拡張・収縮はシリン

ジの手動によって行い、圧が 0 cm 水柱のときの肺容量を 0 とした。肺を 25 cm 水

柱まで拡張させた後、5 cm 水柱ずつ圧を下げ、その時の肺容量を 10 μL 単位で記

録することで圧・容量関係を得た。測定は最低 2 回行い、各容量はその平均値とし

て記録した。 

 



 7

気管支肺胞洗浄液（BALF）分析 

 

総細胞数と細胞分画の算定は過去の報告と同様の方法で行った[41]。肺を 0.5 ml

の生理食塩水で 4回洗浄することでBALFを回収した。BALFの細胞成分を 300G、

10 分間の遠心で分離し、1%牛胎児アルブミン（Bovine serum albumin；BSA）

を含む生理食塩水 1 ml で懸濁させた。この懸濁液から総細胞数の算定を行い、ま

たサイトスピンを作製し分画比率の算定を行った。 

 

組織学的評価法 

 

肺を 10%ホルマリン溶液で一定の圧でゆっくり拡張させ、24 時間以上固定した

後パラフィンに包埋した。切片を厚さ 4 μm に切断しヘマトキシリン‐エオジンで

染色した。顕微鏡にて 20 視野をランダムに選択し、各視野ごとに一辺 400 μm の

十字を置いて、その各辺と肺胞壁との交点の数から平均肺胞壁間距離（Lm）を算

出し、肺胞腔の拡張の評価とした[38、42]。 

 

肺 DC および脾 CD4 陽性 T 細胞の分離 

 

以下の方法で DC を分離した。すなわち、肺を剪刀で細かく刻み、0.033%コラ

ゲナーゼ（Sigma –Aldrich, St. Louis, USA）含有 complete DMEM 溶液で 37℃、

30 分間処置した後、肺組織をすりつぶし、径 70 μm のナイロンフィルターに通し

た。さらに赤血球を溶血させ 2 回洗浄することで肺の細胞懸濁液を得た。これに対

し MACS CD11c マイクロビーズ（ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
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Germany）で CD11c 陽性細胞を標識し、LS カラム（Miltenyi Biotec）を用いて

陽性分画を磁気的に選択することで肺の DC を得た。 

脾臓からの CD4 陽性 T 細胞の分離には、まず脾臓を 0.1%コラゲナーゼ含有

complete DMEM 溶液で 37℃、15 分処置した後、脾臓をすりつぶし、上記と同様

の処置を行った。得られた細胞懸濁液に対し、抗マウス CD4 磁気粒子（BD 

Biosciences, San Jose, USA）で標識し、IMagnet（BD Biosciences）を用いて陽

性分画を磁気的に選択することで CD4 陽性 T 細胞を得た。 

 

肺 CD4 陽性および CD8 陽性 T 細胞の分離 

 

 肺の細胞懸濁液は前項の記載と同様に行い、引き続き MACS Dead Cell 

Removal Kit（Miltenyi Biotec）を製造元のプロトコールに従い使用し、死細胞を

除去した。CD4 陽性 T 細胞の分離は MACS CD4+T 細胞単離キット（Miltenyi 

Biotec）を使用し、製造元のプロトコールに従い行った。CD8 陽性 T 細胞は、ま

ずビオチン結合抗マウス CD8 抗体（BD Biosciences）で標識し、抗ビオチンマイ

クロビーズ（Miltenyi Biotec）を結合させて、LS カラムで陽性分画を磁気的に選

択することで得られた。 

 

肺 DC による T 細胞の増殖刺激の評価 

 

肺 DC による同種異型 T 細胞に対する増殖刺激の評価（同種異系リンパ球混合

反応；allogeneic mixed lymphocyte reaction）のため、C57BL/6J（H-2b）マウス

由来の肺 CD11c 細胞と Balb/c（H-2d）マウス由来の脾 CD4 陽性 T 細胞とを共培
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養し、T 細胞の増殖を測定した。細胞数は肺 CD11c 細胞が 2×104個または 6×104

個とし、CD4 陽性 T 細胞は 2×105個として、細胞の比率が 1：10 または 3：10

となるようにした。96 穴の平底プレートにて 2 日間培養し、細胞増殖を BrdU の

取り込み（cell proliferation ELISA, BrdU；Roche, Basel, Switzerland）によっ

て測定した。 

 

細胞によるサイトカイン産生の評価 

 

肺 DC によるサイトカイン産生の評価には、1×105個の肺 DC を 1 μg/ml の LPS

（Sigma-Aldrich）または 50 μg/ml のポリイノシン酸‐ポリシチジル酸（poly 

(I:C)； Sigma-Aldrich）投与下にて 2 日間培養し、培養上清の IL-10、IL-12p70

濃度を ELISA にて（mouse IL-10 ELISA set、mouse IL-12p70 ELISA set；BD 

Biosciences）測定した。 

肺 CD4 陽性および CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン産生の評価には、それぞれ 6

×104、8×104個の T 細胞をプレート固着の抗 CD3e 抗体（BD-Biosciences）によ

る刺激で 2 日間培養、もしくは PMA（1 ng/ml；Sigma-Aldrich）とイオノマイシ

ン（1 μg/ml；Sigma-Aldrich）を添加した培地で 24 時間培養し、培養上清のサイ

トカインをELISAにて測定した。CD4陽性T細胞については IFN-γ、IL-4、IL-10、

IL-17 を、CD8 陽性 T 細胞については IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-17 を測

定した。IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10 の測定には BD Biosciences 社のマウス用の

ELISA キットを使用した。IL-17 についても同じく ELISA 法にて過去の報告と同

様の方法で行った[43]。補足抗体、検出抗体にはそれぞれ抗マウス IL-17 抗体
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（BD-Biosciences）、ビオチン結合抗マウス IL-17 抗体（BD-Biosciences）を使用

し、酵素としてストレプトアビジン結合セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）

（BD-Biosciences）を検出抗体に結合させることによって測定を行った。 

 

肺組織切片のアポトーシス細胞の検出 

 

 組織内切片のアポトーシス細胞の検出には、ターミナルデオキシヌクレオチジル

トランスフェラーゼ（TdT）により断片化した DNA 末端を dUTP で標識する方法

（TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling；TUNEL）で行った。In situ 

Apotosis Detection Kit（TaKaRa, Kyoto, Japan）を使用し、製造元のプロトコー

ルに従い、パラフィン包埋した組織から 4μm で切り出した切片をフルオロセイン

-dUTP で標識し、HRP 結合抗フルオロセイン抗体により検出し、3,3’-ジアミノベ

ンジジン（DAB）を基質として発色させた。 

 

 

統計学的分析 

 

全ての数値データは平均値±標準誤差で表記した。2 群間の比較にはスチューデ

ントの t 検定を行った。3 群以上の比較にはまずクラスカル・ウオリスの検定で群

間に有意な差があるかを検討し、有意差を認めた場合事後比較としてシェッフェの

検定を行った。p < 0.05 を有意と判定した。 
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結果 
 

PPE 投与による肺の炎症と気腫形成の評価 

 

まずエラスターゼ誘導肺気腫のモデルで肺に炎症が惹起されるか確認するため

に、PPE 投与後 day 2、7、14 における BALF の細胞数、分画を検討した（図 1）。

BALF の総細胞数は day 2 から day 7 まで有意な増加を示し、分画では day 2 にお

いて好中球の有意な増加、day 7 においてマクロファージとリンパ球の有意な増加

を認めた。day 14 においても、総細胞数、マクロファージは有意ではなかったも

のの増加傾向を認めた（総細胞数；p = 0.058、マクロファージ；p = 0.055）。 

 次に肺気腫の形成の評価のため、PPE 投与前と投与後 day 2、7、14 の群に対し

て、組織学的な評価として平均肺胞壁間距離（Lm）の算出、生理学的な評価とし

て一定の圧の下での肺の容量の測定を行った。PPE 投与により確かに肺気腫は形

成されていた（図 2A）。Lm は day 7 以降に有意な増加を認め、肺胞腔の拡大が徐々

に進行していることを示唆したが（図 2B）、肺容量は day 7 までは変化なく、day 

14 でのみ有意な増加を認めた（図 2C）。day 7 までには気腫は形成されているも

のの、炎症細胞が肺に浸潤した結果肺の拡張が阻害されたことが、この 2 つの評価

の違いの原因である可能性として考えられた。以上から PPE の気管内投与により、

早期から肺気腫が形成されることが示された。 
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図 1 対照群（day 0）と PPE 投与群（day 2、7、14）の BALF の総細胞数と分

画 * p < 0.05、** p < 0.01（day 0 との比較）  
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図 2 PPE 誘導肺気腫の組織学的・生理学的評価 

（A）対照群（day 0）と PPE 投与群（day14）の代表的な病理所見。4 μm の切

片をヘマトキシリン‐エオジンで染色した。（B）対照群と PPE 投与群の平均肺胞

壁間距離。* p < 0.05、** p < 0.01（day 0 との比較）（C）対照群と PPE 投与群の

圧‐容量関係。* p < 0.05、** p < 0.01（day 0 対 day 14） 
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エラスターゼ誘導肺気腫における DC の機能の評価 

 

肺気腫形成早期の DC の機能の解析として、同種異系の CD4 陽性 T 細胞に対す

る増殖刺激（Allogeneic MLR）の評価とサイトカイン産生の測定を行った。サイ

トカインの産生に関して、刺激として培地中に LPS（TLR4 リガンド）あるいは

poly (I:C)（TLR3 リガンド）を添加した。生理食塩水を投与したマウスの肺から

分離した DC を対照とし、PPE 投与後 2 日目の肺から分離した DC を評価した。

Allogeneic MLR では、気腫肺から分離した DC と T 細胞の共培養で、T 細胞の増

殖がより亢進していた（図 3）。さらに、気腫肺から分離された DC では LPS また

は poly (I:C)いずれの刺激でも IL-10 の産生が亢進していた（図 4）。IL-12p70 は

いずれの刺激でも検出感度以下のことが多く、両群間で有意な差は認めなかった

（data not shown）。 
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図 3 DC による同種異型 T 細胞の増殖反応 

DC は対照群または PPE 投与群の day 2 の肺（C57BL/6J 由来：H-2b）から分離

し、脾 CD4 陽性 T 細胞（Balb/c 由来：H-2d）と上記の比率で 2 日間共培養し、T

細胞の増殖を BrdU の取り込みによって評価した。* p < 0.05、** p < 0.01（いず

れも対照群との比較） 
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図 4 肺 DC のサイトカイン産生 

DCを対照群またはPPE投与群の day 2の肺から分離し、LPS（A）または poly (I:C)

（B）の投与下で 2 日間培養し、産生された IL-10 の濃度を測定した。** p < 0.01

（対照群との比較） 



 17

エラスターゼ誘導肺気腫における T 細胞のサイトカイン産生 

 

次に、肺気腫形成過程の T 細胞の機能の評価のために、まずサイトカインの産

生を評価した。CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞をそれぞれ PPE 投与後 day 5

の肺から分離し、産生されるサイトカインの濃度を測定した。生理食塩水を投与し

たマウスの肺からもT細胞を分離して対照群とした。CD4陽性T細胞に関しては、

IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-17 の産生亢進を認めた（図 5）。CD8 陽性 T 細胞に関し

ては、IFN-γの産生亢進を認めたが、IL-4、IL-10 は検出感度以下が多く有意差は

認めなかった。また IL-17、TNF-αは PMA とイオノマイシンによる刺激では差が

なかったが、抗 CD3e 抗体による刺激で有意に産生が亢進していた（図 6）。 
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図 5 CD4 陽性 T 細胞のサイトカイン産生 

肺 CD4 陽性 T 細胞を対照群または PPE 投与群の day 5 の肺から分離し、プレー

ト固着の抗 CD3e 抗体による刺激で 2 日間培養、もしくは PMA 1 ng/ml とイオノ

マイシン（Ionomycin）1 μg/ml を添加した培地で 24 時間培養し、培養上清のサイ

トカインを ELISA にて測定した。** p < 0.01（対照群との比較） 



 19

 

 

図 6 CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン産生 

肺 CD8 陽性 T 細胞を対照群または PPE 投与群の day 5 の肺から分離し、プレー

ト固着の抗 CD3e 抗体による刺激で 2 日間培養、もしくは PMA とイオノマイシン

を添加した培地で 24 時間培養し、培養上清のサイトカインを ELISA にて測定し

た。* p < 0.05、** p < 0.01（対照群との比較） 
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エラスターゼ誘導肺気腫における細胞傷害性 

 

最後にエラスターゼの投与後に肺の構成細胞のアポトーシスが誘導されること

を確認するために、肺の組織切片内のアポトーシス細胞の存在を TUNEL 法で評

価した（図 7）。PPE 投与前の肺組織ではアポトーシスは所々に認めるのみであっ

たが、PPE 投与後 day 2 の検体では気道上皮、肺胞壁ともに多くの陽性細胞を認

めた。day 7 の肺においても同様の所見を得た。 
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図 7 PPE 誘導肺気腫におけるアポトーシスの検出 

パラフィン包埋した対照群（PPE 未投与）と PPE 投与群（day2、7）の肺から 4μm

で切り出した切片をフルオロセイン-dUTP で標識し、HRP 結合抗フルオロセイン

抗体により検出し、3,3’-ジアミノベンジジン（DAB）を基質として発色させ、ア

ポトーシス細胞を検出した。対照群の検体では陽性細胞は所々に認めるのみである

が、PPE 投与群の検体では気道上皮、肺胞壁ともに多くの陽性細胞を認める。 

 

 day 2        day 7 

Cont        PPE

50μm 50μm50μm
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考察 
 

本研究により、PPE 投与によって肺に好中球を主体とする炎症が惹起され、肺

気腫の形成が進行する過程で肺 DC の T 細胞に対する増殖刺激の亢進と IL-10 の

産生が亢進していることが示された。また肺の CD4 陽性および CD8 陽性 T 細胞

のサイトカイン産生が亢進し、CD8 陽性 T 細胞は IFN-γ、IL-17、TNF-αを産生す

ることが示された。また、エラスターゼの気管内投与による肺気腫形成過程で肺の

構成細胞がアポトーシスを起こすことも示された。 

本研究では、過去の報告と同様、PPE の投与により肺に好中球主体の炎症が誘

発され、2 週間以内に肺気腫が形成されることが示された。これは COPD が喫煙

などの有害因子に慢性的に暴露されることによって非常に緩徐に進行する病態で

あることとは対照的であり、本研究のように急性炎症に伴い急速に肺気腫が進行す

る現象は一般的に COPD の経過中には認められない。従って、エラスターゼ誘導

肺気腫モデルの病態が一般的な COPD の病態を十分に反映していない可能性は否

定できない。しかしながら、エラスターゼによる肺気腫の誘導に、酵素活性による

直接の肺傷害だけでなく、炎症機転が介在していることは過去の報告で示されてい

る[40]。また、結果的に肺気腫を誘導するという点で、本モデルと COPD の炎症

は同様であり、その機序に何らかの共通点があることが推測される。例えば、本モ

デルで使用した PPE はタンパク分解酵素の一つであるが、COPD の病態において

も多種のタンパク分解酵素が好中球・マクロファージなどから分泌される。さらに、

エラスターゼによるエラスチンの分解産物にはマクロファージを誘導する作用が

あるとの報告がある[44]。即ち、エラスターゼは COPD の病態において中心的な
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細胞の一つとされるマクロファージを制御している可能性が示唆されており、エラ

スターゼ誘導肺気腫モデルにおいても、このエラスターゼとマクロファージの関係

は反映されると考えられる。本モデルと COPD との間には以上のような共通点が

考えられ、本モデルの炎症機転を解析することは COPD の病態の解明にも寄与す

る面があると考えられる。 

本研究では、肺 DC による T 細胞の増殖反応の亢進を認めた。これまで肺気腫

の病態における DC の役割を検討した研究は極めて少ない。Robbins らは喫煙マウ

スの縦隔リンパ節で、DC の共刺激分子の発現と T 細胞の増殖刺激が抑制されてい

ることを報告しているが[39]、本研究と比較して何点か違いを指摘することができ

る。第一に、Robbins らは 1 ヶ月の喫煙暴露で DC の解析を行っているが、これは

肺気腫が形成される前の肺傷害の時期に相当する。一方、本研究のモデルでは PPE

投与 2 日後には肺気腫が形成されつつあるので、肺気腫を誘導する病態機序がまさ

に進行している肺気腫の形成過程において DC の機能の解析を行ったことになる。

第二に、本研究では肺実質の DC を解析対象としたのに対し、Robbins らは縦隔リ

ンパ節の DC を解析対象とした。縦隔リンパ節は肺実質で刺激されて成熟した DC

が移入する器官であるうえ[30]、肺ではなく血流から移行して分化した DC も縦隔

リンパ節には存在する[45]。こうした DC の成熟度や由来の違いが DC 解析の結果

に影響した可能性がある。第三に、肺気腫を誘導するモデルが Robbins（喫煙）と

本研究（PPE）で異なっており、この違いが結果に影響した可能性も考えられる。 

本研究は気腫肺の DC のサイトカイン産生を初めて検討した。以前の研究で早期

の抗原特異的免疫応答におけるDCの機能の亢進に伴い IL-10の産生が亢進したこ

とが認められており[46]、本研究で認められた IL-10 の産生亢進も同様に、DC の



 24

活性化を示唆している可能性がある。 

DC の活性化の機構として、今までに幾つかの機序が想定されている。一つは病

原菌由来のあるパターンを持った分子が、toll 様受容体（toll like receptor; TLR）

に代表されるような細胞表面の受容体に結合することで DC の活性化を促すシグ

ナルである[30、32]。もう一つは内因性の因子に由来する刺激で、炎症性のサイト

カイン、ケモカインや、炎症に伴い破壊された組織から生じる熱ショックタンパク、

細胞外基質の分解産物などが DC を活性化しうる[32、47]。本研究では後者の機序

が想定されるが、近年マウス、ヒトの DC にはプロテアーゼ活性化受容体

（protease-activated receptors: PARs）が発現していることが示されており[48、

49]、エラスターゼが PARs の活性化を通じて直接 DC を活性化している可能性も

否定できない。エラスターゼの DC に対する直接作用については、マウスの骨髄か

ら分化誘導した DC にヒト好中球エラスターゼを作用させることで共刺激分子の

発現を低下させ LPS による DC の成熟を抑制したとの報告があるが[50]、肺 DC

に対する作用や、生体内でエラスターゼが DC に与え得る影響については未だ検討

されていない。エラスターゼを初めとするプロテアーゼは COPD の病態において

主要な位置を占める分子であるので[1、50、51]、プロテアーゼが DC を通じて肺

気腫の病態に与える影響についてさらなる検討が必要であると思われる。 

本研究ではエラスターゼにより気腫が形成されている肺の CD4 陽性 T 細胞にお

いて、IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-17 の産生亢進が認められた。IFN-γは Th1 細胞、

IL-4はTh2細胞、IL-17はTh17細胞が産生する代表的なサイトカインであり[13、

14]、IL-10 については Th2 サイトカインとされる一方、制御性 T 細胞との関連も

近年注目されている[52、53]。従って気腫形成に伴い肺内の CD4 陽性 T 細胞は活
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性化されているが、それは Th1/2/17 のいずれか特定の集団に偏った分化ではない

と考えられる。一方、肺の CD8 陽性 T 細胞においては IFN-γ、IL-17、TNF-αの

産生亢進を認めた。細胞傷害性 CD8 陽性 T 細胞も CD4 陽性 T 細胞と同じく産生

されるサイトカインの種類によって分類されており、産生されるサイトカインのパ

ターンも CD4 陽性 T 細胞の場合と類似している。すなわち、IFN-γを産生し IL-4、

IL-5 を産生しない細胞を Tc1 細胞、逆に IL-4、IL-5 を産生し IFN-γを産生しない

細胞を Tc2 細胞と呼ぶ[15]。従って本研究で認められた IFN-γの産生亢進、IL-4 の

無産生は Tc1 細胞の産生パターンに一致する。また、TNF-αは Tc1 細胞で産生さ

れるものの Tc2 細胞では産生されないとの報告があり[19]、本研究でみられた

TNF-αの産生も Tc1 型に矛盾しない。一方 IL-17 を産生する CD8 陽性 T 細胞の存

在については、IL-17 の発見後間もない頃から認識されてはいたものの[54]、その

機能は最近ようやく報告されつつある段階であり[16、55]、Tc1/2 との関係や CD8

陽性 T 細胞内での位置づけについてはまだ十分に確立していない。以上より、気

腫肺に存在する CD8 陽性 T 細胞は、ほぼ Tc1 型に一致するが、IL-17 を産生する

別の細胞集団も一部含んでいる可能性があると推測される。 

COPD 患者の肺において T 細胞の産生するサイトカインを検討した過去の報告

をみると、Tc1 型が増加していたというもの[17、18、21]、Th1 型と Tc2 型が増加

していたというもの[19]と、Th1 型、Th2 型、Tc2 型が増加していたというものが

ある[20]。TNF-α産生細胞については、CD4 陽性/CD8 陽性 T 細胞ともに増加はし

ていなかったとするもの[19]と CD8 陽性 T 細胞は増加していたとするもの[21]が

ある。本研究の結果との違いは、動物とヒトの違いによるところが大きいのかも知

れないが、COPD の重症度と病態の不均一性が関係している可能性もある。すな
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わち、Tc2 型が増加していたとする報告は中等症以下の重症度の COPD 患者の

BAL の検体を使用したものであり[19、20]、この症例では肺気腫の形成がさほど

進行していない可能性がある。さらに、一般的に気腫化した肺は BAL の回収が困

難となるので[56]、回収された細胞のうち気腫が進行した領域に由来する細胞の比

率は少なくなり、気道領域と構造の保たれた肺胞領域とに由来する細胞の比率が増

加することが予測される。その結果肺気腫以外のもう一つの COPD の基本的特徴

である慢性気管支炎としての病態が、BAL の所見に反映されやすいという可能性

が考えられる。一方、Tc1 型が亢進ないし増加しているとした報告の多くは、手術

で摘出された肺組織から分離された T 細胞を使用している[17、18]。一つは重症の

患者を対象にした研究であり[17]、もう一つは、IFN-γの発現の程度が COPD の重

症度に相関しているとことを示している[18]。以上のことから、Tc1 細胞は COPD

の中でも肺気腫の病態により密接に関係した細胞なのではないかと推測される。こ

の仮説についてはさらなる検証が必要であるものの、本研究では肺気腫を確実に誘

導するモデルで CD8 陽性 T 細胞が Tc1 型であったことを示しており、上記仮説に

矛盾しない結果であった。 

CD8 陽性 T 細胞の主要な機能として細胞傷害能が挙げられる。CD8 陽性 T 細胞

は細胞表面に発現した MHC class I－抗原ペプチド複合体の認識を経て、主にアポ

トーシスを誘導することにより細胞傷害性を発揮しうる。本研究では CD8 陽性 T

細胞の細胞傷害性については解析していないが、肺の構成細胞にアポトーシスを認

めた。これについては活性化された CD8 陽性細胞が肺の構成細胞に対してアポト

ーシスを誘導している可能性も考えられる。肺の炎症細胞が細胞傷害性を発揮する

可能性を示した過去の報告には、急性肺傷害モデルにおけるリンパ球のパーフォリ
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ン、グランザイムの発現増加を示したもの[57]、COPD 患者の喀痰由来のリンパ球

において血液由来細胞に対する細胞傷害性の亢進とパーフォリンの発現増加を示

したもの[28]が挙げられる。また、抗原特異的な CD8 陽性 T 細胞が、同抗原を発

現させた肺胞上皮細胞に対してアポトーシスを誘導したという報告もある[58]。し

かし肺気腫に由来する CD8 陽性 T 細胞が肺の構成細胞に細胞傷害性を示した報告

はこれまでになく、これに関してはさらなる検討が必要である。 

本研究では、CD4 および CD8 陽性 T 細胞の両者で IFN-γの産生亢進を認めた。

肺気腫において IFN-γが担う役割の重要性については過去に動物モデルで検証さ

れてきた。マウスの肺に IFN- γを強制発現させると、好中球とマクロファージが

主体の炎症が惹起され、肺気腫が形成されたとの報告がある[59]。また喫煙誘発肺

気腫モデルにおいて、IFN-γを産生する CD8 陽性 T 細胞が IP-10（IFN-γ-inducible 

protein-10）を産生し、マクロファージに MMP-12 の産生を促すことで肺気腫の

形成に寄与することを示した報告がある[60]。さらに IFN-γは LPS や TNF-αの存

在下で好中球のスーパーオキシドの産生を促進するとされており[61]、IFN-γは肺

内の酸化ストレスの増加を介して肺気腫の形成に寄与している可能性もある。よっ

て肺の T 細胞の産生する IFN-γ産生に関しては、肺気腫の形成に重要な役割を担っ

ている可能性があると考えられる。 

本研究では肺 T 細胞の IL-17 の産生を認めた。これまでに気腫肺の T 細胞によ

る IL-17 の産生の検討は、COPD 患者を対象とした研究ではなされておらず、喫

煙暴露マウスの BAL で IL-17 産生 CD4 陽性 T 細胞を認めたとする報告があるの

みである[62]。IL-17 産生 CD4 陽性 T 細胞は Th17 と呼ばれ、様々な自己免疫性

炎症性疾患において中心的な役割を担うとして近年注目されている[14]。IL-17 は
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Th17 の中心的なエフェクターサイトカインであり、上皮・内皮・線維芽細胞に作

用して IL-8 等のケモカイン、GM-CSF 等の成長因子、および接着因子の発現を促

すことにより、好中球の産生増加と炎症局所への集積を誘導する[63]。気道におい

ても同様の機序で BALF 中の好中球数を増加させる効果があり、これは肺感染症

においては主要な防御機構を担っていると考えられているが、一方で喘息では増悪

因子として、気道過敏性の上昇や重症例での好中球の増加に関連があると考えられ

ている[64]。COPD では好中球性炎症もみられるため、病態への IL-17 の関与が考

えられるが、COPD と IL-17 との関連を示した報告は少ない[65]。本研究で気腫形

成過程の肺の T 細胞からの IL-17 産生を示したことは、COPD と IL-17 との関連

を示唆するものとして貴重な結果と考えられる。IL-17 は気道に好中球を集積させ

ることで BALF のタンパク分解活性を上昇させるという報告があり[66]、COPD

においても同様の機序で IL-17 が肺構造の破壊に役割を果たしている可能性が考

えられる。さらに IL-17 はマクロファージに対しても、局所への集積と生存を促し

MMP-9 の発現を促すとの報告があり[67]、マクロファージを介して肺気腫形成に

寄与している可能性も考えられる。 

本研究において認められた T 細胞の機能の亢進は、炎症による抗原非特異的な

活性化であるかもしれないが、DC の機能の亢進と合わせて考えると、抗原特異的

に活性化を受けた結果であるという可能性も考えられる[32]。例えば、肺気腫形成

過程における炎症機転、および PPE の酵素活性自体による肺構造の破壊は、新た

な抗原の生成や隠されていた抗原の表出を促すと考えられ[12、68]、炎症局所にお

いてリンパ球がこの新たな自己抗原を認識することで、免疫寛容ではなく炎症性免

疫応答が誘導される可能性がある。過去にサルコイドーシスで獲得免疫応答が亢進
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していたとの報告があり、同様の機序が推定されている[69]。肺に豊富に存在する

エラスチン（弾性線維の構成タンパク）はエラスターゼの基質でもあり、エラスタ

ーゼによるエラスチンの分解産物（elastin peptides; EPs）は生体内で生成されて

新たな自己抗原となる可能性を有するが、実際に CODP 患者の末梢血で EPs に反

応するリンパ球、および EPs を認識する抗体の存在が確認されている[70]。抗原

特異的な免疫応答が肺気腫の形成に関与する可能性についても過去に検討されて

おり、ヒト臍帯静脈内皮細胞をラットに免疫することで肺の内皮細胞に対する免疫

応答が惹起され、肺気腫が誘導されたとの報告がある[71]。しかし EPs や血管内

皮に反応するリンパ球が、喫煙/エラスターゼ誘導肺気腫や COPD 患者の肺に存在

するかについてはまだ検証されていない。 

本研究では PPE の気管内投与による肺気腫形成過程において肺 DC の機能を検

討し、T 細胞に対する増殖反応の促進と、IL-10 の産生亢進を初めて示した。肺

DC の活性化は、肺気腫の病態で想定されている自己免疫応答に対して、これを促

進する役割を担う可能性が考えられる。肺気腫の病態に自己免疫応答の関与が考え

られることから[10、12、70、71]、DC の機能を修飾することは COPD の治療と

なる可能性がある。また本研究では CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞が共に活

性化していることを示し、気腫肺において IL-17 産生 CD8 陽性細胞の存在を初め

て示した。さらに T 細胞の産生する IFN-γ、IL-17 は、好中球・マクロファージの

肺局所への集積と活性化を介して、肺構造の破壊を促している可能性も考えられる。

よって T 細胞の機能を修飾することも、COPD の病態の改善につながることが期

待される。しかし DC および T 細胞は、感染防御にも重要な役割を担っているの

で、感染防御機構への影響を最小限にしつつ効果的な治療効果を得るために、さら
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に詳細な病態解析が必要である。例えば COPD に関する獲得免疫応答の検討が進

み、中心的な自己抗原の存在と病態への寄与が明らかになったならば、抗原特異的

な治療を創出することで、病原体など他の異物に対する正常な免疫応答を損なうこ

となく COPD の病態を改善することが可能になるかもしれない。今日はまだ

COPD の病態について不明な点が多く、なお一層の研究の進展が望まれる。 
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結語 
 

本研究により、エラスターゼ誘導肺気腫モデルにおいて、1）肺気腫の形成過程

において肺 DC による T 細胞の増殖反応の亢進と IL-10 の産生が亢進しているこ

と、2）肺の CD4 陽性および CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン産生が亢進している

ことが示され、DC および T 細胞が肺気腫の病態に関与している可能性が示唆され

た。 
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