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略語 

本論文において用いた略語を以下に示す。 

 

8-OHdG: 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine 

AP-1: activator protein-1 

ARE: antioxidant response element 

COPD: chronic obstructive pulmonary disease 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GCLC: glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 

GCLM: glutamate-cysteine ligase modifier subunit 

GLIZ: glucocorticoid-inducer leucine zipper 

GR: glucocorticoid receptor 

GRE: glucocorticoid response element 

GSH: glutathione 

GSSG: oxidized glutathione 

HDAC2: histone deacetylase 2  

HDM: house dust mite 

HO-1: heme oxygenase-1 

IBα: inhibitor of nuclear factor-Bα 



4 

 

NF-B: nuclear factor-B 

NQO1: NAD(P)H: quinone-oxidoreductase-1 

Nrf2+/+: wild-type 

Nrf2-/-: Nrf2-deficient 

OVA: ovalbumin 

p38MAPK: p38 mitogen-activated protein kinase 

qRT-PCR: quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction  

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1 
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第一章 序論 

 

１．喘息の疾患概念 

喘息の主病態は慢性気道炎症であり、臨床症状として反復する呼吸困難、咳や喘鳴で特

徴づけられる疾患である。好酸球を主体とする炎症細胞、気道上皮細胞、平滑筋細胞など

が遊離する炎症性メディエーター・サイトカインが気道炎症を惹起し、気道過敏性の亢進と

気道狭窄がもたらされる。さらに持続する気道炎症によって、気道粘膜の線維化、平滑筋肥

厚、粘膜下腺過形成などの気道リモデリングが誘導され、不可逆的な気流制限が生じる。 

喘息の発症原因や増悪因子は多岐にわたり、その病像は実に多様である。したがって、

喘息は、発作性の呼吸困難・喘鳴や咳、可逆性の気流制限、気道過敏性の亢進、アトピー

素因、気道炎症の存在など、複合的な視点から診断される“疾患群”といえる。 

 

2．喘息の病態 

喘息におけるアレルギー性気道炎症の成立には、活性化した好酸球やリンパ球など様々

な炎症細胞が関与していると考えられている。アトピー型喘息では、マスト細胞、好酸球、マ

クロファージに結合した特異的 IgE 抗体とアレルゲンとが結合して架橋形成を生じ、細胞の

活性化を介してヒスタミン、ロイコトリエン、各種サイトカインが遊離され、即時型喘息反応が

起きる。さらに喘息の気道では IL-4、IL-5、IL-13が増加しており[1]、これら Th2サイトカイン

もアレルギー性気道炎症を惹起する。IL-5は好酸球の骨髄での分化・増殖・気道への集簇・

活性化、IL-4 は Th2 細胞の分化増殖、IgE 産生、血管内皮細胞の vascular cell adhesion 
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molecule-1 (VCAM-1)発現増強による好酸球の気道への遊走[2]、IL-13は気道上皮の粘液

細胞増生に関与することが知られている。また、喀痰中の好酸球比率は気流制限の程度や

気道過敏性に関与し[3]、喀痰中の好酸球増加を伴う重症喘息では肺組織中の炎症細胞浸

潤が好酸球増加を伴わない群よりも顕著で、上皮基底膜層も厚いことが報告されている[4]。

つまり、喘息における気流制限や気道過敏性の亢進、気道モデリングには好酸球性気道炎

症が大きく寄与していると考えられる。 

一方、near-fatal発作の症例や夜間喘息、難治性喘息患者の一部では誘発喀痰や気管支

生検において好中球の増加を認め[5, 6]、好酸球だけでなく、好中球も気道炎症の成立に関

与していることが報告されている。つまり、喘息は好酸球性気道炎症を特徴としているもの

の、リンパ球、好中球や各種サイトカインなど様々な因子が複合的に関与する

heterogeneous な疾患である。病態生理学的表現型（エンドタイプ）が異なれば、臨床的表現

型（フェノタイプ）も異なり、適切な治療・管理の方向性を決定するうえで、個々の喘息患者の

病態を把握することが重要である。 

 

3．喘息治療の主軸を担うステロイド 

喘息治療の目標は、気道炎症を誘導する因子の回避・除去や吸入ステロイド薬を中心と

する治療によって、気道炎症の抑制、気流制限の改善、気道リモデリングの抑制を図り、喘

息の症状を緩和し、重症化を防ぐことである。 

喘息症状の軽減・消失、および呼吸機能の正常化とそれらの維持を図る薬剤が長期管理
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薬（コントローラー）であり、長期管理薬使用中、または未治療の喘息患者が急性増悪、発

作を発症した際に使用する薬剤が発作治療薬（リリーバー）である。喘息の長期管理薬とし

ては、抗炎症作用を持つ吸入ステロイド薬、気管支拡張作用を持つ長時間作用性吸入 β2刺

激薬、ロイコトリエン受容体拮抗薬、発作治療薬としては短時間作用性吸入 β2刺激薬、副腎

皮質ステロイドの静注薬、または経口薬などが用いられる。喘息は重症度によって 4 つの治

療ステップに分類され、それらを参考にして患者への治療薬の種類、用量が決定される。 

吸入ステロイドはすべての治療ステップにおける長期管理の主軸を担う薬剤である。ステ

ロイドは糖質コルチコイド受容体(glucocorticoid receptor: GR)と複合体を形成し、核内へ移

行することで抗炎症作用を発揮する。核内に移行したステロイド・GR 複合体は糖質コルチコ

イド応答配列(glucocorticoid response element: GRE)に結合し、アネキシン-1、inhibitor of 

nuclear factor-Bα (IBα)、glucocorticoid-inducer leucine zipper (GLIZ)といった抗炎症性蛋

白を誘導する。アネキシン‐1はリン脂質からのアラキドン酸遊離の抑制によってプロスタグラ

ンジン、トロンボキサン、ロイコトリエンの誘導を抑制し[7]、IBα、GLIZは炎症誘導に関与す

る転写因子である nuclear factor-B (NF-B)[8]や activator protein-1 (AP-1)[8, 9]を抑制する

ことによって、抗炎症効果を発揮するといわれている[10-12]。また、ステロイド・GR複合体は、

DNA 上の GRE への結合を介してだけでなく、炎症性転写因子への直接的な結合、共通す

るコアクチベーターに対する競合、mRNA 合成に重要な RNA ポリメラーゼ II のリン酸化抑

制[13]、histone deacetylase 2 (HDAC2)のリクルートによるクロマチン構造の凝縮[14]などに

よって、NF-Bや AP-1などの炎症性遺伝子の転写活性を抑制することが示唆されている。 
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4．難治性喘息の定義、治療 

多くの喘息患者は、吸入ステロイド薬や長時間作用性吸入 β2 刺激薬、ロイコトリエン受容

体拮抗薬などの標準治療に対し良好な反応を示すが、5～10％程度の喘息患者ではこれら

の治療に対し抵抗性を示すことが知られている[15, 16]。難治性喘息とは、高用量吸入ステ

ロイド薬や長時間作用性 β2刺激薬、ロイコトリエン受容体拮抗薬、テオフィリン徐放製剤とい

った複数のコントローラーに加え経口ステロイド薬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ている[17]。 

重症・難治性喘息の危険因子としては、増悪の病歴[18]、血中・喀痰中の好酸球増多[19]、

治療薬のアドヒアランス低下[20, 21]、肥満[22]、鼻炎の合併[23] 、大気汚染[24]、ウイルス

感染[25]などが報告されている。大気汚染物質としては、オゾンやディーゼル排気粒子、喫

煙などが知られ、これらの物質から生じた活性酸素種[26, 27]が喘息の難治化に寄与すると

考えられている[28, 29]。 

高用量吸入ステロイド薬に加えて複数の吸入薬、内服薬を用いた治療によっても良好な

コントロールが得られない重症例では、まず診断の正確性や吸入手技・アドヒアランスの確

認を行い、喘息を悪化させる合併症や、喫煙やアレルゲンなどの増悪因子の管理を行う必

要がある。しかし、それでも病勢コントロール不十分な状況では、経口ステロイド薬をリリー

バーとして使用せざるをえない場合もある。最近では重症・難治性喘息に対する新たな治療

として分子標的薬が開発され、抗 IgE抗体や抗 IL-5抗体の有用性が示されている[30-32]。



9 

 

しかし、経口ステロイドの長期使用は副作用の問題もあり、また抗体製剤は高額なうえに効

果が限定的であるなど、重症・難治性喘息に対する治療に関しては多くの課題が残されてい

る。 

 

5．喫煙と喘息 

欧米の報告によると、喘息患者の喫煙率は 17～35％といわれており、一般の喫煙率と同

程度であることが報告されている[33]。タバコ煙には数千種類の化学物質や酸化ストレスの

原因となる活性酸素種が含まれており、喫煙は喘息を重症化させることが指摘されている

[28, 29]。成人患者では、喘息の悪化による入院や救急受診率は喫煙者に多くみられ[33]、

なかには喘息死や致命的な経過を辿る例もあり[34]、喫煙は喘息患者の死亡率にも悪影響

をもたらすとされる[35]。禁煙は喫煙喘息患者にとって重要な管理の１つであるが[36, 37]、

禁煙することは簡単なことではない[38, 39]。喫煙喘息患者ではステロイドの効果が減弱す

ることが報告され[40-42]、治療に難渋する例が多く、適切な治療法も確立していない[37, 43]。

喫煙は増悪因子として多数の喘息患者に影響を与えている可能性があり、適切な対処、ま

た治療の検証が必要である。 

 

6．酸化ストレス防御機構における Nrf2 

Nrf2 はロイシンジッパー構造を伴った転写因子であり、マクロファージ中に多く含まれる

[44]。Nrf2 は酸化ストレスの刺激を受けて核内に移行し、antioxidant response element 
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(ARE)に結合し、抗酸化ストレス遺伝子の発現を誘導することで酸化ストレスに対する防御

機構の調節に関与している[45-47]。これまでの報告では、肺気腫[48, 49]、肺線維症[50, 51]、

喫煙環境下でのインフルエンザ感染症悪化[52]など酸化ストレスが関与する病態において、

Nrf2 がそれらの病態制御機構に重要な働きを担っていることが示唆されている。また Nrf2

が欠失した喘息モデルマウスでは、肺組織中の好酸球浸潤の増強や気管支肺胞洗浄液中

のTh2サイトカインの誘導が報告されており[53]、喘息の病態形成においてもNrf2は重要な

転写因子である可能性がある。 

 

7．酸化ストレスとステロイド抵抗性 

酸化ストレス状態とは、内因性、外因性に生じた活性酸素種による生体への障害作用と

処理・修復にはたらく抗酸化反応のバランスが崩れ、前者に傾いた状態のことを指す。活性

酸素種は、喘息気道に浸潤した炎症細胞や[54, 55]、オゾンやディーゼル排気粒子などの大

気汚染物質、タバコ煙などから発生することが報告されており[26, 27]、酸化ストレスは喘息

の重症度や治療経過に多大な影響を及ぼすと推測される。 

喘息はステロイドに対して良好な反応性を示す疾患ではあるが、一部の喘息患者は高用

量の吸入ステロイドを用いても治療に難渋することが報告されており[56]、治療抵抗性のメカ

ニズムを検証することは適切な治療を提供するために重要である。ステロイドへの治療抵抗

性機序としては、GR の発現低下、GR のステロイドに対する親和性低下[57]、炎症性サイト

カインによるGRβ発現の誘導、p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK)によるGRリ
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ン酸化に伴う GR の核内移行の阻害、GRE に対する結合能抑制[13, 58-62]、HDAC2 活性

の低下[63]、炎症性転写因子(NF-B、AP-1)の過剰発現[64]などがいわれている。GR は、

GRα と GRβの 2種類のアイソフォームが存在し、GRαは GREに結合し抗炎症性遺伝子の

誘導を活性化するが、GRβは GRαに対して抑制的に作用するといわれている[13, 59]。 

酸化ストレスによるステロイド抵抗性獲得機序の一つに、タバコ煙曝露によって誘導され

る好中球性気道炎症、GRβ 増加が指摘されており[33, 65-67]、好中球性炎症を誘導する

IL-17もGRβ増加に関与していることが示唆されている[68]。また、酸化ストレスによって生じ

た peroxynitrite が HDAC2 活性を低下させ、HDAC2 による炎症性標的遺伝子の転写活性

抑制作用を阻害することも重要な機序として指摘されている[63, 69] (Fig. 1)。さらに、GRβは

GRα に対して抑制的に作用するだけでなく、HDAC2 のプロモーター活性を抑制し、HDAC2

の発現レベルをコントロールすることも報告されている[70]。 

 

8．慢性気道炎症の動物モデル 

病態の理解や新規薬剤の効果を評価するためには動物を用いた実験が必要である。喘

息の実験動物としては主にマウスが用いられ、Th2 系免疫反応を誘導しやすい BALB/c マ

ウスを用いた報告が多い。鶏卵から抽出された ovalbumin (OVA)や house dust mite (HDM)

でマウスを感作・曝露すると、アレルギー性気道炎症が誘導されることが分かっている[71, 

72]。1 か月程度の期間で感作、曝露を行うと、マウスの気道に好酸球性炎症が誘導され、

気道過敏性や気流制限がみられるようになる[73]。また、長期にわたって曝露を継続すると、



12 

 

喘息患者の気道でみられる気道上皮下の線維化、粘膜下腺過形成、平滑筋肥厚など気道

リモデリングと呼ばれる組織学的変化[74]も再現することが可能である[75-77]。 

タバコ煙曝露モデルについても国内外で多くの報告があるが、我々の研究室では、タバコ

煙を一定期間曝露することで、慢性閉塞性肺疾患(Chronic Obstructive Pulmonary Disease ; 

COPD)の患者でみられる肺気腫が誘導されることを確認している[49, 52]。本研究では、過

去の報告[52]を参考にタバコ煙曝露を行った。  
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第二章 目的 

酸化ストレスは喘息の重症・難治化に関与する可能性が指摘されているが、詳細なメカ

ニズムは不明である。酸化ストレスに起因する炎症に対し、抗酸化因子の転写調節因子で

ある Nrf2は重要な働きを担っている可能性が推察されることから、アレルギー性気道炎症

モデルマウスを用い、喘息への喫煙の影響を評価するとともに Nrf2の役割について解析す

る。また、Nrf2活性化剤として知られるスルフォラフェンを用いて、難治性喘息に対して Nrf2

が治療標的となり得るかを検証する。 
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第三章 研究方法 

マウスと実験計画 

野生型(Nrf2+/+) BALB/c系マウスを日本チャールズ・リバー(Kanagawa, Japan)より購入し、

Nrf2欠損(Nrf2-/-) BALB/c系マウスは過去の文献をもとに作製した[46, 78]。本研究には、特

定病原体除去環境下で飼育した 8～12週齢の雌マウスを用いた。本研究は、筑波大学の動

物実験倫理規定を遵守して行った。 

抗原特異的気道炎症を誘導するため、Nrf2+/+、Nrf2-/-マウスに対して、アルミニウムをアジ

ュバントとして用いて day 0 と day 14に 100 μgの OVA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)を皮

下感作し、day 28に 10 μgの OVAを経鼻曝露した。OVA感作・曝露マウスに対して、タバコ

煙曝露群には 1日 10本(Hi-lite; Japan Tobacco Inc., Tokyo, Japan)のタバコ煙曝露を day 26

から 4日間連続で行った。タバコ煙曝露は密閉可能なプラスチック容器(7.5L)を用い、タバコ

1本あたり 7分を 1サイクルとし(3.5分; タバコ煙曝露＋酸素 3 L/min併用, 2.0分; タバコ煙

曝露のみ, 1.5分; 容器内換気)、10サイクル曝露した(Fig. 2)。ステロイド治療群には 2.5 

mg/kgのデキサメサゾンを day 29に腹腔投与し、スルフォラフェン治療群には 12.5 mg/kgの

スルフォラフェン(LKT Laboratories Inc., St. Paul, MN)を day 26から4日間連続で腹腔投与し

た。OVA曝露 48時間後のマウスを用いて実験を行った(Fig. 3)。  

 

気管支肺胞洗浄液による評価 
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OVA曝露 48時間後のマウスに対して麻酔を行い、気管挿管後、1 mlの生理食塩水を注

入、回収し、これを 5回繰り返した。血球計算盤を用いて全細胞数を計測し、サイトスピン標

本を Diff-Quik (American Scientific Products, McGaw Park, IL)で染色し細胞分画の比率を

算定した。 

 

気道過敏性試験 

OVA曝露 48時間後のマウスに麻酔を行い、気管挿管を行った後に呼吸・肺機能評価シ

ステム(Fine-Pointe; Buxco, Wilmington, NC)に接続した。さまざまな濃度 (0, 3.1, 6.3, 12.5, 

25 mg/ml)のメサコリンを段階的に噴霧化して投与し、各濃度における最大気道抵抗値を記

録した。 

 

免疫組織学的評価 

OVA曝露 48時間後に肺を摘出し、ホルマリン固定後にパラフィン包理した。免疫組織学

的検討のため、切片を脱パラフィン処理・再水和し、DNA酸化損傷マーカーである

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)について Universal Immuno-enzyme Polymer 

method (Histofine Simple Stain Kit; Nichirei, Tokyo, Japan)を用いて染色を行った。8-OHdG

抗体(Japan Institute for the Control of Aging, Shizuoka, Japan)は 100 μg/mlの濃度で用いた。

3,3′-diaminobenzidine tetrahydrochlorideで発色し、Myer's hematoxylinで対比染色した。ネ

ガティブコントロールとしては nonimmune mouse IgGを用いた。 
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定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(Quantitative reverse transcription-Polymerase Chain 

Reaction; qRT-PCR)による評価 

OVA曝露 48時間後のマウスより摘出した肺組織から RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, 

Netherlands)を用いて total RNA を抽出した。total RNA については、High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosytems, Foster City, CA)にて逆転写反応を行い、

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo, Tokyo, Japan)および及び各種プライマーを用

いて Nrf2、NAD(P)H: quinone-oxidoreductase-1 (NQO1)、glutamate-cysteine ligase catalytic 

subunit (GCLC)、glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM)、heme oxygenase-1 

(HO-1)、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)のmRNA発現レベルを評価し

た (ABI 7700 Sequence Detection System; Applied Biosystems, Foster City, CA)。結果の解

析は比較 Ct 法による相対定量により行った。コントロール遺伝子として GAPDH を用いて、

得られた結果を標準化した。 

本研究に用いた PCR primerを以下に示す。 

Nrf2: 5’-CTTCCATTTACGGAGACCC-3’, 5’-GAGCACTGTGCCCTTGAGC-3’ 

NQO1: 5’-AGCCAATCAGCGTTCGGTA-3’, 5’-GAATGGGCCAGTACAATCAGG-3’ 

GCLC: 5’-GCACATCTACCACGCAGTCA-3’, 5’-GAACATCGCCTCCATTCAGT-3’ 

GCLM: 5’-ACCGGGAACCTGCTCAACT-3’, 5’-GCTGATTTGGGAACTCCATT-3 

http://lifescience.toyobo.co.jp/user_data/pdf/products/QPS-201.pdf#search='%EF%BC%B4%EF%BC%A8%EF%BC%B5%EF%BC%AE%EF%BC%A4%EF%BC%A5%EF%BC%B2%EF%BC%A2%EF%BC%A9%EF%BC%B2%EF%BC%A4+%EF%BD%91%EF%BC%B0%EF%BC%A3%EF%BC%B2+%EF%BC%AD%EF%BD%89%EF%BD%98'
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HO-1: 5’-GAATGAACACTCTGGAGATGACAC-3’, 

5’-TGTGAGGGACTCTGGTCTTTG-3’ 

GAPDH: 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’, 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT-3’  

 

ウエスタンブロット 

OVA曝露 48時間後のマウスより摘出した肺組織を COMPLETE solution (Roche, Basel, 

Switzerland)に浸し、ホモジェナイザーを用いて破砕した。破砕した肺組織の上清を肺破砕抽

出液とした。また、nuclear extraction kit (Invent Biotechnologies, Inc., Plymouth City, MN)を

用いて核抽出を行った。Nrf2は核抽出液を、HDAC2は肺組織の肺破砕抽出液を用いて検

出を行った。核抽出液、肺破砕抽出液はそれぞれ 30 μg相当を用いて SDS-PAGE後、

polyvinylidene difluoride (PVDF) membraneに転写した。PVDF membraneはブロッキングし

た後、一次抗体である anti-Nrf2抗体(H-300; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)、または

anti-HDAC2抗体(C-8; Santa Cruz Biotechnology)と 4 °C下 overnightでインキュベートし、

IRDye® 680RD donkey anti-rabbit IgG (LICOR Biosciences, Lincoln, NE)、または IRDye® 

680RD donkey anti-mouse IgG (LI-COR Biosciences)で蛍光標識した。Nrf2 と HDAC2の発

現量はそれぞれ Lamin B、β-actinで補正し、LI-COR Odyssey Imaging System (LI-COR 

Biosciences)を用いて解析した。 

 

蛍光免疫染色 
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気管支肺胞洗浄液のサイトスピン標本を、4 %パラホルムアルデヒドを用いて 15分間固定、

0.3 %過酸化水素加メタノールで内因性ペルオキシダーゼを失活させた後、抗ヤギ血清 

(Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan)を用いてブロッキングした。一次抗体である抗 Nrf2抗体 

(H-300, 1:100 dilution; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) と 4 °C下 overnightでインキュ

ベートし、goat anti-Rabbit DyLight® 488-conjugated secondary antibody (ab96883, 1:100 

dilution; Abcam, Cambridge, England) で蛍光標識した。さらに ProLong® Gold antifade 

reagent with DAPI (P36941, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)で核染色し、蛍光顕微

鏡 (BZ-X710, Keyence, Osaka, Japan)を用いて解析した。10～20視野 (10～25細胞/視野)

を観察し、核内の平均蛍光染色濃度を算出した。 

 

還元型グルタチオン(glutathione; GSH)/酸化型グルタチオン(oxidized glutathione;GSSG)比

定量化 

GSH と GSSGの比は酸化ストレスの指標としてしばしば用いられるため[79]、肺組織中の

GSH と GSSGの濃度を GSSG/GSH Quantification Kit (Dojindo Molecular Technologies, 

Kumamoto) を用いて測定した。 

 

Histone deacetylase (HDAC)2活性評価 

肺破砕抽出液(500 μg protein)を Dynabeads® (Thermo Fisher Scientific)、抗 HDAC2抗体 

(sc-9959, Santa Cruz Biotechnology)とともに培養し、免疫沈降法で HDAC2を抽出した。抽
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出した HDAC2の活性は Color de Lys® HDAC colorimetric activity assay kit (Enzo Life 

Sciences, Inc., Farmingdale, NY)を用いて測定した。 

 

統計学的評価 

IBM Statistical Package for Social Science (SPSS) version 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY) 

を用いて統計学的評価を行った。データは平均値と標準誤差を用いて表示した。各群の比

較は one-way analysis of variance (ANOVA) を用いて評価した。二群間検討として t検定を

行った。データが正規分布に従わない場合、ノンパラメトリック検定として Kruskal-Wallis、

Mann-Whitney U検定をそれぞれに行った。気道過敏性試験は repeated-measures ANOVA

を用いて検討した。p < 0.05を統計学的な有意差と判定した。 
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第四章 結果  

１．アレルギー性気道炎症モデルマウスでは、タバコ煙曝露によりステロイド反応性が低下

する 

ステロイドは喘息治療にとって重要な役割を担っている。そこで、アレルギー性気道炎症

モデルマウスにおけるデキサメサゾンの効果を評価した(Fig. 4)。まず、OVAで感作・曝露し

た Nrf2+/+マウスの気道炎症の程度と気道過敏性を解析した。OVA曝露によって気管支肺

胞洗浄液中の好酸球数の増加、気道過敏性の亢進を認めたが、OVA曝露 24時間後にデ

キサメサゾンを投与すると洗浄液中の好酸球数、気道過敏性ともに抑制された。 

次に、タバコ煙曝露が OVAで感作・曝露した Nrf2+/+マウスの気道炎症に対してどのよう

な影響があるか評価した。OVA感作・曝露 Nrf2+/+マウスにタバコ煙を曝露すると、ステロイ

ドによる気管支肺胞洗浄液中の好酸球数、気道過敏性の抑制効果はみられなくなった。 

 

２．アレルギー性気道炎症モデルマウスでは、タバコ煙曝露により酸化ストレスと抗酸化スト

レス因子が誘導される 

アレルギー性気道炎症モデルマウスにおいて、タバコ煙曝露が酸化ストレスと抗酸化反

応に与える影響を評価した。OVA感作・曝露 Nrf2+/+マウスに対してタバコ煙を曝露すること

により、DNA損傷の酸化ストレスマーカーである 8-OHdGの発現が肺胞マクロファージを中

心に増強した(Fig. 5A)。また、Nrf2やその標的遺伝子である HO-1、GCLMの mRNAの発

現レベルも、タバコ煙曝露によって有意に上昇した(Fig. 5B)。 
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次に、タバコ煙曝露による Nrf2の核内移行への影響を評価した。OVA感作・曝露マウス

にタバコ煙を曝露した群と曝露しない群の肺組織の核抽出液を用いたウエスタンブロットで

は、タバコ煙曝露群で Nrf2の核内移行が増加している様子がみられた(Fig. 6A, B)。気管支

肺胞洗浄液を用いた蛍光免疫染色でも、タバコ煙を曝露することにより、肺胞マクロファージ

を中心に Nrf2の核内発現が増強していた(Fig. 6C, D)。 

タバコ煙曝露によって酸化ストレス反応、抗酸化ストレス反応の両者が誘導されたため、

酸化ストレスと抗酸化ストレスのバランスについても解析した。GSHは活性酸素に対する抗

酸化物質として働き、そのプロセスにおいて酸化型グルタチオンである GSSG に変換される。

そのため GSH/GSSG比は酸化ストレスの評価指標として使用されている。OVA感作・曝露

マウスにタバコ煙を曝露した群と曝露しない群とを比較すると、タバコ煙曝露群において

GSH/GSSG比の有意な低下が認められたことより、タバコ煙曝露群では酸化ストレスが上回

っていることが示唆された(Fig. 7)。 

 

３．タバコ煙曝露したアレルギー性気道炎症モデルマウスでは、スルフォラフェンによりステ

ロイド抵抗性が改善する 

タバコ煙を曝露したOVA感作・曝露Nrf2+/+マウスのステロイド反応性が低下していたこと

から、酸化ストレス/抗酸化ストレス不均衡がステロイド抵抗性の要因ではないかと考えた。

この仮説を検証するため、タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露 Nrf2+/+マウスに対し、Nrf2

活性化剤として知られるスルフォラフェンを投与し、その効果を評価した。スルフォラフェン単
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独投与では、同マウスにおける好酸球性気道炎症と気道過敏性亢進の改善は認められな

かったが、スルフォラフェンとデキサメサゾンとを併用することにより、気管支肺胞洗浄液中

の好酸球数の有意な減少、気道過敏性の有意な改善がみられた(Fig. 8A, B)。 

一方、タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露 Nrf2-/-マウスでは、スルフォラフェンとデキサメ

サゾンを併用しても好酸球性気道炎症、気道過敏性は改善しなかった(Fig. 8A, C)。これら

の結果より、タバコ煙曝露により誘導されたアレルギー性気道炎症のステロイド抵抗性はス

ルフォラフェンによる Nrf2活性化を介して改善することが示唆された。 

 

４．タバコ煙曝露したアレルギー性気道炎症モデルマウスでは、スルフォラフェンにより Nrf2

と Nrf2依存性抗酸化ストレス遺伝子が誘導され、酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスが

是正される 

Nrf2活性に対するスルフォラフェンの効果を検証するため、Nrf2 と Nrf2の下流遺伝子の

発現を評価した。Fig. 9に示すように、タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露 Nrf2+/+マウスで

は、スルフォラフェンの投与によって Nrf2と HO-1、GCLCのmRNA発現レベルの増加がみ

られたが、Nrf2-/-マウスではそれらの変化は認められなかった。 

次に、スルフォラフェンによる Nrf2の核内移行への影響について評価した。タバコ煙を曝

露した OVA感作・曝露マウスにスルフォラフェンを投与する群と投与しない群の肺組織の核

抽出液を用いたウエスタンブロットでは、スルフォラフェン投与群で Nrf2の核内移行が増加

している様子がみられた(Fig. 10A, B)。気管支肺胞洗浄液を用いた蛍光免疫染色でも、スル
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フォラフェンを投与することにより、肺胞マクロファージを中心に Nrf2の核内発現が増強して

いた(Fig. 10C, D)。 

さらに、酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスに対するスルフォラフェンの効果に関して検

証した。タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露 Nrf2+/+マウス、Nrf2-/-マウスにおいて、スルフォ

ラフェンを投与する群と投与しない群とで GSH、GSSG、GSH/GSSG比を解析した。Nrf2+/+マ

ウスで両群を比較すると、スルフォラフェン投与群において GSH/GSSG比の有意な増加が

認められたが(Fig. 11A)、Nrf2-/-マウスではそのような変化は認められなかった(Fig. 11B)。

以上より、Nrf2+/+アレルギー性気道炎症モデルマウスではタバコ煙曝露により酸化ストレス

が誘導されるものの、スルフォラフェンの投与によって酸化ストレス/抗酸化ストレスバランス

が是正され、酸化ストレス状態が緩和することが示唆された。 

 

５．アレルギー性気道炎症モデルマウスでは、タバコ煙曝露により低下した HDAC2 発現量、

活性はスルフォラフェン投与で回復する 

ヒストンアセチル化の修飾を通して酸化ストレスはステロイド反応性を低下させることが最

近の報告で示されている[63]。そこで、ヒストンアセチル化を抑制する HDAC2の発現量、

HDAC2活性に対するスルフォラフェンの効果を検証した。OVA感作・曝露 Nrf2-/-マウスの

肺組織中の HDAC2発現量、HDAC2活性は、Nrf2+/+マウスと比較し低下していた。また、

OVA感作・曝露 Nrf2+/+マウスでは、タバコ煙曝露によって肺組織中の HDAC2発現量、
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HDAC2活性は有意に低下したものの、スルフォラフェン投与によって回復した。一方、

Nrf2-/-マウスにおいてはそれらの変化は認められなかった(Fig. 12A-C)。  
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第五章 考察   

喘息のなかには、治療に難渋する患者が頻度は多くないものの確かに存在し[15, 16]、仕

事や学業をはじめとする日常生活に制限を生じるほか、多額の喘息関連医療費がかかるな

ど大きな問題を抱えている[80]。吸入ステロイドによって多くの喘息患者の症状がコントロー

ルされるようになった今、残された課題はいかにステロイド抵抗性の気道炎症病態を制御す

るかである。序論で述べたように、喘息では、好酸球、リンパ球、好中球、マクロファージ、肥

満細胞などの炎症細胞のほか、気道構成細胞やそれらの細胞から放出される各種メディエ

ーター、さらには外界からの様々な刺激が関与し、気道炎症が成立している。つまり、個々

の病態によって様々な症状、重症度、治療反応性がもたらされ、その多様な表現型の存在

が治療を複雑にしている。重症喘息に対しては、ステロイドによって非特異的に炎症全般を

抑制するだけではなく、個々の重症化要因を明らかにしたうえで、それに対する標的治療を

模索する必要がある。喘息の重症・難治化には様々な原因が関与していると報告されてい

るが[17, 81]、我々はその中でとくに喫煙による影響に着目した。 

喫煙が喘息の重症・難治化の一要因であることは数多くの臨床研究から明らかであるが

[17, 28, 29, 33, 82, 83]、喫煙がどのように気道炎症を修飾するか詳細に検討した研究は多く

ない。気道炎症のフェノタイプを解析した研究では、喫煙喘息患者では非喫煙喘息患者と比

較して喀痰中の総細胞数[65]や好中球数は多く[38, 39, 65, 84, 85]、好酸球数は少ない[41, 

65, 82, 84]という報告がある一方で、好酸球数は変化しないとする報告[85]もある。また、喘

息の生理学的指標である気道過敏性についても、喫煙喘息患者では非喫煙喘息患者と比
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較して亢進している[84]という報告や、変化がないとする報告[41, 65]など様々である。 

そこで今回、我々はアレルギー性気道炎症モデルマウスを用いて、喫煙が気道炎症の増

悪にどのように寄与するか検証した。Nrf2+/+アレルギー性気道炎症モデルマウスでは、タバ

コ煙曝露によって気道炎症や気道過敏性試験に変化は認めなかった。次に、アレルギー性

気道炎症モデルマウスにおける酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスを検証したところ、

Nrf2+/+マウスでは、タバコ煙曝露によりDNA損傷の酸化ストレスマーカーである8-OHdGの

発現が増強し、酸化ストレスが誘導され、さらにはNrf2やその標的遺伝子であるHO-1、

GCLMのmRNA発現が増強し、抗酸化ストレス反応も誘導されていることがわかった。さらに

肺組織を用いて酸化ストレスマーカーであるGSH/GSSG比を解析すると、タバコ煙曝露によ

りGSH/GSSG比の低下がみられた。これらの結果から、喫煙は酸化ストレス、抗酸化ストレ

スの両者を誘導し、酸化ストレス/抗酸化ストレスの不均衡を促すことが示唆された。 

喘息の難治化には、気道炎症の増悪のほか、ステロイドをはじめとする治療薬への不応

性も大きく関与することが指摘されている。事実、これまでの臨床研究で、喫煙している喘息

患者ではステロイドへの反応性が低下していることが報告されている[33, 41, 84, 86]。我々

は、喫煙によるステロイド抵抗性獲得機序を検討するため、アレルギー性気道炎症モデルマ

ウスを用いて、タバコ煙曝露によってステロイド抵抗性気道炎症が誘導されるか検証した。

OVA感作・曝露Nrf2+/+マウスでは気道炎症や気道過敏性はステロイドによって抑制された

が、タバコ煙曝露下ではステロイドによる抗炎症効果はみられなかった。このことより、タバ

コ煙曝露によってステロイド反応性の低下が誘導されることが確認された。 
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喫煙によるステロイド抵抗性獲得には様々な要因が推察されているが、なかでも好中球

性気道炎症の誘導[33, 66]、GRβの発現増加[67]、HDAC2活性の低下[69]などが重要であ

る。HDAC2活性の低下には酸化ストレスが寄与しており、酸化ストレスによって生じた

peroxynitriteが、HDAC2のチロシン残基をニトロ化修飾し、さらにニトロ化されたHDAC2が

ユビキチン化を誘導しプロテアソームによって分解されることによって、HDAC2の活性や発

現が低下するとされている[63, 69, 87]。我々の検討では、Nrf2+/+タバコ煙曝露アレルギー

性気道炎症モデルマウスでは好中球性気道炎症は顕著ではなく、またGRβの発現増加もみ

られなかった（unpublished data）。一方で、ステロイド抵抗性気道炎症が誘導されたことから、

ステロイド抵抗性の獲得機序として酸化ストレス/抗酸化ストレスの不均衡、それに引き続く

HDAC2活性の低下が重要だと考えた。 

これまでの検討では、ヒト単球細胞株にタバコ抽出液あるいは活性酸素種を作用させると、

同細胞におけるHDAC2活性は低下するものの、ポリフェノールの一種であるクルクミンを投

与することで HDAC2活性およびステロイド反応性が回復することが報告されている[88, 89]。

同様に、COPD患者の肺胞マクロファージでも、酸化ストレスによって HDAC2活性が低下し

ているが、テオフィリン投与によりHDAC2活性とともにステロイド反応性が回復することが示

されている[88, 89]。また、動物モデルにおいても、タバコ煙を曝露したラットの肺組織では

HDAC2活性の低下がみられるが、カルボシステイン投与により HDAC2活性が亢進し、ス

テロイド反応性が誘導されることがわかっている[90]。これらのいずれの検討も喫煙に起因

する酸化ストレスと HDAC活性低下、ステロイド不応性炎症との関連を検証したものである
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が、興味深いのは、クルクミンやカルボシステインによる抗酸化ストレス作用は Nrf2の活性

化を介する可能性が他の研究グループによって指摘されている点である[91, 92]。Nrf2活性

とステロイド抵抗性気道炎症との直接的な関連を示した報告がこれまでになされていないこ

とから、我々は、タバコ煙曝露によって誘導されたステロイド抵抗性気道炎症が、Nrf2活性

化によって改善し得るか検討した。スルフォラフェンはブロッコリースプラウトなどに多く含ま

れているイソチオシアネートの一種であり、自然界に存在する Nrf2活性化剤である[93]。過

去の検討では、喘息モデルマウスにスルフォラフェンを投与すると好酸球性気道炎症、気道

過敏性の改善、Th2サイトカインの減少がみられたと報告されている[94]。ところが、我々の

検討では Nrf2+/+タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにスルフォラフェンを単独

投与しても、気道炎症の抑制効果はみられなかった。しかし、同マウスにスルフォラフェンと

ステロイドを併用したところ、気道炎症と気道過敏性は改善した。さらに、Nrf2とNrf2依存性

抗酸化ストレス遺伝子を誘導し、GSH/GSSG比を増加させたことから、スルフォラフェンは

Nrf2活性化を介して酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスを是正し気道炎症のステロイド感

受性を上げることで抗炎症作用を発揮したと考えられた。HDAC2 活性についての解析でも、

Nrf2+/+アレルギー性気道炎症モデルマウスにタバコ煙を曝露すると、肺組織でのHDAC2活

性は低下し、スルフォラフェンの投与によってその活性が回復することが確認されたが、

Nrf2-/-マウスではこのような変化は認められなかった。つまり、HDAC2活性化によるステロ

イド反応性回復機序には Nrf2活性化が寄与することが推察される。 
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今回我々は、喫煙によって酸化ストレス/抗酸化ストレスの不均衡が生じ酸化ストレスが優

位になると、アレルギー性気道炎症は増強し、肺組織での HDAC2の発現や活性低下を介

してステロイド抵抗性が誘導されることを明らかにした。さらに、スルフォラフェンは Nrf2活性

化を介して HDAC2の発現や活性を高め、ステロイド反応性を回復させることを示した。これ

らの成果は、抗酸化反応を調節するとされる転写因子 Nrf2が難治性喘息に対する新たな

治療標的分子となり得る可能性があることを示唆している。 
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図 

 

Figure 1. 酸化ストレスによる histone deacetylase 2 (HDAC2)活性・発現低下の機序  

喫煙による酸化ストレスによって生じた peroxynitriteは HDAC2の活性を低下させ、

HDAC2による炎症性標的遺伝子の転写活性抑制作用を阻害する([63]より改変)。GR: 

glucocorticoid receptor. 

 

Figure 2. タバコ煙曝露方法 

 Day 26から 4日間連続で、7.5Lの密閉可能なプラスチック容器を用いてタバコ煙曝露を行

った。タバコ 1本あたり 7分を 1サイクルとし(3.5分; タバコ煙曝露＋酸素 3 L/min併用, 2.0

分; タバコ煙曝露のみ, 1.5分; 容器内換気)、10サイクル曝露した。 

 

Figure 3. 実験プロトコール 

8～12週齢の野生型(Nrf2
+/+

) BALB/c系、Nrf2欠損(Nrf2
-/-

)BALB/c系雌マウスに対して、

day 0と day 14に 100 μgの ovalbumin (OVA)を皮下感作し、day 28に 10 μgの OVAを経鼻

曝露した。OVA感作・曝露マウスに対して、タバコ煙曝露群には 1日 10本のタバコ煙曝露を

day 26から4日間連続で行った。ステロイド治療群には2.5 mg/kgのデキサメサゾンをday 29

に腹腔投与し、スルフォラフェン治療群には 12.5 mg/kgのスルフォラフェンを day 26から 4
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日間連続で腹腔投与した。OVA曝露 48時間後のマウスを用いて実験を行った。 i.n.: 

intranasal administration, i.p.: intraperitoneal administration, s.c.: subcutaneous injection. 

 

Figure 4. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露によるステロイド抵抗

性の獲得  

(A) Ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2
+/+

)マウスにおいて、OVA曝露 48時間後に

気管支肺胞洗浄液中の炎症細胞の評価を行った。OVA曝露によって好酸球数の有意な増

加を認めた。Day 29に 2.5 mg/kgのデキサメサゾンを投与した群では、好酸球数の有意な減

少を認めた。タバコ煙曝露によって全細胞数、細胞分画に変化は認められなかったが、デキ

サメサゾンによる改善は認められず、ステロイド反応性の低下を認めた(n = 3‐6)。 (B) OVA

曝露 48時間後にメサコリン誘導気道過敏性試験を行った。各メサコリン濃度(0, 3.1, 6.3, 

12.5, 25 mg/ml)における最大気道抵抗値を測定した。デキサメサゾン投与により、OVA感

作・曝露 Nrf2+/+マウスでは気道過敏性の改善が認められたが、タバコ煙曝露した同マウス

ではそのような改善は認められなかった(n = 6)。結果は平均±標準誤差で示す。*p < 0.05、

***p < 0.001。CS, cigarette smoke; DEX, dexamethasone; RI, airway resistance index. 

 

Figure 5. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露による酸化ストレスと

抗酸化ストレス因子の誘導 
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(A) Ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2+/+)マウスにおいて、OVA曝露 48時間後に

摘出した肺組織を用いて 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)染色を行い、タバコ煙曝露

による影響を評価した。タバコ煙曝露下では、肺胞マクロファージを中心に 8-OHdGの発現

増加が認められた。Scale bar, 50 m. (B) OVA曝露 48時間後の肺組織よりRNAを抽出し、

Nrf2や標的遺伝子である heme oxygenase-1 (HO-1)、NAD(P)H:quinone-oxidoreductase-1 

(NQO1)、glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (GCLC)、glutamate-cysteine ligase 

modifier subunit (GCLM)の mRNA発現レベルを評価した。定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反

応(quantitative reverse transcription-Polymerase Chain Reaction; qRT-PCR)を用いて遺伝子

発現量を評価し、2-ΔΔ CT 法によって解析した。OVA感作・曝露Nrf2+/+マウスにおいてタバコ

煙曝露はNrf2、HO-1とGCLMのmRNA発現レベルを有意に増加させた(n = 3)。結果は平

均±標準誤差で示す。 *p < 0.05、**p < 0.01。CS, cigarette smoke. 

 

Figure 6. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露による Nrf2核内移行

の誘導 

Ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型 (Nrf2
+/+

)マウスにおいて、タバコ煙曝露による Nrf2

の核内移行に対する影響に関して評価を行った。(A, B) OVA曝露 48時間後に摘出した肺

組織から核タンパク質を抽出し、ウエスタンブロットを行った。OVA感作・曝露 Nrf2
+/+
マウス

において、タバコ煙曝露は Nrf2の核内移行を有意に増加させた(n = 5)。結果は Lamin Bで

標準化し、平均±標準誤差で示す。**p < 0.01。(C, D) OVA曝露 48時間後に採取した気管支



40 

 

肺胞洗浄液のサイトスピン標本を用いて、核内の Nrf2の発現を蛍光顕微鏡で解析した。

OVA感作・曝露 Nrf2
+/+
マウスにおいて、タバコ煙曝露は肺胞マクロファージを中心に Nrf2

の核内移行を有意に増加させた(1検体あたり 100‐500cells, n = 3‐4)。結果は平均±標準誤

差で示す。**p < 0.01. CS, cigarette smoke. Scale bars, 50 m. 

 

Figure 7. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露による酸化ストレス/

抗酸化ストレスバランスに対する影響 

Ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2
+/+

)マウスにおいて、還元型グルタチオン

(glutathione; GSH)濃度、酸化型グルタチオン(oxidized glutathione; GSSG)濃度、GSH/GSSG

比を測定し、酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスに対するタバコ煙曝露の影響を検証した。

タバコ煙を曝露した群と曝露しない群とを比較すると、タバコ煙曝露群において GSH/GSSG

比の有意な低下が認められた(n = 5-8)。結果は平均±標準誤差で示す。*p < 0.05。CS, 

cigarette smoke. 

 

Figure 8. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

るステロイド反応性の改善 

(A) タバコ煙曝露によって誘導されたステロイド抵抗性アレルギー性気道炎症に対する

スルフォラフェンの影響を評価するため、タバコ煙を曝露した ovalbumin (OVA)感作・曝露野

生型(Nrf2
+/+

)マウス、同Nrf2欠損(Nrf2
-/-

)マウスに対して、スルフォラフェン単独、あるいはス
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ルフォラフェンとデキサメサゾンの両者を投与し、気管支肺胞洗浄液中の好酸球数の算定を

行った。Nrf2
+/+
マウスにおいて、スルフォラフェン単独では気道炎症の改善は認められなか

ったが、スルフォラフェンとデキサメサゾンを併用することにより気管支肺胞洗浄液中の好酸

球数の減少がみられた(n=3-4)。一方、Nrf2
-/-
マウスでは、スルフォラフェンとデキサメサゾン

を併用しても好酸球性気道炎症の改善は認められなかった(n = 3-4)。(B) 気道過敏性につ

いては、タバコ煙を曝露したOVA感作・曝露Nrf2
+/+
マウスにおいて、スルフォラフェン単独投

与では改善は認められなかったが、スルフォラフェンとデキサメサゾンの併用では改善がみ

られた(n = 5-6)。(C) 一方、タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露 Nrf2
-/-
マウスでは、スルフォ

ラフェンとデキサメサゾンを併用しても気道過敏性の改善は認められなかった(n = 5-6)。結

果は平均±標準誤差で示す。**p < 0.01。CS, cigarette smoke; DEX, dexamethasone; RI, 

airway resistance index; SFN, sulforaphane. 

 

Figure 9. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

る Nrf2発現の増強と Nrf2依存性抗酸化ストレス反応の誘導 

タバコ煙を曝露した ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2
+/+

)マウス、同 Nrf2欠損

(Nrf2
-/-

)マウスにおいて、Nrf2活性に対するスルフォラフェンの効果を検証するため、Nrf2 と

Nrf2の下流遺伝子の発現を評価した。RNAを肺組織から抽出し、Nrf2や標的遺伝子である

heme oxygenase-1 (HO-1)、NAD(P)H:quinone-oxidoreductase-1 (NQO1)、glutamate-cysteine 

ligase catalytic subunit (GCLC)、glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM)のmRNA
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発現を検証した。定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(quantitative reverse 

transcription-Polymerase Chain Reaction; qRT-PCR)を用いて遺伝子発現量を評価し、2-ΔΔ CT 

法によって解析した。タバコ煙を曝露したOVA感作・曝露Nrf2
+/+
マウスにおいてスルフォラフ

ェン投与は Nrf2、HO-1、GCLCの mRNA発現レベルを有意に増加させたが、同 Nrf2
-/-
マウ

スではこれらの変化は認められなかった (n=3-6)。結果は平均±標準誤差で示す。*p < 0.05、

**p < 0.01、***p < 0.001。CS, cigarette smoke; SFN, sulforaphane. 

 

Figure 10. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

る Nrf2核内移行の誘導 

タバコ煙を曝露した ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2
+/+

)マウスにおいて、スルフォ

ラフェンによるNrf2の核内移行に対する影響に関して評価を行った。(A, B) OVA曝露 48時

間後に摘出した肺組織から核タンパク質を抽出し、ウエスタンブロットを行った。タバコ煙を

曝露した OVA感作・曝露 Nrf2
+/+
マウスにおいて、スルフォラフェン投与は Nrf2の核内移行

を有意に増加させた(n = 4‐5)。結果は Lamin Bで標準化し、平均±標準誤差で示す。**p < 

0.01。(C, D) OVA曝露48時間後に採取した気管支肺胞洗浄液のサイトスピン標本を用いて、

核内の Nrf2の発現を蛍光顕微鏡で解析した。タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露 Nrf2
+/+

マウスにおいて、スルフォラフェン投与は肺胞マクロファージを中心に Nrf2の核内移行を有

意に増加させた(1検体あたり 100‐500cells, n = 3‐4)。結果は平均±標準誤差で示す。**p < 

0.01. CS, cigarette smoke; SFN, sulforaphane. Scale bars, 50 m. 
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Figure 11. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

る酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスに対する影響 

タバコ煙を曝露した ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2
+/+

)マウス、同 Nrf2欠損

(Nrf2
-/-

)マウスにおいて、還元型グルタチオン(glutathione; GSH)濃度、酸化型グルタチオン

(oxidized glutathione; GSSG)濃度、GSH/GSSG比を測定し、酸化ストレス/抗酸化ストレスバ

ランスに対するスルフォラフェンの影響を検証した。タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露

Nrf2
+/+
マウスと同 Nrf2

-/-
マウスとを比較すると、Nrf2+/+マウスにおいてスルフォラフェンは有

意に GSH/GSSG比を増加させたが(A)、 Nrf2-/-マウスにおいては同様の変化は認められな

かった(B) (n = 3-5)。結果は平均±標準誤差で示す。**p < 0.01。CS, cigarette smoke; SFN, 

sulforaphane. 

 

Figure 12.  タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンに

よる histone deacetylase (HDAC)2発現・活性に対する影響 

Ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2
+/+

)マウス、同 Nrf2
-/-
マウスにおいて、タバコ煙曝

露およびスルフォラフェン投与による histone deacetylase (HDAC)2の発現および活性に対す

る影響に関して評価を行った。(A, B) OVA曝露 48時間後に摘出した肺組織から破砕抽出

液を作製し、ウエスタンブロットを行った。OVA感作・曝露 Nrf2
+/+
マウスでは、タバコ煙曝露

により HDAC2発現量は有意に低下したが、スルフォラフェンを投与したところその発現量は
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回復した。OVA感作・曝露 Nrf2-/-マウスでは、同 Nrf2
+/+
マウスと比較してタバコ煙非曝露下

においてすでにHDAC2発現量が有意に低下していたが、スルフォラフェンを投与してもその

発現量は回復しなかった(n = 4-6) 。結果はβ‐actinで標準化し、平均±標準誤差で示す。*p < 

0.05、**p < 0.01。(C) OVA感作・曝露 Nrf2
+/+
マウス、同 Nrf2

-/-
の肺組織より得られた破砕抽

出液を用いて免疫沈降法によって HDAC2を抽出し、その酵素活性を評価した。OVA感作・

曝露 Nrf2
+/+
マウスでは、タバコ煙曝露により HDAC2活性は有意に低下したが、スルフォラ

フェンを投与したところその活性は回復した。OVA感作・曝露 Nrf2-/-マウスでは、同 Nrf2
+/+
マ

ウスと比較してタバコ煙非曝露下においてすでに HDAC2活性が有意に低下していたが、ス

ルフォラフェンを投与してもその活性は回復しなかった (n=3)。結果は平均±標準誤差で示

す。*p < 0.05、**p < 0.01。CS, cigarette smoke; SFN, sulforaphane. 
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Figure 1. 酸化ストレスによる histone deacetylase 2 (HDAC2)活性・発現低下の機序  
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Figure 2. タバコ煙曝露方法 
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Figure 3. 実験プロトコール 
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Figure 4. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露によるステロイド抵抗

性の獲得 
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Figure 5. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露による酸化ストレスと

抗酸化ストレス因子の誘導 
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Figure 6. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露による Nrf2核内移行

の誘導 
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Figure 7. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露による酸化ストレス/抗

酸化ストレスバランスに対する影響 
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Figure 8. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

るステロイド反応性の改善 
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Figure 9. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

る Nrf2発現の増強と Nrf2依存性抗酸化ストレス反応の誘導 
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Figure 10. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

る Nrf2核内移行の誘導 
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Figure 11. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

る酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスに対する影響 
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Figure 12. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ

る histone deacetylase 2 (HDAC2)発現・活性に対する影響 
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