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1 要旨  

 

COPD急性増悪の病態解明目的に、自然免疫系の賦活化に重要な役割を持つ転

写因子 IRF3に焦点を当てた。Elastase、LPSを用いたマウス COPD急性増悪モ

デルを作成すると、IRF3KOマウスでは、野生型マウスと比較して、CT上の経

時的気腫拡大の抑制と病理上の肺胞腔拡大の抑制が認められた。急性期炎症所

見は、IRF3KOマウスでの気管支肺胞洗浄液の好中球数の増多を認めたが、COPD

に関与する肺の遺伝子発現量低下を認めた。機能比較では IRF3KOマウスに於

ける好中球貪食能の低下とオートファジー機能低下を認め、IRF3の抑制により

好中球機能制御を介した肺気腫形成の緩和の可能性を示した。 
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2 略語  

COPD, chronic obstructive pulmonary disease 

IRF3, interferon regulatory factor 3 

LPS, lipopolysaccharides 

TLR, toll-like receptors 

MyD88, myeloid differentiation factor 88  

TRIF, TIR domain-containing adaptor inducing IFN-β 

PPE, elastase from porcine pancreas 

TNF-α, tumor necrosis factor-alpha 

MIP-1α, macrophage inframmatory protein-1 alpha 

MIP-2, macrophage inflammatory protein 2  

MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1 

IL-17A, interleukin-17A 

KC, keratinocyte chemoattractant 
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3 序文  

 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD)/肺気腫は不可逆的な気流制限を

特徴的とし、臨床症状としては慢性的な咳、痰、呼吸困難を特徴とする慢性進

行性肺疾患である。主症状である喀痰、咳嗽、呼吸困難や併発全身合併症は QOL

にも影響を及ぼす(1) (2)。世界規模で患者数は増大しており、WHOでは 2030年

までに主な死因の第三位、また身体障害の要因の第五位になると推測されてい

る(3)。日本の喫煙者人口は男性で近年減少しているが開始年齢は若年齢化して

おり、諸先進国と比して依然喫煙率は高い。また COPDの診断率向上も考慮し

COPD患者数の増加は当面続くと考えられる。COPDの治療には主に気流制限の

緩和を目的として抗コリン吸入剤、長時間作用型 β2刺激薬吸入剤等が使用され

るが、根本的な治療は未だ無いのが現状である。 

COPD発症、進行には主に喫煙が関与しており、マクロファージ、好中球、

リンパ球が肺胞腔に動員され炎症、アポトーシスを惹起され、肺胞隔壁の破壊

が進行し気腫形成が起こる(4) (5) (6)。一方、COPDではその経過中にしばしば

急性増悪を起こす事が知られている、急性増悪は主にウイルスや細菌感染を契
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機として発症し、しばしば重篤な呼吸不全を起こし COPDの主要死因の一つと

なり、また回復してもその後の呼吸機能や QOLの低下をもたらす為(7)、その予

防、治療は COPDの管理に重要である(8) (9)。上記の病態の様に COPDの発症

や急性増悪には自然免疫系が関わっていると考えられ(10) 、その病態解明が新

規治療薬に結びつく可能性がある。 

Interferon regulatory factor 3 (IRF3)はウイルス感染における Type1 interferon産

生に関わる転写因子で、自然免疫受容体の刺激で活性化される(11, 12)。具体的

には、ウイルスや細胞内寄生菌由来の二本鎖 RNA,DNAを RIG-1 like receptors

を介して認識する経路や(13)、二本鎖 RNAやグラム陰性桿菌の内毒素として知

られる Lipopolysaccharides (LPS)を各々Toll-like receptors (TLR)3,4を介して認識

する経路で IRF3は活性化される(12, 14)。各経路のシグナルは TANK-binding 

kinase-1 (TBK1)の活性化を通して細胞質内の IRF3のリン酸化をもたらし、核内

に移行し標的遺伝子の転写が起こる(15, 16)。 

TLR4 活性化後のシグナル伝達経路には、IRF3 を介する経路とともに NF-κB

を介する経路の二つ存在する。前者は TIR domain-containing adaptor inducing 

IFN-β (TRIF)を経由して転写因子 IRF3を活性化する経路であり、後者は受容体



 7 

アダプタータンパク質Myeloid differentiation factor 88 (MyD88)を経由し、主に転

写因子 NF-κBを最終的に活性化する経路である(17, 18)、LPSはいずれの経路も

活性化し(19)(Fig.3-1)、NF-κBを介する経路についてはその存在が COPD形成に

必須であることが報告されているが、IRF3についてはその役割が不明である。 

COPDの急性増悪には上記の通り感染契機となる事が多く、LPSの関与が示唆

される。LPS は経気道的な単回投与により好中球浸潤による肺障害、肺炎を起

こすが(20)、短期間投与では肺気腫病態はほぼ惹起されない。一方、COPDの実

験動物モデルに関しては肺の基本構造であるエラスチンを主に分解する elastase

を経気道的投与するモデルが以前から知られている。elastaseは主に好中球に含

まれており、ヒトにおいても COPD との関連が示唆されている。喫煙によって

もたらされるヒトの複雑な COPD の病態を完全に反映するかは議論が残るもの

の、用量依存的にかつ単回で早期に肺気腫を誘発でき機能形態的変化も比較的

測定容易な為、頻用されている(21)。 

今回、elastaseの経気道的投与により肺気腫を形成し、その後に LPSを同様に

投与し肺炎/肺障害を惹起させるマウスモデルを用いて、今回の研究目的として

COPD/肺気腫の急性増悪における IRF3 の役割を解明する事を設定した。IRF3
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機能解析においては、遺伝子ターゲティング法により遺伝子欠損マウスが作成

されており(11)、主にウイルス感染や TLR 経路等の自然免疫系の解析において

使用されている(22) (23)。今回の目的においても主に野生型マウスと IRF3KOマ

ウスを用いて比較する事により解析する事とした。 
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Figure 3-1 IRF3を介する自然免疫受容体シグナル伝達経路	
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4 方法  

 

4-1	
 試薬  

LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia coli 0111:B4)、PPE (Elastase From 

Porcine Pancreas , Type Ⅲ-A)、Latex beads (carboxylate-modified, fluorescent 

yellow-green)、Deoxyribonuclease Ⅰ from bovine pancreasは Sigma-Aldrich (St.Louis, 

Missouri, USA)より購入した。Collagenase type Ⅰ、Dispase ⅡはWako Pure 

Chemical Industries (Osaka,Japan)、anti-mouse GAPDH antibodyは GeneTex (Irvine, 

CA, USA)、anti-mouse LC3 antibodyは Abcam (Cambridge, MA, USA)より購入した。

Anti-Mouse CD16/CD32、Anti-Mouse Gr-1 biotin、Anti-Mouse CD11c APC、

Streptavidin PEは eBioscience (San Diego, CA,USA)にて購入した。 

 

4-2実験動物  

野生型 (WT)としては、C57BL/6NCrSlc マウス (6-10週齢，オス)を使用し，三

共ラボサービス (Shizuoka, Japan)より入手した。IRF3遺伝子欠損 (IRF3 KO)マウ

ス (C57BL/6J background)は東京大学生産技術研究所 谷口維紹先生の承諾を頂
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き、RIKEN BRCより購入した。実験は武蔵野大学実験動物委員会の承認を受け，

動物実験等の実施に関する基本指針に従って Specific Pathogen Free: SPF環境で

自由採餌および水飲下で飼育された。 

 

4-3 マウス肺気腫/COPDモデルおよび増悪モデルの作成  

PPE+LPS群にはマウスを塩酸メデトミジン（1 mg/kg），塩酸ケタミン（90 mg/kg）

で麻酔後、phosphate-bufferd saline (PBS)に溶解した Pancreatic porcrine elastase

（PPE）を 0.5 U/50 μlを経鼻投与した (day 1)。その後 day 8,11,15に同麻酔後 PBS

に溶解した LPSを 25 μg/50 μl経鼻投与した。PPE群には day 1に PPEを投与し、

以後は LPSの代わりに PBSを 50 μl経鼻投与した。経鼻投与により気道を介し

て肺胞領域まで感作される。評価法としては 0週、1週、2週、4週、6週にmicro-CT 

(Latheta LCT-200; Hitachi Aloka Medical, Tokyo, Japan)による胸部 CT撮影と 6週

後の肺組織病理像とした。以下に投与スケジュールを示す。 
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Figure 4-1	
 PPE,LPS投与と CT撮影スケジュール 

4-4 CTを用いた肺気腫の定量  

マウスを塩酸メデトミジン (1 mg/kg)、塩酸ケタミン (90 mg/kg)で麻酔後、仰

臥位で固定し CT撮影を行った。撮影条件を以下に示す。 

  

Figure 4-2	
 CT撮影条件 

撮影後、CT値を基に画像解析を行った。代表的な画像を以下に示す。気腫肺体

積の CT値は含気成分の増加に伴い正常部より低下する。今回肺気腫部体積の

CT値を-871〜-610 HU、全肺体積(肺血管部位を除したもの)を-871〜-250 HUと

した(24, 25)。解析過程で気管体積も双方の項目に含まれてくる為、気管体積は
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別に-871〜-250 HUにて計算し、両数値より除いた。LAA% (low attenuation 

area %)を全肺体積に占める肺気腫部体積の割合として算出した。 

 
Figure 4-3	
 代表的な CT画像 
左図が感作前の野生型マウス、右図が PPE+LPS投与後野生型マウスの胸部 CT
画像を示す。気腫部位は主に青色部位として表示される。 

 

4-5 組織学的検討  

マウスをペントバルビタールナトリウム麻酔下で気管切開し，20 G静脈留置

カテーテルを挿入した。心臓採血により脱血後、経心臓的に PBS で灌流し，そ

の後カテーテル部位より 4 %パラホルムアルデヒド液を 25 cm水柱圧にて注入

して気管部位を結紮しながらカテーテルを除去した。胸郭ごと摘出し 4 %パラホ

ルムアルデヒド液に浸けて固定し一晩以上 4 ℃で保管した。右肺検体でパラフ

ィンブロックを作成し、回転式ミクロトームにて 5 μm切片を切り出した。加熱

処理と Histo-clear液 (National diagnostics, Atlanta, USA)により脱パラフィンを行
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った後、Mayer’s hemalum sulotion (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)と 1 % 

Eosin-Y solution (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) を 用 い て

Hematoxylin-eosin 染色を行った。染色標本を光学顕微鏡にて観察し、FLOVEL 

Image Filing System (Flovel, Tokyo, Japan)にて画像撮影解析を行った。 

評価法として、平均肺胞隔壁間距離(Mean linear intercept (Lm))値を用いた(26) 

(27) (28)。具体的には、肺組織画像上に無作為な線を引き、各肺胞壁によって分

断された区間の長さの総和を求め、分断線の総数で除することによって求めた。

1肺葉あたり 4区画 100箇所以上の分断線を測定し、4葉の平均値を算出する事

で各個体の平均肺胞隔壁間距離とした。 

 

4-6 急性期炎症の解析  

PPE+LPS群ではWTマウス、IRF3KOマウスに塩酸メデトミジン，塩酸ケタ

ミン麻酔を用いて、day 1に PPE0.5 U/ 50 μlを経鼻投与後 day 8にLPS 25 μg/ 50 μl

を経鼻投与し、24時間後に気管支肺胞洗浄液、肺を採取した。同様に PPE群は

day 1に PPE 0.5 U/ 50 μl経鼻投与後、LPS群は LPS 25 μg /50 μl経鼻投与後、PBS

群は PBS 50 μl経鼻投与後に各群翌日に検体採取を行った。 
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4-7 気管支肺胞洗浄  

ペントバルビタールナトリウム麻酔下に気管切開し，20 G静脈留置カテーテル

を挿入した。カテーテルより生理食塩水 1 mlずつ注入後回収し，計 3回繰り返

して気管支肺胞洗浄液（bronchoalveolar lavage fluid: BALF）を吸引採取した。採

取後細胞成分と上清を 4 ℃ 1500 rpm 10分遠心分離し，細胞成分は PBSに浮遊

させ，細胞数の計測をしたのち，Shandon Cytospin 4 (Thermo Electron Corp., 

Waltham, MA, USA)を用い 640 rpm 2分にてサイトスピン標本を作製した。標本

は Diff-Quik染色液 (Sysmex, Hyogo, Japan)で染色し，細胞分画を解析した。 

 

4-8 RNAの抽出及び cDNA合成  

4-6 にてマウスから摘出した肺は液体窒素で凍結保存し，RNA の抽出に用い

た。液体窒素より取り出した肺を速やかにマルチビーズショッカー (YASUI 

KIKAI, Osaka, Japan)にて粉砕後 Trizol Reagent (Life Technologies, Carlsbad, 

California, USA)1 mLを加えて RNAを抽出した。RNA抽出液を新チューブへ移

し、クロロホルム 200 μL加え混和した後、遠心分離（15000 rpm、25 ℃、15 min）

を行い、上層のみを採取し新チューブに移した。イソプロパノール 500μL加え、
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転倒混和し、遠心分離（12000 rpm、25 ℃、10 min）を行った。遠心後、上清を

取り除き、80％エタノールにて RNAペレットを洗浄した。風乾後、DNase Buffer

と dH2Oで溶解し、TURBO DNase (Life Technologies)を加えてゲノム DNAを分

解除去した（37 ℃、1 hr）。EDTA添加と熱変性処理（80℃、10min）にて DNAse

を不活化後、NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Nano Drop technologies, 

Wilmington, De, USA)を用いて、各サンプルの RNA濃度を測定した。 

次に cDNA合成を行った。Oligo dT、dNTP mix(Takara Bio Inc. Shiga, Japan)、

抽出した RNA、および dH2O を加えて反応溶液とした。GeneAmp PCR System 

9700 (Applied Biosystem, CA, USA)を用いて熱変性後 (65 ℃、 5 min)、Prime 

Script (Takara Bio)および付属の buffer、ribonulease inhibitor、dH2Oを加えて、同

様に 42 ℃, 40 minにて反応させた。 

 

4-9 Quantitative PCR 

合成した cDNAを用いて各種 mRNAの発現量を、SYBR Premix Ex Taq Ⅱ

(Takara Bio)、Forward/Reverse Primer、cDNA を反応溶液とし、Light Cycler 96 

(Roche Diagnoitics, Mannheim, Germany)を用いてリアルタイム polymerase chain 
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reaction (PCR法）にて測定した。反応条件は、アニーリングは 60 ℃ 10 s、

DNA伸長は 72 ℃ 10 sとし 45サイクル繰り返した。結果は β-actinの mRNA

発現量で標準化した。各プライマー配列を Figure 4-3に示す。 

 

Primer Forward (5' to 3') Reverse (5' to 3') 

β-actin CTCCTAGCACCATGAAGATCA CCTGCTTGCTGATCCACATC 

TNF-α CCCCAAAGGGATGAGAAGTT CACTTGGTGGTTTGCTACGA 

CXCL10 GCTGCCGTCATTTTCTGC TCTCACTGGCCCGTCATC 

MIP-1α AGCGCCATATGGAGCTGAC TGCCGGTTTCTCTTAGTCAG-
GA 

MCP-1 ATCCCAATGAGTAGGCTGGAGA  TAATGTATGTCTGGACCCAT-
TCC 

KC GACTCCAGCCACACTCCAAC  TGACAGCGCAGCTCATTG  

MIP-2 AAAATCATCCAAAAGATACTGA
-ACAA 

CTTTGGTTCTTCCGTTGAGG 

IL-17A CGTCACCCTGGACTCTCCA CAGAATTCATGTGGTGGTCC
-A 

Figure 4-4	
 使用した primer配列 

4-10 肺由来の好中球、マクロファージのソーティング  

4-6にて取り出した PPE+LPS群由来の肺を、Hank's Balanced Salt Solution 

(HBSS)に 0.2% Collagenase、0.1% Dispase、0.25% Deoxyribonucleaseを溶解さ

せた液中で剪刀にて細かく切断し、水浴にて 37 ℃ 1時間インキュベート
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した(29)。溶液を 40 μm cell strainer(Corning Inc. NY, USA)に通し、PBSで

洗浄した。500 g, 10 minにて遠心後ペレットを Lysis Buffer (PharM Lyse, 

BD Biosciences, San Diego, CA,USA)にて懸濁し、室温にて 3分放置後 PBS

洗浄し再遠心した。ペレットを 0.01% Deoxyribonuclease/ Dulbecco's Modified 

Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)にて 懸濁し室温 5分間放置、

DMEM/ F-12にて洗浄後遠心し、ペレットを PBS/ 2% Fetal bovine serum (FBS)/1% 

Penicillin Streptomycin (PS)にて懸濁した。Anti-Mouse CD16/ CD32 にて Fc 

receptor ブロック後、Anti-Mouse Gr-1 biotin、Anti-Mouse CD11c APCを添加し、

反応後遠心洗浄し Streptavidin PEを反応させた。遠心洗浄後 PBS/ 2%FBS/ PSに

懸濁し懸濁液を再度 cell strainerに通してソーティング前懸濁液とした。直前に

死細胞除去用の Propidium iodide (Sigma-Aldrich)を添加し Cell Sorter SH800 

(Sony,Tokyo, Japan)にて解析した。好中球の展開のプロセスは、FSC,BSC (SSC)

にて展開後標的細胞集団をゲーティング(Fig. 4-4(A))し、doubletと死細胞を除去

後、Gr-1high CD11clowの集団を好中球とした(30) (31) (Fig. 4-4(A))。マクロファー

ジは全集団から死細胞除去後 Gr-1int CD11chighの集団をゲーティングし(30) (Fig. 

4-4(B))、doubletを除去して決定した。それぞれの純度はサイトスピン標本を作
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製後、Diff-Quik染色にて＞95%を確認した。 

 

 

 

Figure 4-5	
 セルソーターによる好中球、マクロファージ分離のストラテジー 

(A)好中球のソーティング過程。 (B)マクロファージのソーティング過程。 

 

(A)  

(B)  
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4-11 ミエロペルオキシダーゼ(MPO) 活性測定  

肺組織検体は、PPE+LPS 投与後の凍結肺をマルチビーズショッカーにて粉砕

後、hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB) buffer (50 mM KPO4, 0.5% 

HTAB, pH 6.0)を 1 ml加えて撹拌、組織を溶解した。14,000 g, 30 min, 4 ℃にて遠

心後上清を抽出し反応液とした。好中球培養液は、ソーティングした好中球を

PBS/ 2%FBSにて 5×105 /mlとし、96 well plateに 200 μlずつ分注して 2 h 37 ℃ 

5 % CO2 にて培養後、遠心後上清を採取して反応液とした。96 well assay plate

上で肺組織反応液 10 μlに tetramethylbenzidine (TMB) substrate (SurModics, MN 

55344, USA)を 90 μl加え、1分後に 0.5 mol/l H2SO4を添加して反応停止させプレ

ートリーダー(SUNRISE, TECAN JAPAN，Kanagawa，JAPAN)を使用して 450 nm

吸光度を測定、650 nm波長をリファレンスとして算出した。好中球培養液では

培養液 100 μlに TMB100 μl添加し、5分後に反応停止させて同様に算出した。 

 

 4-12 ラテックスビーズ貪食能の測定  

4-10にてソーティングした好中球を PBS/ 2 %FBS/ 1 %PSに懸濁して 2×105 ず

つ分注し、各々に Latex beadsを加えて 2時間 37 ℃ 5 % CO2 にて培養後、遠心



 21 

洗浄し、再懸濁して Cell Sorter SH800にて細胞の蛍光度を測定した。Latex beads

を貪食した細胞は FITC陽性細胞として検出される。評価項目は全細胞のMFI 

(mean fluorescence intensity)と、全細胞中の FITC陽性細胞の比率とした。同様の

操作をマクロファージにても行った。また、細胞の一部はサイトスピン標本を

作製後速やかにMounting Medium with DAPI (Vectashield, Burlingame, CA,USA)に

て核染色、封入し蛍光顕微鏡にて観察を行った。 

 

4-13 オートファジー活性測定  

4-10にてソーティングした好中球を HBSSにて 2×106 /ml 懸濁後、Autophagy 

Watch (MEDICAL ＆ BIOLOGICAL LABORATORIES CO, Aichi, Japan)キットを

用いて解析した。このキットはオートファジー活性を解析する時に用いられる

LC3の発現を同定するものである。オートファジーの本体であるオートファゴ

ソームがリソソームと融合するのを阻害するクロロキンを半分の細胞集団に添

加し、残り半分は添加せずに 2時間 37 ℃ 5 % CO2 にて培養を行った。LC3の

発現の同定は免疫蛍光細胞染色法を用いた。 
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4-14 免疫蛍光細胞染色  (ICC/IF) 

4-13にて得られた各細胞群を用いてサイトスピン標本作成に使用し、速やか

に 4 % パラホルムアルデヒドで 10分間固定し、洗浄後 3 % FBS/ PBSにて室温

1時間ブロックングした。Autophagy Watch (MEDICAL ＆ BIOLOGICAL 

LABORATORIES CO)キット添付の Anti-LC3 mAbを使用し、二次抗体は Anti 

mouse IgG FITC (eBioscience)1000倍希釈して使用し室温 1時間インキュベート

した。洗浄後、Mounting Medium with DAPI（Vectashield）にて核染色、封入し

蛍光顕微鏡にて観察した。 

 

4-15 解析  

統計処理ソフトとしては JMP Pro11.2.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA)を使用

し、二群間の比較は Student T検定を用いた。多群間比較は analysis of variance 

(ANOVA)による分散分析で評価し､それぞれの群間比較は Tukey-Kramer’s HSD 

法を用いて検定した｡データは平均値± SEMで示し、p<0.05を有意水準とした。 
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5 結果  

結果 1: IRF3KOマウスにおける肺気腫形成の抑制 

方法 4-3に記載したプロトコールにて PPE, LPSを点鼻投与し、 COPD増悪モ

デルを作成した。気腫性変化の定量を micro-CTにて経時的に行った所、 

IRF3KO群では WT群と比して、4週以降で有意な肺気腫形成の抑制を認めた

(Fig. 5-1)。 
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Figure 5-1. CT LAA%による気腫性変化の定量と経時的変化  
WTマウス、 IRF3KOマウスに方法 4-3 プロトコールを用いて PPE、 LPS点鼻
を行い COPD急性増悪モデルマウスを作成した。比較対照として PPE投与群を
各々作成し、経時的な気腫性変化の定量を micro-CTを用いて解析した。4週以
降でWT PPE+LPS群と IRF3KO群に有意差を認めた。 
データは 3回の実験を総合し、平均±SEMとして示した。  
(* p ＜0.05 WT PPE+LPS vs. IRF3KO PPE+LPS; PPE+LPS群 n=12-14,PPE群 
n=5-6) 
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次に肺気腫形成に於ける LPSの役割を検証する為に、 LPS投与が初回となる

１週目の LAA%をベースラインとした、その後の LAA%の変化を抽出した 

(Fig. 5-2)。 

WT群では 4週以降で LPSによる気腫形成拡大効果を認めたが、 IRF3KO群で

は同様の効果は認められなかった。 

  



 26 

 

 

 

 
Figure 5-2.  LPS投与直前をベースラインとした LAA%の経時的変化 
Fig 5-1. のグラフを基に、各個体 1週目の LAA%を 2週目以降の LAA%からそ
れぞれ引いて作成した。  
(* p ＜0.05 WT PPE+LPS vs. WT PPE; PPE+LPS群 n=12-14, PPE群 n=5-6) 
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以上より micro-CT上は IRF3KO群に於いて PPE+LPS投与による肺気腫形成の

抑制を認め、また LPS投与による PPEによる肺気腫形成の増悪効果はWT群の

みに認められる事が判明した。実際の組織にて気腫形成がどの程度形成されて

いるかを両群で比較確認する為に、 PPE+LPS投与開始 6週後に肺を摘出し病理

組織切片を作成し、 Hematoxylin-eosin染色にて観察を行った(Fig. 5-3)。両群と

も正常コントロールと比して肺胞壁の破壊を伴う気腔の拡大が認められ、

micro-CT上の気腫性病変と合致した所見であった。また、肺胞隔壁間距離の平

均を方法 4-5に記載の通りに算出比較した所、 IRF3KO群ではWT群と比して

有意な低下を認めた。肺気腫病変が高度であれば肺胞隔壁間距離は増加するの

で、組織学的にも IRF3KO PPE+LPS群ではWT同群より気腫性変化が抑制され

ている事が裏付けられた。 
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Figure 5-3.  肺病理組織像による比較 
(A)  肺組織病理像の代表的画像を示す。 WT 群,IRF3KO 群共に肺胞隔壁の破壊
を伴う肺胞腔の開大を認める。上図は正常肺コントロール群。 HE染色、40
倍拡大にて観察した。 

(B)  肺胞隔壁間距離をランダムに測定し、平均値として算出した。各群 n=12   
(* p <0.05) データは平均±SEMとして示した。 
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結果 2 : PPE+LPS投与による炎症反応の差異  

病変形成における初期の細胞浸潤、サイトカイン産生の差異について検討す

る目的で、 PPE+LPS投与により誘発される急性炎症に関して検討を行った。プ

ロトコールの如く PPEを day 1に投与後 day 8にLPSを投与し、翌日に肺とBALF

を回収した。比較対照群として PBS, PPEもしくは LPS投与後翌日に回収した群

も作成した(それぞれ control群、 PPE群、 LPS群とした)。 

まず、肺より抽出した RNAを用いたリアルタイム PCR法により、 COPDや

COPD 急性増悪に関わるとされるサイトカイン・ケモカインの発現解析を行っ

た。MCP-1、 TNF-α、 MIP-1α、 CXCL10の発現解析では両群ともコントロー

ル群からの発現上昇を認めたが、IRF3KO PPE+LPS群ではWT同群と比して有

意な発現低下を認めた(Fig.5-4 (A))。 

また、好中球遊走に関わる因子である KC、 MIP2、 IL-17A の発現解析を同

様に行った。KCでは KO群での発現低下、 IL-17Aでは発現上昇、 MIP2では

発現に有意差は認められず、各液性因子により発現は異なっていた(Fig.5-4 (B))。 

以上より、PPE+LPSにて誘導される液性因子のプロファイルは IRF3KO群で

低下する因子が多数であったが、 MIP-2や IL-17Aでは同等または発現上昇する

事が示された。  



 31 

 

 

 

 

 

 

 

0  

5  

10  

15  

20  

25  

30  

35  

M
CP

-1
 re

la
tu

ve
 e

xp
re

ss
io

n 
 

no
rm

al
iz

ed
 to

 β
-a

ct
in
	
 

 *	
 

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 

TN
F-
α 

re
la

tu
ve

 e
xp

re
ss

io
n 

 
no

rm
al

iz
ed

 to
 β

-a
ct

in
 

*	
 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

M
IP

-1
α 

re
la

tu
ve

 e
xp

re
ss

io
n 

 
no

rm
al

iz
ed

 to
 β

-a
ct

in
  *	
 

0  

50  

100  

150  

200  

250  

300  

CX
CL

10
 re

la
tu

ve
 e

xp
re

ss
io

n 
 

no
rm

al
iz

ed
 to

 β
-a

ct
in
	
 *	
 

(A)  



 32 

 

 
Figure 5-4.  肺組織を用いた遺伝子発現量的解析 
肺組織より RNAを抽出し、各遺伝子 mRNA発現量をリアルタイム PCR法によ
り定量し、β-actin の発現量で補正した。データは 2-3 回の実験を総合し、平均
±SEMとして示した。 (* p <0.05）WT: n=6-10 IRF3KO: n=8-12 
(A) COPD、COPD急性増悪に関わるサイトカイン、ケモカインの発現を示す。  
(B) 好中球遊走等に関わるサイトカイン、ケモカインの発現を示す。 
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次に、BALF の細胞数、細胞分画の解析を行った。PPE+LPS 群では WT 群、

IRF3KO群とも PBS群と比して総細胞数、好中球数の上昇を認めたが、IRF3KO

群の方がWT群より上昇が顕著であった(Fig.5-5 (A))。また、PPE単独,LPS単独

群との比較でも、IRF3KO群では PPE+LPS群に於ける総細胞数、好中球の上昇

を認めたが、WT 群では有意差は認められなかった(Fig.5-5 (B))。以上より

PPE+LPS双方投与による好中球数増多効果は IRF3KO群のみに認められると考

えられた。 
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Figure 5-5.  BALFの総細胞数、細胞分画解析 
各種刺激後、各個体より BALFを採取し、細胞数、分画解析を行った。（* p <0.05） 
(A) PBS 投与、 PPE+LPS 投与後の WT 群、 IRF3KO 群の総細胞数、細胞分画
の比較。PBS群:各群 n=3 PPE+LPS群: WT群 n=12; IRF3KO群 n=13 

(B) PPE+LPS投与と PPE単独もしくは LPS単独投与間でのWT群、 IRF3KO群
それぞれの総細胞数、好中球数の比較。PPE群: WT n=8; IRF3KO群 n=7 LPS
群: 各群 n=8 
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結果 3: PPE+LPS投与による肺好中球機能の差異  

前結果から PPE+LPS投与により、 IRF3KO群の方が BALFの総細胞数、好中

球が増多している事が分かった。この結果は同投与により IRF3KO PPE+LPS群

では WT 同群より気腫性病変が緩和される結果と相反する事柄であったため、

次に好中球機能の解析を行った。 

まず好中球が放出する細胞障害物質であるミエロペルオキシダーゼ (MPO)活

性を PPE+LPS投与後の肺組織(Fig.5-6 左図)、PPE+LPS投与後に肺よりソーティ

ングした好中球(Fig.5-6 右図)を一定時間培養後の上清を用いて行った。いずれ

においてもWT、 IRF3KO群での有意差は認められなかった。 
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Figure 5-6  肺組織、肺組織由来好中球のMPO活性 
PPE+LPS 投与後、各個体より肺組織を採取し、凍結肺全体もしくは肺よりソー
ティングした好中球の培養上清を用いてMPO活性を測定した。 (* p <0.05) 
肺(左図)では各々PBSコントロール肺と比してPPE+LPS投与によるMPO活性の
上昇を認めたが、 WT群と IRF3KO群での差は認められなかった。好中球(右図)
に於いても同様の結果であった。凍結肺: control 各群 n=3 PPE+LPS 各群 n=5 好
中球:各群 n=5 
  

0 

0.05 

0.1 

0.15 

0.2 

0.25 

0.3 

Lu
ng

 M
PO

 a
ss

ay
 

O
D

 v
al

ue
	
 

 *	
 

*

   NS	
 

0.8 

0.82 

0.84 

0.86 

0.88 

0.9 

0.92 

0.94 

WT IRF3-/- 
Lu

ng
 n

eu
tr

op
hi

l M
PO

as
sa

y 
O

D
 v

al
ue
	
 

NS	
 



 37 

次に蛍光ラテックスビーズ貪食能の測定を行った。肺由来の好中球もしくは

マクロファージを一定時間ラテックスビーズと培養した。貪食後の細胞は FITC

陽性の細胞として検出可能であり、ビーズを貪食した細胞の程度(MFI、左図)と

割合(右図)をフローサイトメトリーにて測定した。好中球では IRF3KO群におい

てMFI、蛍光細胞の割合いずれも低下を認めた(Fig.5-7(A))。一方、マクロファ

ージに於いては両群で有意差は認められなかった(Fig.5-7(B))。 

さらに、貪食後の細胞をサイトスピン標本として核染色後に観察したが、好

中球では IRF3KO群でのビーズ貪食量はWT群より少なく(Fig.5-8(A))、一方肺

胞マクロファージではほぼ同等の所見であった(Fig.5-8(B))。貪食能の顕微鏡像

もフローサイトメトリー所見と矛盾しないものであり、以上より PPE＋LPS処

理後肺の好中球では IRF3KO群において貪食能が低下している事が考えられた。 
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Figure 5-7  肺組織由来好中球、肺胞マクロファージのラテックスビーズ貪食能
活性 
WT群もしくは IRF3KO群の肺組織よりソーティングにより単離した好中球、肺
胞マクロファージを用いて蛍光ラテックスビーズを貪食させ、各細胞の蛍光強

度をフローサイトメトリーにて解析した。ラテックスビーズ貪食細胞は FITC陽
性細胞として検出される。各々左図が全細胞の FITC の平均蛍光強度、右図が
FITC陽性細胞の割合を示す。各実験は 3回ずつ行い、平均±SEMとして示した。
(* p <0.05) 

(A) 好中球を 2×105 ずつ分注し、ラテックスビーズ（0.4 μl, 0.6 μl）と 2時間イン
キュベートした後、洗浄して測定した。 

(B) 肺胞マクロファージを 2×105 ずつ分注し、ラテックスビーズ(1.0 μl)と 2時間
インキュベートした後、洗浄して測定した。 
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Figure 5-8 好中球、肺胞マクロファージの貪食像  
(A) ラテックスビーズ(緑)を貪食させた好中球のサイトスピン標本を作成後

DAPI で核を染色(青)し、蛍光顕微鏡にて観察した。WT 群(左)と比して
IRF3KO群(右)では貪食活性の低下が認められる。 

(B) 同様に肺胞マクロファージを用いて観察したもの。こちらは両者ほぼ同等の
所見であった。 

(A)、(B)とも 400倍で観察した。 
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以上より、IRF3KO群ではWT群と比して、PPE+LPS投与後の肺好中球貪食

能が低下している事が示唆された。次に、同じく細胞の貪食機能であるオート

ファジー活性を調べた。オートファジー活性測定として用いられる、オートフ

ァゴソーム上に発現するタンパク質 LC3-Ⅱのクロロキン(CQ) 処理前後による

発現変化の解析を行った。 

免疫細胞染色(Fig.5-9)により、WT群好中球での CQ処理による LC3の発現上

昇が観察されたが、IRF3KO群好中球では発現上昇は明白でなかった。PPE+LPS

処理後好中球のオートファジー活性は IRF3KO群において低下している事が示

唆された。 
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Figure 5-9  PPE+LPS投与マウス肺由来好中球における LC3の発現   
肺よりソーティングした好中球、マクロファージを 2 分割し、オートファゴソ
ームを蓄積させるクロロキン(CQ)処理による LC3の発現量変化を解析した。 
各細胞群を LC3 (緑、矢印)で免疫染色後、DAPIで核を染色(青)し、蛍光顕微鏡
にて観察した。WT 群(上段)では CQ 処理後に LC3 の蓄積が観察されるが、
IRF3KO群(下段)では LC3の蓄積は明らかでなかった。全て 400倍にて観察した。 
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6 考察  
 

本研究では COPD 急性増悪の病態と自然免疫系の関わりを調べるにあたり、

グラム陰性桿菌の内毒素である LPS を認識する自然免疫受容体 TLR4 の活性化

経路の下流にある転写因子 IRF3に着目して、マウス病態モデルを用いて COPD

急性増悪の病態における IRF3の役割を解析した。micro-CTを用いた気腫性病変

定量評価では、IRF3KO群では WT群と比して気腫性病変が緩和する事、また、 

PPE単独投与に加え LPS投与する事による気腫病変の増悪効果はWT群のみで

見られる事が判明した。 

臨床の現場において肺気腫病態評価には CTが広く使われており、呼吸機能や

予後にも関連する(32) (33)。近年では COPD動物モデルにおいても micro-CTが

使用されており、気腫の定量的評価が可能でありまた病理像とも良く相関し、

経時的病態評価において良い方法である(24)。今回も病理像において IRF3KO群

において肺胞腔の拡大が緩和される事が確認でき、micro-CT、病理像の双方の

観点から IRF3KO群における PPE+LPS誘発肺気腫の緩和が示された。PPE後の

LPS 投与による気腫病変の増悪効果は単回の LPS 投与により PPE 投与後 12 週

で認められる事が示されているが(25)、今回 LPSを反復投与する事で、4週とい
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うより短期間で気腫病変の増悪効果が得られる事を初めて示した。 

LPSは TLR4により認識されるが、TLR4はマクロファージ、樹状細胞のよう

な免疫細胞と、上皮細胞や線維芽細胞、内皮細胞のような構造細胞にも発現す

る(34)。PPE により肺胞構造の破壊、上皮/内皮障害や細胞外基質の分解、炎症

性サイトカイン産生や酸化ストレスの増大が起こり、肺気腫が形成されるが(35)、

その後に LPS にて経気道的に感作する事により前述の免疫細胞や構造細胞が

TLR4 を介して刺激され(36)、炎症性サイトカインの産生やアポトーシス、酸化

ストレスの増大等が再度惹起されるため肺気腫腔の増大がもたらされ、これら

に IRF3 が関与する事が考えられた。NF-κB に関してはその活性化と共に IL-1

βや IL-6、TNF-α等が上昇する事が COPD急性増悪の患者において認められて

いる(37)が、IRF3に関しては今回初めてその関与が認められた。 

上記仮説を踏まえ、次に PPE+LPS投与により誘発される急性期炎症を解析す

る為、LPS 投与後翌日における肺組織由来のサイトカイン・ケモカイン産生や

浸潤する BALF を用いた炎症細胞数・分画の比較を行った。Fig5-4 に示された

様に、COPD や COPD 急性増悪に関わる液性因子の低下を認めた。今回測定し

た因子はMCP-1、 MIP-1α、 TNF-α、 CXCL10である。MCP-1は肺胞上皮細胞
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等から分泌され、単球・マクロファージの遊走因子として作用し、 COPD患者

での BALF (38)や痰(39)での発現上昇が指摘されている。MIP-1αはマクロファー

ジや好中球、線維芽細胞や上皮細胞で産生され、 TNF-α等他サイトカインの分

泌を制御(40)し、COPD患者痰での発現上昇(41)が認められる。TNF-αは、喫煙

COPD患者での血中や痰での発現上昇(42) (43)やそのTNF-α遺伝子多型とCOPD

感受性との関係が指摘されている(44)。CXCL10 はマクロファージ、上皮細胞、

線維芽細胞等から分泌され、COPD を有する喫煙患者の末梢気道での発現上昇

(45)や、COPD 増悪患者での血中濃度の上昇が指摘されている(46)。これらの液

性因子の低下が肺気腫形成の抑制に関与する事が考えられた。 

LPSの受容体として TLR4があり、経気道的投与においても多種のサイトカイ

ン、ケモカインが短時間で産生されてくる(47)。その後のシグナル伝達経路は

Fig.3-1で示すようにMyD88 -NF-κBを最終的に活性化する経路、TRIFを経由し

て転写因子 IRF3を活性化する経路がある。前者は細胞膜上にてシグナルが起こ

るが、後者のシグナル伝達は LPS結合蛋白である CD14を介して、TLR4がエン

ドソーム膜上に内在化する事で誘発される(48)。CXCL10 は MyD88 非依存的に

転写調節が行われるが(49)、MCP-1 や MIP-1α、TNF-α のように主に MyD88〜
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NF-κBにより調節されている因子(49) (50) (17)も IRF3KO群において発現低下を

認めた。この理由としてはNF-κBのサブユニットである p65と IRF-3が結合し、

協調してプロモーター上のNF-κBもしくは IRF3結合部位に作用して転写調節を

行い、二つのシグナル経路が最終的に交絡している事が考えられている(51) (52) 

(53)。実際にMyD88非依存的経路も遅発性に NF-κB経路を活性化する事が示唆

されており(54)、IRF3 を欠損させる事により両経路の活性が阻害される事が今

回の結果でも考えられた。 

また、KC や MIP-2、 IL-17A は主に好中球の遊走に関わるサイトカインであ

るが、その発現は PPE+LPS投与によりWT群、 IRF3KO群いずれも上昇してい

たが、KCではWT群で高値、MIP-2は両者で有意差は無く、 IL-17Aはむしろ

IRF3KO群で高値を示していた。このうちMIP-2はMyD88-dependentである(49)

が、IL-17Aで IRF3KO群において高値になった背景としては、IL-17A産生に関

わる転写因子 RORγtは IRF3と結合して IL-17Aプロモーター活性が抑制され、

転写抑制がかかるが、IRF3KO の状態では RORγt の結合率の上昇を介して転写

量が増加する(55)事が考えられる。気道においても IL-17Aにより IL-8や MIP-2

と関連して好中球が遊走してくる事が示されており(56)、実際に PPE+LPS 投与
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時の BALF総細胞数と好中球数は IRF3KO群において増加を認めた。 

この IRF3KO群における BALF好中球数の増加は、 PPE+LPS投与による肺気

腫形成がWT群より抑制される結果と一見矛盾する物であったため、IRF3KO群

では PPE+LPS投与後の好中球の活性化がWT群より抑制されているという仮説

を立てて、次に好中球機能の解析を行った。まず PPE+LPS投与後肺組織を用い

た MPO 活性を測定したが、両群で有意差は認められなかった。一方で、 

PPE+LPS 投与後のマウス肺よりソーティングした好中球、マクロファージを用

いたラテックスビーズ貪食能は IRF3KO 群好中球において WT 群好中球と比し

て低下を認めた。LPS にて感作後の腹腔マクロファージにおける大腸菌貪食能

亢進は IRF3 依存性である事(57)、また大腸菌による TLR4 を介したファゴソー

ム上への IRF3 の移動と活性化が起こる事がヒト単球にて観察されている(58)が、

好中球の貪食に関する IRF3の関与に関しての言及は未だ無く、また COPD急性

増悪時の貪食能に関してはマクロファージに関しての言及はあるが好中球に関

しては未だ無い(59)。今回好中球では貪食能に差があり、マクロファージにて貪

食能の差が認められなかったのは、好中球の貪食能は自身の活性状態自体に強

く影響を受ける一方で、肺胞マクロファージにおいては活性状態の影響が少な
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く元々非特異的貪食機能が高い可能性が考えられる。好中球の活性状態の差は、

Fig.5-4のような PPS+LPS投与後の各種液性因子の両群発現差に基づく事が示唆

された。 

最後に PPE+LPS投与後肺由来の好中球において、免疫細胞染色による細胞質

内での LC3 の発現上昇を WT 群において観察し、IRF3KO 群では同様の発現変

化は減弱している事が観察された。LC3 はオートファジーの主体であるオート

ファゴソーム上に発現し、活性化型である LC3-Ⅱとして存在している(60)。LC3-

Ⅱ発現とオートファジー活性は相関しており(61)、PPE+LPS 投与後肺好中球に

おけるオートファジー活性の亢進がWT群で起こるが、IRF3KO群では減弱して

いる事が考えられた。COPD とオートファジーに関してはマウスモデルにおい

てもその関与が示唆されているが(62)、COPD急性増悪の病態とオートファジー

に関しては未だ言及はない。LPS によるオートファジー活性化は以前に示唆さ

れており、TLR4-TRIF経路依存性かつ TLR4-MyD88経路とは非依存性、RIP1や

p38 MAPKが関与している事が示されている(63)。また、緑膿菌による TLR4を

介したオートファジー活性化も TRIF依存性とされている(64)。また、好中球に

おけるオートファジー活性化と機能に関しては、骨髄系細胞のみでオートファ
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ジー関連タンパク質のAtg4が欠損したマウスでは好中球性の炎症もしくは自己

免疫疾患が減弱し、Atg4欠損好中球では NADPH オキシダーゼによる活性酸素

種の産生低下が見られ、脱顆粒低下との関連が示唆されている(65)。今回の好中

球におけるオートファジー活性化が直接 TLR4活性化を介するか、液性因子を介

した間接的事象かは更なる検討が必要である。 

これまで IRF3は in vivoの実験においてウイルス、細胞内寄生菌感染や敗血症

のモデル、アルコール性肝障害(66)や肝・脳における虚血再還流性障害における

役割(67) (68)等が他疾患で報告されている。今回新しく COPDの急性増悪の病態

において IRF3 が促進的に関与し、その機序として COPD 増悪に関わる種々の

液性因子低下を背景とした特に好中球における貪食能、オートファジー活性の

変化が関与する可能性を in vivoモデルで示した。COPDのような多数の細胞、

サイトカインやケモカインが複雑に絡む疾患では単一分子を抑制する治療での

病態改善は困難と考えられ、IRF3 のような複数の液性因子の発現を調節する転

写因子のレベルで治療介入を行う事がより効果的であると考えられる。今後、

このような液性因子の差異をもたらす細胞の特定や好中球機能と肺胞上皮細胞

の細胞死との関連、好中球等と TLR4との直接的な関連等に関して更なる検討を
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進める予定である。 
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