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第 1 章 序章 

1. 気管支喘息の疾患概念 

気管支喘息は慢性の気道炎症性疾患である。発作性の呼吸困難、咳嗽、喘鳴

などの症状は様々な刺激により起こる気道狭窄とそれに伴う気流制限によって

引き起こされる。気道炎症は好酸球、好中球、リンパ球、マスト細胞などの増

加により特徴づけられる。繰り返す炎症によって、気道上皮の剥離、損傷、上

皮化生、線維化、平滑筋の肥厚や粘膜下腺の過形成、血管新生といった気道リ

モデリングが起こる。気道の炎症は可逆的だが、リモデリングは進行すると非

可逆的な変化となる。気道の炎症やリモデリングは気道過敏性を亢進させる。

気道炎症、気道リモデリング、気道過敏性及び気流制限は相互に関連しながら

症状発現をもたらすと考えられている(Fig.1)。 
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2. 気管支喘息の病態 

アレルギー物質（ダニ・動物・カビ・ゴキブリなど）、ウイルス感染、大気

汚染、タバコ、精神的要因（ストレス・疲労）が喘息の発症や増悪と強く関連

している[1]。これらの外因によって引き起こされた気道炎症は気道平滑筋の

収縮、気道の浮腫、気道分泌亢進、気道リモデリングなどを介して、気流制限

を引き起こす。アレルゲンに曝露された喘息患者は抗原特異的な IgE 産生の増

加が起こる。この IgE 産生を制御するために Th2 系 T 細胞が Th1 系 T 細胞より

優位に増加する。IgE はマスト細胞の受容体に強く結合し、気道においてマス

ト細胞からヒスタミン、プロスタグランジン D2、ロイコトリエンなどのメデ

ィエーターが放出され（即時型喘息反応）、気道平滑筋の収縮や微小血管透過

性亢進による気道の浮腫が起こる。さらに、気道刺激により杯細胞や粘膜下腺

細胞の過形成が起こり、過度に分泌された粘液が気流制限の一因となる。気道

粘膜の線維化、平滑筋の肥厚、粘膜下腺過形成などにより、ほぼ永続的な気道

壁の肥厚が起こり、不可逆的な気流制限が生ずる（気道リモデリング）。リモ

デリングは気道炎症の遷延や修復機序に伴って生ずるだけでなく、気道収縮反

応だけでも誘導されうる[2]。喘息患者の気管支は、いろいろな刺激物質に反

応しやすく、健常人なら反応しないような弱い刺激に対しても容易に収縮する

（気道過敏性）。気道上皮が傷害されるとバリアとしての機能が失われ、知覚

神経が露出し迷走神経反射が起こりやすくなる。また物理的に刺激物質の粘膜

透過性が増加するようになるために気道過敏性が増強される。また、気道壁が

肥厚するとそれのみで気道の反応性が増強することが知られている。アトピー

型喘息ではアレルゲン吸入後に数分で気道狭窄が生じる。これを即時型喘息反

応という。多くは一時的に軽快するが、3 から 8 時間後に再び気道狭窄が生じ

る。これを遅発型喘息反応という[3]。即時型アレルギー反応はいわゆるⅠ型
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アレルギー反応で、マスト細胞から遊離されるケミカルメディエーターの作用

と考えられている。一方遅発型喘息反応は好酸球から産生されるロイコトリエ

ンなどのメディエーターの作用によると考えられている。その後、気道での好

酸球、リンパ球の浸潤の持続が気道過敏性を引き起こす。 
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3. 気管支喘息の炎症細胞と炎症性メディエーター 

喘息の気道の病理学的所見は Fig.2 に示したように、好酸球など種々の炎症

細胞、気道上皮細胞などの組織構成細胞が遊離する炎症性メディエーターやサ

イトカインの直接作用、あるいはほかの細胞、神経系、接着する分子を介した

作用で生じている[4-6]。 

 

[1] 気道炎症に関与する細胞 

 (a) 好酸球 

喘息やアレルギー性炎症において、好酸球はもっとも特徴的な細胞であ

る。また重症度にも相関している[7]。好酸球はエオタキシンファミリーのイ

ンターロイキン（IL）-5 などにより、chemokine receptor(CCR)3 や Toll-

like receptors(TLR)を介して活性化させられる[8]。好酸球は活性化するとロ

イコトリエンや血小板活性化因子（PAF）などのメディエーターを出し、気道

平滑筋の収縮を促す。また Major basic protein(MBP)などの組織障害性の顆

粒を出し、気道上皮や神経を障害する。さらに Granulocyte macrophage 

colony stimulating factor(GM-CSF)や Transforming growth factor(TGF)-

α、TGF-βのようなサイトカインと、IL を産生し、気道の線維化やリモデリ

ングにも影響を与えている。 

 

 (b) マスト細胞 

マスト細胞は喘息の気道上皮に多く、また気道平滑筋細胞と関わりが深い

[9]。マスト細胞はヒスタミン、プロスタグランジン、ロイコトリエンといっ

たメディエーターを産生する。また Tumor necrosis factor(TNF)-αを貯蔵、

放出することが知られている。TNF-αは炎症細胞を遊走、活性化させる。また
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気道平滑筋を肥大させる[10] [11]。 

 

 (c) 好中球 

好中球の喘息にかかわる役割は明らかではないが、一般的にステロイド依存

性の重症喘息患者、致死的な喘息発作や喘息増悪時に気道上皮に多くなること

が知られている[12] [13]。 

 

 (d) Th2 系 CD4 陽性 T 細胞（Th2 細胞） 

Th2 系 CD4 陽性 T 細胞は喘息患者の気道に浸潤しており、抗原刺激があった

ときに IL-3、IL-4、IL-5、IL-13 や GM-CSF などのサイトカインを放出する

[14]。また、CD4 陽性 T 細胞は chemotactic chemokine receptor(CCR)4、 

CCR8 や chemoattractant receptor-homologous molecule on Th2 cells 

(CRTH2)、プロスタグランジン D2 レセプターを発現している。これらを介し

て、マスト細胞と相互作用を生じる一方で、好酸球や他の CD４陽性 T 細胞に

シグナルを送り、気道炎症を持続させている[15] [16] [17]。 

 

 [2] 本実験の炎症に関与するメディエーター 

 (a) IgE 

アトピー型喘息では病因アレルゲンに対する特異的 IgE 抗体がマスト細胞表

面の FcεRⅠ、および好酸球、マクロファージ表面の FcεRⅡに結合してお

り、病因アレルゲンが結合して架橋形成が起こるとマスト細胞が活性化され

て、メディエーターが放出され即時型喘息反応が起こる[1]。 
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 (b) IL-4  

IL-4 は Th2 細胞、NKT 細胞、マスト細胞、好塩基球などから産生される

[18]。IL-4 は抗原と反応した T 細胞の増殖を助ける。ナイーブ T 細胞から CD4

陽性 T 細胞への分化と B リンパ球の IgE 産生細胞へのスイッチを促す。IgE 産

生は IL-5 の共存で増強される。CD8 陽性 T 細胞にケモカインレセプターCXCR3

を表出させ、炎症部位へと遊走させる。 また、vascular cell adhesion 

molecule(VCAM)-1 の上皮細胞への発現を促すことにより、好酸球、好塩基

球、T 細胞の炎症部位への遊走に関与する[19]。 

 

(c) IL-5 

IL-5 は活性化 T 細胞や自然リンパ球（ILC：Innate lymphoid cell）2、マス

ト細胞などが産生し、好酸球の骨髄での分化、増殖、気道への集簇、活性化な

どに深く関与する[1]。IL-5 は活性化された B 細胞の増殖をもたらす作用と、B

細胞からの IgM、IgG、IgA 産生を促進させる作用がある。 B 細胞に IL-2 レセ

プターを表出させる作用もある。またナイーブキラーT 細胞に IL-2 レセプター

を表出させ、IL-2 の作用でエフェクターキラーT 細胞に分化するのを補助する。 

GM-CSF と共同して未熟好酸球を増殖させ、好酸球に分化させる。また好酸球を

活性化させる[18]。  

 

 (d) IL-6 

 IL-6 は炎症が起こった際に、IL-1 や IL-17 や TNF-αの刺激を受けて、線維

芽細胞、内皮細胞、単球、マクロファージなどさまざまな細胞から産生される。   

 IL-6 は、白血球の輸送および活性化を促し CRP の産生を誘導する。IL-6 は T

細胞の生存延長や B 細胞の分化、生存と形質細胞の IgG、IgA、IgM の産生を促
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す。さらにアレルゲンに誘発された IL-6 は Th2、Th17 の気道炎症を促す[18]。 

 

 (e) IL-10 

単球や IL-10 のみ主に作る type 1 regulatory T 細胞 (Tr1 細胞)、制御性 B

細胞から産生される。多くの炎症性サイトカイン、ケモカインとそのレセプタ

ーを抑制する働きがある。CD28、CD2 を抑えることにより T 細胞の活動性を抑

える。B 細胞に対しては分化を促し、生存を助け IgG4 の産生を増加させる作用

がある。腫瘍細胞や移植細胞などの標的細胞の MHC classⅠ分子表出を低下さ

せ、キラーT 細胞による細胞障害作用を受けにくくさせる[18]。  

 

 (f) IL-13 

IL-13 は Th2 細胞、NKT 細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球などが産生し、

B細胞に作用して IgE産生抗体を促し同時に血管内皮細胞の VCAM-1発現を選択

的に増強するとともに上皮細胞のエオタキシン発現を増強する[4, 20]。また

CD40 分子への刺激と共同して、B 細胞の増殖及び免疫グロブリンクラススイッ

チと産生を誘導する（特に IgE）。ILC2 から産生される IL-5 と IL-13 は好酸球

性喘息の病態に強くかかわる。重症の喘息患者の喀痰には多数の IL-5 陽性、

IL-13 陽性 ILC2 があり、末梢血好酸球数が正常であっても気道の好酸球は 3%

以上みられる[18]。 

 

 (g) IL-23 

IL-23 は活性化樹状細胞、マクロファージに産生される。 メモリーT 細胞が

IL-23 レセプターを多く発現しており作用する。 IL-23 は Th17 細胞の成熟に

必要である。IL-23 に反応する ILC は炎症性腸疾患などの自己免疫疾患の発症
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に重要な役割があると考えられている[18]。  

 

（h）G-CSF 

G-CSF は単球、マクロファージ起源の細胞によって産生される。顆粒球系に

分化したものの、増殖支持と活性化の作用を持つ。 骨髄系前駆細胞の増殖、顆

粒球への分化を導き、顆粒球の生成を促進する。好中球の CXCR4 の表出を抑え

ることにより、それを骨髄にとどめる CXCL12 の作用から解放して骨髄からの

遊出を助ける。G-CSF は単球による IL-1β、IL-12、IFN-γ、IL-18 および TNF-

α産生を減弱させ、IL-4、IL-10、TGF-β、MCP-1 などの産生を増加させる[21]。 

 

 (i) GM-CSF 

GM-CSF は単球、マクロファージ、T 細胞、NK 細胞、線維芽細胞、表皮細

胞、マスト細胞、好酸球などが産生する。T 細胞の GM-CSF 産生は IL-1βや

IL-23 に刺激される。マクロファージ、単球、好中球、好酸球、好塩基球や樹

状細胞の分化誘導作用を有する。  

樹状細胞の活性化を介して Th2 系のアレルギー性気道炎症に影響を与える。

また好酸球の生存を延長させ、マウスモデルでは GM-CSF を中和するとアレル

ギー性の過敏反応が抑えられる[22]。 

 

 (j) TNF-α 

活性化マクロファージだけでなく、B 細胞、T 細胞、NK 細胞、リンホカイン

活性化キラー（LAK：Lymphokine-activated killer）細胞、顆粒球・マスト細

胞、線維芽細胞、表皮細胞も産生する。  

TNF-αは炎症過程の持続と延長を制限し免疫のホメオスターシスを維持した
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り、自己免疫疾患の発生や腫瘍発生を防いだりする免疫調整の役割と、炎症惹

起という 2 つの役割を持っている。TNF-αはウイルス、細菌、真菌、寄生病原

菌、とくに結核やリステリアのような細胞内感染菌の宿主防御に重要な役割を

担っている。TNF-αはアトピー性皮膚炎や喘息などのアレルギー性疾患の発症

にもかかわっている[18]。 

 

 (k) TGF-β 

内皮細胞、線維芽細胞、マクロファージ、好酸球、リンパ球が産生する。

TGF-βは制御性 T 細胞（Treg 細胞）の抑制機能や Th17 細胞や Th9 細胞の分化

や炎症前駆状態と関連する重要なサイトカインの一つである。TGF-βには胎生

期の骨格形成や心血管系の発達にも重要な役割がある。また TGF-βは自己免

疫疾患の発生にも関与している[18]。 

TGF-βは線維芽細胞、骨芽細胞などを増殖させ、コラーゲンやフィブロネク

チンの産生などの細胞外基質タンパクの産生を増加させることにより、線維化

を誘導し、組織修復に重要な役割を果たしている。また B 細胞、NK 細胞、マ

クロファージの炎症性サイトカインを抑え、T 細胞、樹状細胞の抗原提示機能

を抑制することにより、抗炎症作用を示す[23]。 
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4. 日本人集団における気管支喘息の GWAS 

（Genome wide association study） 

気管支喘息は、環境要因と遺伝要因とが複雑に関与して引き起こされる。こ

れまでの研究により、喘息は単一の遺伝子異常のみで起こる病態ではなく、重

症度、治療反応などにおいて種々の遺伝子異常が複雑に関連しあって病態を引

き起こしていると考えられている。 

当研究室では遺伝要因解明のため、喫煙曝露の少ない日本人集団を対象に用

いて喘息患者の遺伝的な決定因子の検討を近年行った[24]。同研究では 10 

pack-years 未満の喫煙歴の、734 人のコントロールと 240 人の喘息患者群にお

いて 480098 か所の single-nucleotide polymorphisms (SNPs)を対象として

Genome wide association study（GWAS）を実施した。 

解析の結果、ヒアルロン酸合成酵素 HAS2 遺伝子上流にある SNP である、

rs7846389 が強い統計的な関連を示した。その結果は独立した別のコホートで

も同様に示された。メタアナリシスでも喘息の感受性遺伝子として rs7846389

はゲノム規模でも統計学的な有意差を認めた。正常人の臓器１３か所より抽出

した HAS2 mRNA 発現量の検討では肺で最も強く発現しており、細胞株を用いた

実験では risk 変異を導入することにより HAS2 mRNA 発現量の減少を認めた。 

以上より HAS2 を新たな成人喘息の感受性遺伝子として同定した。しかしな

がら、現在までにさまざまな人種で 30 件の GWASs が行われており、50 の遺伝

子が喘息の原因遺伝子の可能性を示唆されているが、HAS2 を喘息の遺伝子と

指摘しているものはなく、喘息における病態生理も明らかではない。 
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5. Hyaluronan synthase 2 (HAS2) 

 HAS2 はヒアルロン酸合成酵素（HAS）のひとつで、HAS には、他に HAS1、HAS3

がある。HAS は細胞質側の細胞膜に存在するが、膜を貫通し細胞外にも交通し

ている[25]。HA には高分子のもの（100-600kDa）と低分子のもの（10-50kDa）

があり、高分子量ヒアルロン酸（HMW-HA：High molecular weight Hyaluronan）

は HAS1、HAS2 により主に作られ、低分子量ヒアルロン酸（LMW-HA：Low molecular 

weight Hyaluronan）は HAS3 の作用によって合成されるか、もしくは HMW-HA が

分解されて作られることが知られている[26]。しかし、HAS1 の活性は非常に低

く[26] [27]、HAS1 欠損マウスでは野生型と同様に、発生や成長発達に異常を

認めないことから[28]、HMW-HA の産生には HAS2 が主に携わっていると考えら

れている。HAS2 は胎生期の発生の過程でもっとも強く発現する[29] [30]。と

くに心血管系の発達に重要であり、HAS2 欠損マウスは homo 欠損では心臓の弁

や中隔を形成することができず、およそ胎生 9.5 日で胎児死する[31, 32]。

hetero 欠損ではマウスは生存可能であるが、100 人の心室中隔欠損のある子供

の DNA を調べた研究では、そのうち一組の親で HAS2 の機能を 40％に減らす、a 

c.A1496T mutation が同定され、HAS2 の部分欠損も先天性心疾患の原因になり

うることが報告されている[33]。またヒトの 13 の臓器別の HAS2 分布を調べた

報告では、特に肺での発現が多いことが示されている[24]。 
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6. ヒアルロン酸合成障害と気道炎症 

ヒアルロン酸は直線状の硫酸化されていないグリコサミノグリカンで、細胞

外マトリックスに豊富に存在している。前述のとおり、ヒアルロン酸は 

HAS1-3 によって合成される。その分解はヒアルロニダーゼ（HYAL）1-3 によっ

てなされる。ヒアルロン酸の半減期は組織によって異なり、たとえば血液では

2-5 分、皮膚では 2-5 日、軟骨では 18 日以内とされる[34]。30%のヒアルロン

酸が局所的において分解される。残りの 70％はリンパに乗り、そこでそのう

ちの 90％が処理される[35]。残りは血液と肝臓で処理される[36]。さらに少

量だが脾臓や腎臓（低分子量のみ）で処理される[35]。 

 in vitro において、HA の吸収には HARE（stabilin-2）、CD44、LYVE-1 の

関与が知られているが、それぞれのノックアウトマウスの検討において、HARE

のノックアウトマウスのみ血中ヒアルロン酸濃度の上昇がみられたことから、

HARE がヒアルロン酸の吸収に中心的な役割を果たしているのではないかと考

えられている[37]。 

ヒアルロン酸の生物学的な役割は分子量によって大きく異なる。高分子量ヒ

アルロン酸（HMW-HA）は抗炎症反応を含む種々の制御系の役割と抗血管新生を

果たし、組織修復のような構造的な反応も起こす[38] [39] [40] [41] [42]。 

 一方で低分子量ヒアルロン酸（LMW-HA）は炎症の前駆状態を引き起こす[43] 

[44]。また組織障害の際などの免疫反応として活性化し、内因性の危険信号と

してはたらくとされている[45]。 

 気管支喘息を主体とした気道炎症とヒアルロン酸、HAS に関連した過去の報

告としては以下のようなものがある。 

 活動性のある喘息患者の気道平滑筋においては、HAS1,2 のレベルの低下と

ヒアルロニダーゼ-1 のレベルの増加により、ヒアルロン酸の量が健常者と比
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較して少ない[46]。健常人の気道平滑筋から分離されたヒアルロン酸は高分子

量のものが多いのに対して、喘息患者から分離されたヒアルロン酸は低分子量

のものが多く、さらに高分子量ヒアルロン酸はヒトの気道平滑筋細胞の増殖を

抑制する[47]。喘息患者気道上皮のヒアルロニダーゼの量が健常者より多く、

ヒアルロン酸の分解による HMW-HA の減少と LMW-HA の上昇が気道炎症の増悪・

慢性化に関与している可能性がある[48]。 
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7. Siglecs (sialic acid immunoglobulin-like lectins) 

 Siglec はシアル酸結合基を細胞表面に発現する糖鎖結合タンパクである

[49]。Siglec のほとんどがマクロファージ、好中球、リンパ球、好酸球など

の気道炎症において重要な免疫担当細胞に発現している。Siglec がリガンド

と結合した際には、細胞質内の immuno receptor tyrosine-based inhibitory 

motifs (ITIMs)構造や、SHP1、SHP2 といったチロシンフォスファターゼを介

して、Siglec の発現している免疫担当細胞の興奮を抑えることが知られてい

る[50]。Siglec ファミリーに属する一連のタンパク群は現段階ではヒトにお

いては 14 種類、マウスにおいては 9 種類が同定されている[50]。 

Siglec は Siglec-1、Siglec-2、Siglec-4、Siglec-15 といった哺乳類間共

通の構造が維持されている群と哺乳類間で多様な変異を伴う CD33 関連 Siglec

群に大別される[51]。しかし、細胞外の N 末端にはシアル酸結合基である V-

set domain と 2-17 個の immunoglobulin domain を伴うⅠ型膜タンパク質構造

があるなど、共通の構造もみられる[50] [52]。Siglec はそれぞれ、主な発現

細胞が異なる（Table 1）。また近年 Siglec が喘息、好酸球性気道炎症におい

て重要な役割を果たしていることが報告されている[53] [54] [55]。 

 一部の Siglec のリガンドとしてムチンが重要な役割を果たしていること

が、近年の免疫生化学的および糖鎖生化学的な解析により、明らかにされてき

ている。しかし、未だにすべての Siglec のリガンドが明らかになったわけで

はなく不明な点も多い。 

 前述の通り、HAS2 は HMW-HA の産生に関与しているが、近年の研究により

HMW-HA が Siglec-9 との結合能を有しており、リガンドとなっている可能性が

報告されている[56]。Siglec-9 は主にヒトの好中球に発現しており、マウス

でそれに対応するのは Siglec-E とされている[57]。Secundino らは HMW-HA が
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Siglec-9 に結合すると、抑制系の受容体に SHP-1 が動員され、好中球の酸化

刺激、neutrophil extracellular trap(NET)の形成が抑えられることにより、

好中球性炎症が終息するとしている[56]。また同論文では HMW-HA がマウスの

Siglec-E に結合することも示されている。 
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序章総括 

 過去に我々の研究グループは、日本人集団における気管支喘息の GWAS から

ヒアルロン酸合成酵素である HAS2 が気管支喘息の発症に関与する可能性を見

出した。本研究の目的はそれに基づき、HAS2 の機能異常がヒアルロン酸合成

障害を介して気道炎症にどのようにかかわり、どういった機序で炎症を引き起

こすのかを解明することである。 

 

過去の文献報告によると、HAS2 はヒアルロン酸の中でも特に HMW-HA の産生

にかかわっており、HMW-HA は種々のレセプターとの結合を介して、抗炎症作

用をもたらしているとされる。その機序として、HMW-HA は CD44 のリガンド、

または TLR2、TLR4 の negative regulator として主に抗炎症効果をもたらすと

いう説もあるが、詳細な機序は明らかになっていない。そのような背景の中、

Secundino らは多くの免疫細胞に発現しており、炎症に対して抑制的にはたら

くレセプターである Siglecs-9 のリガンドとして HMW-HA が機能していること

を見出した[56]。 

 

よって、本研究において我々は、HAS2 の機能異常が気管支喘息を発症、増

悪させるメカニズムとして、 

 

①  HAS2 はアレルギー性気道炎症病態出現時に発現が亢進する。  

②  HAS2 の発現が誘導されることで気道上皮に HMW-HA が誘導される。 

または、特定の糖鎖構造が付加される。  

③  HAS2 によって合成された HMW-HA は Siglec を介して気道炎症を終息

させる。  
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④  HAS2 または HMW-HA に障害が発生した場合は気道炎症の重症化または

難治化が出現する。  

⑤  HMW-HA に発現している Siglec リガンド活性を持つ糖鎖構造が同

定・定量可能であれば、喘息患者の難治化予測のバイオマーカーとし

ての運用や同糖鎖構造による新規標的治療薬の創薬といった臨床応用

が期待される。 

 

という仮説を立て、それに基づいた研究計画を立案、研究の実施に至った。 

  



21 

 

第 2 章 ヒアルロン酸合成障害に伴う 

気管支喘息発症、増悪メカニズムの解明 

 

1. 目的 

 HAS2 の機能異常が気管支喘息の発症・増悪に与える影響を、遺伝子改変動

物を用いて明らかにすること。 

 

2. 対象と方法 

(a) 実験に使用する動物 

サザンブロット法により HAS2 遺伝子のヘテロ欠損が示されている HAS2 ヘテ

ロ欠損マウス（HAS2 Heterozygous deficient mice: HAS2+/-）[31]を The 

Jackson Laboratory から導入、6 世代（F6）以上 C57BL/6J 系に戻し交配を実

施し 6 から 10 週齢の雌を実験に使用した。対照群としては繁殖中に作出され

た C57BL/6J 背景を有する同胞を野生型マウス（Wild Type mice: WT）群とし

て使用した。 

HAS2+/-マウスの作成に際しては、まずターゲッティングベクターを標的遺伝

子領域においてネオマイシン耐性遺伝子で置換するように作成した。次に作成

したターゲッティングベクターを 129P2/OlaHsd 由来の GK129 胚性幹細胞（ES

細胞）にエレクトロポレーション法にて遺伝子導入した。最後に、遺伝子導入

された ES 細胞を C57BL/6J の胚盤胞にマイクロインジェクションし、キメラマ

ウスを作成している。 

作成されたキメラマウスの子孫は C57BL/6J と交配維持されていた。しかし

ホモ欠損マウスは主に重篤な心臓および血管の形成異常を合併し、胎生 9.5-

10.5 日で死亡する[31]ため、導入時点では 129P2 と C57BL/6J の雑種第 1 世代
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（F1）と充分な戻し交配がなされていない状態で凍結受精卵保存されていたた

め、上述の戻し交配を実施した。 

 

(b) 好酸球性気道炎症マウスモデルの作成 

喘息がマウスに自然発症することはない。そのため喘息は人工的に疾患モデ

ルとして作成する必要がある。Ovalbumin (OVA)などによって誘発されたアレ

ルギー性呼吸器疾患マウスモデルは喘息の病因に関与する免疫学的、および非

免疫学的機序を解明するために広く使用されている。現在急性および慢性の喘

息モデルが開発されている[58]。 

 OVA を用いた急性の好酸球性気道炎症モデルは血清総 IgE の上昇、気道炎

症、上皮細胞の肥大、杯細胞過形成、気道過敏性、そして早期、後期の気道収

縮反応などの喘息の多くの特徴を良好に再現している。一方で喘息は慢性疾患

であり、肺における炎症のパターンや分布は実際の喘息患者のものとはかなら

ずしも一致していないことも指摘されている[58]。 

 マウス喘息の慢性モデルは急性モデルよりもさらにヒト喘息を再現するこ

とが示されている。その特徴として、気道粘膜への好酸球流入および気道過敏

性を特徴とする Th2 依存性アレルギー性炎症や、成人ヒト喘息の重要な所見で

ある気道リモデリングが挙げられる[58]。本実験では過去の報告をもとに、リ

モデリングを形成するレベルの慢性炎症モデルで検証した[59] [60]。 

 

(Ⅰ) 急性気道炎症モデル 

 マウスを day1 と day15 に OVA 100μg と Al(OH)3 1.6mg を腹腔内注射にて

投与し感作を実施した。その後 day22 に OVA を 10μg の経鼻投与を 1 回行

い、アレルギー性気道炎症を誘発した。 
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（Ⅱ） 慢性気道炎症モデル 

マウスを day1 と day15 に OVA 100μg と Al(OH)3 1.6mg を腹腔内注射にて

投与し感作を実施した。day22 から day82 にかけて OVA 10μg の経鼻投与を

週 5 回計 40 回行い、慢性アレルギー性気道炎症ならびに気道リモデリング

を誘発した。 

急性気道炎症モデル、慢性気道炎症モデルの両方とも最終経鼻投与から 24

時間後に検体採取を行った。対照群は生理食塩水で腹腔内投与、経鼻投与を行

った。 

 

(c) 気管支肺胞洗浄（BAL： Bronchoalveolar lavage） 

 BAL はマウス気管を切開後にカニューレを挿入し、生理食塩水 0.6ml を注

入、回収を計 5 回ずつ実施し採取した。最初の 2 回分であるおよそ 1.2ml の気

管支肺胞洗浄液（BALF: Bronchoalveolar lavage fluid）は遠心後に上清を回

収し、サイトカインやケモカイン計測用として保存した。保存の際にサイトカ

イン、ケモカインを安定させるため 0.5% BSA を添加した。BALF の細胞数は当

日中に血球計算盤で測定した。さらにサイトスピンを用いて細胞をスライドに

接着後、Diff-Quick 染色を行い標準蛍光顕微鏡で細胞分画を算定した。 

 それとは別にヒアルロン酸測定用の BALF 検体は PBS(-)0.6ml を注入、回収

を計 5 回ずつ実施し採取した。その後 200G で遠心後に上清を回収し保存し

た。 

 

(d) 肺検体の採取 

  肺検体は BAL の影響を強く受けることから、BAL を行っていない肺のみを

検体として使用した。検体採取の際には、肺検体は右上葉、右上葉以外の肺
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葉、左肺の 3 つに分け、-80℃で保存した。肺検体破砕液の作成は、-80℃凍結

肺検体をすぐに COMPLETE solution(Roche, Basel, Switzerland) 500μl に浸

し、ホモジェナイザー（POLYTRON PT10-35GT, KINEMATICA, Luzern, 

Switzerland）を用いて破砕した。その後破砕液を超遠心用チューブに移し

50000rpm、30 分で遠心を行いその上清を-80℃に保存した。 

 

(e) HAS2 タンパクの発現の有無 

 肺検体破砕液の HAS2 の発現量の有無は Western blotting を用いて行った。

-80℃に保存されていた肺破砕液検体を、Lowry 法を用いてタンパク濃度を測

定した。各検体のタンパク量が 60μg になるように調整後、2X sample buffer 

(Tris HCl, 2 wecaptethanol, glycerol, bromophenyl blue, sodium 

dodecylsulfate)と 1:1 の割合で混ぜ合わせ、95℃で 6 分間反応させた。処理後

の検体を SuperSep Ace Gel 5-20%（WAKO, Tokyo, Japan）の各 well に注入し、

電気泳動を行った。電気泳動後のゲルは iBlot Dry Gel Blotting Transfer 

System(Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて、そのプロトコールにしたがい、

iBlot Gel Transfer Stacks PVDF membrane(Invitrogen, Carlsbad, CA)に転

写した。membrane はその後 5% スキムミルク＋TBS-tween に浸し、4℃で一晩ブ

ロッキングを行った。その後 membrane を洗浄後に Primary Ab: anti-HAS2 Ab 

(1:500 dilution, sc-66916, Santa Cruz, Dallas, TX)、2ndary Ab: Goat 

anti-Rabbit IgG HRP (1:2500 dilution, sc-2004, Santa Cruz, Dallas, TX) 

を反応させ、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, 

Amersham, England)を用いて発色後、Image Quant LAS 4000(GE Healthcare, 

Amersham, England)を用いて撮影を行った。 
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(f) HAS2 タンパクの測定 

 肺破砕液、血清、BALF の HAS2 測定は市販の HAS2 ELISA kit (Aviva 

Systems Biology, San Diego, CA)を用いて計測を行った。 

 肺破砕液は右上葉以外の肺葉検体をあらかじめ重量を測定したのちに破砕し

たものを使用した。上記 ELISA キットで HAS2 濃度を測定後に肺重量 1mg 当た

りに換算した。 

 

(g) 分子量別のヒアルロン酸の測定 

過去の検討に基づき[61]、ヒアルロン酸測定用の BALF 検体を

proteinase(P4850)( SIGMA, St. Louis, MO)で 24 時間処理したのちに、遠心

エバポレーター CE 1D（Hitachi Koki, Tokyo, Japan）を用いて 30 倍に濃縮

した。その後各サンプル 20μl と 2M のスクロースを含む TAE バッファー2μl

を混ぜ、0.5%アガロースゲルで電気泳動を行った。電気泳動終了後、ゲルを直

ちに 0.005% Stains-All 含有 50%エタノールで染色、蒸留水で脱色し、撮影を

行った。 

 

(h) 免疫グロブリンの測定 

 血清 total IgE（1:100 希釈、detection range,  0.156-10μg/mL）、OVA 

specificl IgE（1:20 希釈、detection range, 31.2-2000 ng/ml）は市販の

ELISA kit（BD Biosciences, San Jose, CA）を用いて計測を行った。 

 

(i) サイトカインとケモカインの測定 

 BALF 中のサイトカイン、ケモカインの濃度は MILLIPLEX MAP Kit （EMD 

Millipore Corporation, Billerica, MA）を用いて計測した。過去の検討よ
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り、BALF 中のサイトカイン、ケモカインの濃度は非常に低濃度であることが

予想されたため、サンプルを通常の 2 倍量使用し計測、計測値の 50%量を各検

体の濃度とした。そのほかの実験プロトコールは同社のものに従った。 

 各サイトカイン、ケモカインの Min DC: Minimum detectable 

concentrations は以下の通りである。G-CSF （0.85 pg/ml）、GM-CSF (5.45 

pg/ml)、IFN-γ (0.55 pg/ml)、IL-1a (5.15 pg/ml)、IL-1b (2.7 pg/ml)、

IL-2 (0.5 pg/ml)、IL-4 (0.2 pg/ml)、IL-5 (0.5 pg/ml)、IL-6 (0.55 

pg/ml)、IL-7 (0.7 pg/ml)、IL-9 (8.65 pg/ml)、IL-10 (1.0 pg/ml)、IL-

12p40 (1.95 pg/ml)、IL-12p70 (2.4 pg/ml)、IL-13 (3.9 pg/ml)、IL-15 

(3.7 pg/ml)、IL-17 (0.25 pg/ml)、IP-10 (0.4 pg/ml)、KC (1.15 pg/ml)、

MCP-1 (3.35 pg/ml)、MIP-1a (3.85 pg/ml)、MIP-1b (5.95 pg/ml)、MIP-2 

(15.3 pg/ml)、RANTES (1.35 pg/ml)、TNF-α (1.15 pg/ml)、IL-25 (178.65 

pg/ml)、MIP-3a (4.7 pg/ml)、IL-21 (5.45 pg/ml)、IL-22 (0.25 pg/ml)、

IL-28B (14.65 pg/ml)、IL-23 (35.2 pg/ml)、IL-27 (249.3 pg/ml)、IL-17A 

(9.4 pg/ml)、IL-17F (2.6 pg/ml)、IL-33 (7.45 pg/ml)、IL-31 (12.9 

pg/ml)、TNF-β (68.5 pg/ml)、CD40L (7.3 pg/ml)。 

  

(j) 統計解析 

 データは平均値±標準誤差（SEMｓ）もしくは中央値を記載した散布図で示

した。各群間の統計学的な有意差は ANOVA の一元配置分散分析の後に Tukey の

多重比較テストを行った。統計解析ソフトは GraphPad Prism (GraphPad 

Software, La Jolla, CA) を使用し、P 値<0.05 を統計学的に有意とした。 
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(k)  倫理尊守事項 

組み換え DNA 実験実施の妥当性については、本学の遺伝子組換え実験安全委

員会に実験計画書を提出し承認を得た上で HAS2 欠損マウスを導入している

(「ヒアルロン酸を介したアレルギー性呼吸器疾患制御機構の解明」、本学承認

番号：150009)。また、動物実験の内容についても毎年、動物実験委員会に研

究報告書および研究計画書を提出・更新し、承認を得ている。 

実験の実施に際しては筑波大学の動物実験倫理規定を遵守し、本学規定の講

習を受けたものが実施している。 
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3. 結果 

Western Blot 法による肺 HAS2 タンパクの発現量の評価 

本研究を開始するにあたり、アレルギー性気道炎症病態における HAS2 発現

変化の有無を明らかにするために、野生型マウスに OVA、あるいは生理食塩水

による刺激を与え、Western Blot 法により肺破砕液検体中の HAS2 タンパクの

発現を確認した(Fig.3)。 

生理食塩水を投与されたコントロール群では急性気道炎症モデル、慢性気道

炎症モデルともに HAS2 の発現がほとんど見られないのに対し、OVA 群では特

に慢性モデルで強く HAS2 の発現が認められた。 

 以上より OVA 刺激に伴うアレルギー性気道炎症病態下において、肺における

HAS2 発現量が増加すると考えられた。 

 

肺内の HAS2 蛋白の定量比較 

 OVA 刺激後に HAS2 ヘテロ欠損（HAS2+/-）マウスおよび野生型（WT）マウス

の HAS2 発現量の違いを明らかにするため、肺破砕液検体で ELISA による比較

を行った（Fig.4）。 

 HAS2 の発現量は生食コントロール群、OVA 刺激群ともに、HAS2+/-群で低値な

傾向が見られるものの両群間に有意差は見られなかった。 

しかしながら本検討では検体数がやや少なく（n=5-6）、HAS2+/-群で低値な傾

向が見られることから、さらに検体数を蓄積し解析する予定である。 

 

BALF および血清の HAS2 蛋白の定量比較 

 OVA 非刺激状態での HAS2 ヘテロ欠損（HAS2+/-）マウスおよび野生型（WT）

マウスの HAS2 発現量の違いを明らかにするため、BALF と血清検体で ELISA に
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よる比較を行った（Fig.5）。 

 HAS2 の発現量は BALF では HAS2+/-群で低値な傾向が見られるものの有意差は

なく、血清検体においても WT 群と HAS2+/-群で有意な変化を認めなかった。 

今後は BALF 検体数を蓄積し解析する一方で、OVA 刺激後の HAS2 発現量の解

析を行う予定である。 

 

分子量別ヒアルロン酸発現量の比較 

急性気道炎症モデルにおける実際のヒアルロン酸の分子量の変化の有無をよ

り詳細に評価するために、ヒアルロン酸の電気泳動を行い、その分画の確認を

行った。 

OVA 経鼻投与 24 時間後の BALF において、HAS2+/-群は WT 群と比較し、ヒア

ルロン酸発現の分子量のピークが低分子量方向にあることを 1 検体ずつ比較し

た予備実験で認めた（Fig.6）。しかし各群複数の検体を使用した本実験では、

BALF の濃縮を高度に行ってもバンドの濃度が全体に薄く、また検体間のばら

つきも強くみられ、HAS2+/-群と WT 群で明らかな分子量別ヒアルロン酸発現量

の差を指摘するのは困難であった。 

以上より、HAS2 機能異常は OVA 刺激後急性期において、WT と比較し HMW-HA

の発現量が低下し、LMW-HA の発現量が増加する可能性はあるが、さらなる追

加実験が必要である。 

 

BALF 中の総細胞数・各細胞分画の比較 

 WT マウスと HAS2+/-マウス各群の好酸球性気道炎症の強度を比較するため、

OVA を用いた急性アレルギー性気道炎症モデルを作成後、BAL を実施し炎症細

胞数・分画を比較した（Fig.7）。 
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 OVA 経鼻投与 24 時間後の BALF において、HAS2+/-群は WT 群と比較し有意な

総細胞数の増加を認めた（Fig.7a）。細胞増加の原因を評価するため各分画の

細胞数を評価したところ、マクロファージ（Fig.7b）、好中球（Fig.7d）、好酸

球（Fig.7e）において有意な増加を認めていた。一方でリンパ球数は両群間で

有意差を認めなかった（Fig.7c)）。 

 生食対照群の BALF においては、HAS2+/-群および WT 群の間ではすべての

BALF 細胞分画において統計学的な有意差は認めなかった。 

 以上より、HAS2 機能異常は OVA 刺激後急性期において、マクロファージ、

好中球、好酸球の増加を主体とした、高度の好酸球性気道炎症をきたすことが

示された。 

 

血清総 IgE、OVA-specific IgE の比較 

上記のように、HAS2+/-群は WT 群と比較して、OVA 刺激後に高度の好酸球性

気道炎症が生じていた。他臓器でのアレルギー性炎症の有無を検証するため、

血清の免疫グロブリンの比較を行った(Fig.8)。 

血清 Total IgE、OVA-specific IgE は HAS2+/-群および WT 群の両群で、OVA

刺激後に増加が認められたものの、OVA 刺激後の HAS2+/-群と WT 群の比較では

有意差を認めなかった。 

 

Multiplex を用いたサイトカイン、ケモカインの解析 

 HAS2+/-群が WT 群と比較し、OVA 刺激後により高度の好酸球性気道炎症を生

じている病態を解明するために、BALF 中の各種サイトカイン、ケモカインを

multiplex にて測定した(Fig.9-14)。 
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1) Th1/Th2 関連サイトカイン 

 OVA 刺激後の BALF において、HAS2+/-群は WT 群と比較し代表的な Th2 系のサ

イトカインである、IL-4、IL-5、IL-13、GM-CSF の有意な上昇を認め(Fig.9a-

d)、IFN-γでは有意差を認めなかった(Fig.9e)。以上より BALF サイトカイン

上も HAS2+/-群が WT 群と比較し、OVA 刺激後により高度のアレルギー性気道炎

症をきたしていたことが確認された。一方で、IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-25, 

IL-31, IL-33 といったリンパ球を含む炎症細胞や Treg 細胞を誘導するサイト

カインや上皮細胞由来のサイトカインにおいては WT 群と比較し有意差を認め

ず(Fig.10A)、IFN-γと共に naïve T cell を Th1 へと誘導する作用を有する

IL-12 についても IL-12p40, IL-12p70 共に変化を認めなかった(Fig.10B)。 

 

2) Th17 関連サイトカイン 

OVA 刺激後 24 時間後の急性期において有意な好中球の増加を認めたことよ

り、Th17 細胞に関連するサイトカインである IL-17, IL-17A, IL-17F, IL-21, 

IL-22, IL-23 についても解析を行ったが、IL-17, IL-17A, IL-17F, IL-21 は

BALF 検体中では両群共に測定感度以下であり、IL-22 についても両群共に OVA

刺激後に上昇を認めたものの両群間において有意差を認めなかった(Fig.11a-

e)。以上より Th17 細胞の病態への関与は乏しいものと考えられるが、抗原提

示細胞で産生され Th17 細胞への誘導を促す IL-23 が生食投与 HAS2+/-群におい

て有意に低値であり HAS2+/-群において抗原提示細胞由来の Th17 細胞への誘導

が阻害されている可能性が示唆された(Fig.11f)。 

 

3) 単球・マクロファージに関連したサイトカイン、ケモカイン 

 最後にヒアルロン酸合成能の破綻に伴い炎症制御機構が破綻している可能
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性を考慮し、各種炎症に関連したサイトカインやケモカインの解析を行った。

その結果、興味深いことに OVA 刺激後の HAS2+/-群において WT 群と比較し有意

な G-CSF, IL-6, IL-10, TNF-αといった主に単球・マクロファージに由来す

るサイトカインの増加を認めた(Fig.12a-d)。また、TNF-βにおいても OVA 刺

激後の HAS2+/-群のみ生食対照群と比較し有意な増加を認めた(Fig.12e)。この

傾向はケモカインにおいても同様であり、IP-10 （CXCL10）、KC (CXCL1)、

MCP-1 (CCL2)、MIP-1α (CCL3)、MIP-1β (CCL4)においても、OVA 刺激後の

HAS2+/-群において WT 群と比較し有意な増加を認めた(Fig.13a-e)。 

 

なお、同時に測定した IL-7, IL-9, IL-15, IL-27, IL-28β, CD40L につい

てはいずれも各群間で有意な差を認めなかった(Fig.14)。 
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4. 考察 

 本研究は、当研究室が日本人集団における気管支喘息の GWAS から独自に見

出した喘息関連遺伝子 HAS2 が気管支喘息の発症・増悪に関与するメカニズム

を、世界で初めて HAS2+/-マウスを用いてより直接的に検討した研究である。 

 

 一連の研究において、OVA 刺激によるマウスの好酸球性気道炎症モデルで

は、当初の仮説通りアレルギー性気道炎症病態出現時に HAS2 発現が亢進する

ことが確認された (Fig.3)。 また、C57BL6J 系に 6 世代以上戻し交配し作成

された HAS2+/-マウスは、野生型マウスと比較し、ヒアルロン酸分画において

炎症を抑制的に働くとされる HMW-HA 量が低下し、炎症を惹起するとされる

LMW-HA 量が増加している可能性があり(Fig.6)、それに伴い OVA 刺激後に野生

型群と比較し有意なマクロファージ・好中球・好酸球増加を伴う高度の好酸球

性気道炎症を認めた。このことから HAS2 の発現低下、もしくは機能障害は

HMW-HA の低下と LMW-HA の増加を介して気道炎症の重症化をきたしうることが

示唆された(Fig.7)。 

さらに multiplex を用いた解析により、OVA 刺激後の HAS2+/-群においては

BALF 検体中の有意な好酸球増多を反映した Th2 系のサイトカインである

(Table 2, [62])、IL-4、IL-5、IL-13、GM-CSF の高値のみならず(Fig.9)、G-

CSF, IL-6, IL-10, TNF-α といったサイトカインや IP-10、KC、MCP-1、MIP-1

α、MIP-1βといったケモカインも有意な高値を示していた(Fig.12, 13)。過

去の検討において、IL-6, IL-10, TNF-αや IP-10、KC、MCP-1、MIP-1α、

MIP-1βはヒアルロン酸が主にマクロファージと結合することにより誘導され

ることが報告されていること(Table 3, [63]）、 同じく単球・マクロファージ

由来の細胞から分泌される G-CSF の有意な上昇が認められることを踏まえる
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と、当初の仮説通り、HAS2 機能異常に伴うヒアルロン酸合成異常は単球・マ

クロファージを介した新たな喘息発症・増悪メカニズムである可能性が示唆さ

れた。 

 

 一方で、OVA 刺激後に高度の好酸球性気道炎症を呈する HAS2+/-マウスにおい

て、現段階では好酸球性気道炎症出現時の HAS2 発現量の低下の有無、ヒアル

ロン酸発現量および HMW-HA/LMW-HA の変化の有無、糖鎖修飾異常の有無につい

ては充分解明できていない。 

肺破砕液検体において HAS2+/-群は WT と比較し OVA 刺激の有無に関わらず有

意な差は認めないものの、HAS2 タンパクの発現は低い傾向が認められており

(Fig.4)、本病態をきたす原因としては HAS2 の主な産生物である HMW-HA 量が

少ない、または HAS2 タンパクの機能不全により分子量の十分な HA 産生ができ

ず LMW-HA 量が増加している可能性が考えられた。肺破砕液検体による HAS2 の

評価は検体数を追加し検証が必要と考える。 

HMW-HA の抗炎症作用の機序としては、Bollyky らは HMW-HA は、転写因子

FOXP3 および CD4 陽性 CD25 陽性調節性 T 細胞をアップレギュレートする[38] 

[64]としている。また Wang らは、HMW-HA が早期の変形性関節炎患者の human 

fibroblast-like synoviocytes (FLS) による種々の炎症性サイトカインに影

響を与えるということを報告している。彼らは HMW-HA により IL-1 刺激のあっ

た FLS で aggrecanase-2, TNF-α 遺伝子発現が抑制されていることを報告して

いるが[65]、本研究においても HAS2+/-群は WT 群と比較して OVA 刺激により

TNF-α のより高い産生が認められている。 

 LMW-HA の炎症惹起作用を検討した報告には、LMW-HA が好酸球の形態変化お

よび好酸球による TGF-βの mRNA 発現およびタンパク質分泌を増加させる



35 

 

[66]、マウス肺胞マクロファージの活性化を誘発する[67]、さらにヒト樹状細

胞の不可逆的表現型および機能的成熟を誘導するといった報告がある[68] 

[69]。サイトカイン、ケモカインに関連したものとしては、LMW-HA がマクロ

ファージにおいて産生される MMP-12 や plasminogen activator inhibitor-1 

[70] [71] 、MIP-1α、MIP-1β、monocyte chemoattractant-1、keratinocyte 

chemoattractant, IL-8、IL-12 の発現やタンパクの産生を増やすという報告

がある。本研究においても OVA 刺激後の HAS2+/-群が WT 群と比較し MIP-1α や

MIP-1β の増加が認められている。今後、TGF-β の測定や肺組織・BAL 中の

HMW-HA, LMW-HA を測定し更なる病態解明を目指す。 

 

HAS2 機能異常に伴うヒアルロン酸合成障害に伴う好酸球性気道炎症増悪メ

カニズムには、CD44、Toll-like Receptors（TLR）、および仮説として注目し

た Siglec などの関与の可能性が挙げられる。 

CD44 抗原は type１膜貫通型の糖蛋白で、ヒアルロン酸の主たる受容体であ

り、ほとんど全ての細胞にある。CD44 は、HA 分解産物を細胞内に移行する。

そのためマクロファージ表面上の CD44 を阻害すると炎症肺において治癒過程

におけるヒアルロン酸断片のクリアランスの遅延が起こる[72]。また、CD44

受容体にヒアルロン酸が結合し細胞膜を被覆することで、アポトーシス受容体

を保護し、その結果細胞死を防ぐことができる[73]。HMW-HA による作用は抗

CD44 抗体により阻害されることから[74]、HMW-HA による炎症制御に CD44 が重

要な役割を果たしている可能性がある。また気道上皮においては HA と CD44 の

結合により、TGF-β が活性型となり炎症反応を抑える一方、線維化を起こす

という報告もある[23] [75]。反面、CD44 欠損マウスを使用した研究では CD44

欠損群は野生型と比較して、タバコとハウスダストによる刺激後には IL-4、
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IL-5 など Th2 系のサイトカインや好酸球・好中球・CD4 陽性 Tcell 等の炎症細

胞が抑制されており、Th1 系のサイトカインには変化を認めなかったが

eotaxin-1(CCL11), IL-1βが有意に高値であった[76]。また、CD44 モノクロ

ーナル抗体投与により、好酸球の肺への集積や Th2 サイトカイン上昇を抑制す

る効果も報告されており LMW-HA の関与も示唆されている[63]。本研究におい

ては eotaxin-1 の検討はなされていないが、ハウスダスト刺激による CD44 欠

損マウス検討とほぼ逆の結果となっていること、リンパ球への影響が乏しかっ

たことなど矛盾点が多く、HAS2 の機能障害が CD44 経路の上流で影響を及ぼす

かについては慎重な検討が必要と思われる。 

Toll-like receptors（TLR）は、免疫系が細菌およびウイルスを感知し、これ

らの病原体に対する初期の宿主防御を調整できるようにする分子の集合体であ

る。近年 pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)だけでなく、damage 

associated molecular patterns (DAMPs)でも TLR を活性化させることが明ら

かとなった。LMW-HA は TLR2 と TLR4 に認識され[45]、TLR と結合して、前炎症

段階のサイトカインを導くカスケードを引き起こす[77]。岩田らは LMW-HA が

TLR4 を介して B リンパ球を刺激し、IL-6 や TGFβ 産生をもたらすことを示し

た[78]。我々の研究でも OVA 刺激後に HAS2+/-群の方が WT と比較して IL-6 は有

意に高値であり、本経路の関与は否定できない。 

 

当初、我々が仮説にあげた Siglec については、序論で述べた通り、HMW-HA

がヒトの単球や好中球に発現する Siglec9 との結合能を持ちリガンド活性を有

することが近年報告されている[56]。また、ヒト Siglec-9 はマウス Siglec-E

に相当し、好中球・単球・マクロファージ・樹状細胞に発現するが、Siglec-E

欠損マウスを用いた実験により、HMW-HA が Siglec-E を介して好中球と結合し
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リガンド活性を有することが示されている[56]。本研究においても HAS2+/-群

が WT 群よりも OVA 刺激後にマクロファージ、好中球の有意な高値を伴う好酸

球性気道炎症を認めており、単球・マクロファージ由来のサイトカイン・ケモ

カインの有意な上昇を認めている点も本仮説に矛盾しない。さらに Siglec-E

欠損マウス骨髄由来のマクロファージは、B 群連鎖球菌の刺激 24 時間後に野

生型群と比較しより高度な IL-6, TNF-αの産生を行うという報告も本研究結

果と同様であるが、証明には至っていない[79]。Siglec-E の関与をより直接

的に証明するには、Siglec-E 欠損マウスを併用する実験系を構築することが

望ましいが、同マウスは使用できる施設が限定されており本施設では困難であ

る。よって、今後 Siglec-E の関与の検証を行う際には、組織切片を Siglec-E

の細胞外構造を有するキメラタンパクと事前に反応後にヒアルロン酸の免疫染

色を行い、本来ヒアルロン酸として染色される部位の染色欠損の有無を確認す

ることや、野生型および HAS2 欠損マウスより抽出したヒアルロン酸分子にビ

オチン標識を行い Siglec-E との結合試験を行うことで、間接的に評価を行う

ことを考えている。 

 最後に、Bourguignon らは、LMW-HA が CD44 と TLR2、TLR4、および MyD88 と

の関係を刺激し、NF-κB 特異的転写活性と、ヒト乳房細胞系における炎症促

進性サイトカイン IL-1β および IL-8 の発現を誘導すること報告しており

[74]、ヒアルロン酸をリガンドとした複数の炎症制御経路が相互作用している

可能性も考えられる。 

 

本研究における限界としては以下の点が挙げられる。 

第 1 に先に述べた通り HAS2+/-マウスにおいて野生型と比較し、非刺激時お

よび好酸球性気道炎症出現時の HAS2 発現量の低下の有無、ヒアルロン酸発現
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量および HMW-HA/LMW-HA 分画の変化の有無が正確には確認されていない点が挙

げられる。HMW-HA/LMW-HA 分画の変化については、過去の研究においても総ヒ

アルロン酸量は ELISA 等で定量可能なものの、分画ごとに定量化した報告はな

く、検体中の総ヒアルロン酸量の定量と電気泳動による定性的な分画の変化を

併用し評価を行う手法が主流である。今回我々は、過去の検討例に従い BALF

中の分子量別のヒアルロン酸測定を行ったが、有意なヒアルロン酸分画を検出

することはできなかった[61]。この原因としては、過去の検討がオゾンにより

急性肺障害を誘発するレベルの濃厚刺激であったのに対し、本実験は OVA の単

回刺激であったため、刺激が弱かったことが第一に考えられる。サイトカイ

ン、ケモカインでは BALF 検体により差がでたために BALF 検体で変化の差を出

すことを目指したが、マウス 1 匹の検体量では客観的に有意差を示す充分な検

体量が採取できていないものと考えられた。一方で、過去の報告ではゴキブリ

抗原を使用した喘息モデルマウスの研究で、さらに工程を加えることにより肺

実質からヒアルロン酸を抽出し、分子量別のヒアルロン酸発現量の差を示して

いる報告がある[80]。今後我々も、同様の手法により肺実質からヒアルロン酸

を抽出することにより解析を実施し、さらなる病態解明を試みる予定である。 

第 2 に HAS2 ヘテロ欠損マウスを使用していることが挙げられる。本研究に

おいては、遺伝子多型により HAS2 の発現が低下している喘息疾患群の表現型

の解明が目的であったため、HAS2 ヘテロ欠損マウスを全身的に HAS2 の発現が

低下しているモデルとして使用した。しかし、後述の通り、病態の直接的な解

明には課題があるため、最終的には HAS2 の各臓器特異的な conditional ノッ

クアウトマウスを使用した検討も必要になると考えられる。また HAS2 完全欠

損マウスが胎生致死であるため、HAS2+/-マウスにおいても炎症制御機構の障害

とは別の、実験結果に影響を与えうる発達障害を合併している可能性も否定で
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きない。現段階では結果に影響しうる明らかな障害は確認できていないが今後

も HAS2+/-マウスの成長・発達・繁殖状況を継続してモニタリングする必要が

ある。 

第 3 に実験プロトコールの課題も挙げられる。本研究においては OVA 刺激に

よる好酸球性気道炎症の経時変化・サイトカイン動態をより明確にするため、

感作後は OVA の単回経鼻投与のプロトコールを採用し実験している。喘息・ア

レルギーの動物モデルとしては広く受け入れられているが、より実際の病態に

近い慢性炎症モデルでの検証が今後必要である。 

最後に、本研究は疾患動物モデルを用いて解析しているが、マウスとヒトの

種の違いにより病態制御メカニズムが異なる可能性は完全には否定できない。

しかしながら、本研究においてはヒトの遺伝子検体による GWAS により喘息関

連遺伝子として同定された分子を標的としているため、疾患動物モデルを用い

た本研究の成果が、ヒトの喘息病態患者におけるあらたな分子病態を明らかに

する基盤的検討として役割を果たしうるものと考えている。 

 

今回我々は HAS2 の機能異常が OVA による好酸球性気道炎症を強く惹き起こ

すことを HAS2+/-マウスを用いて示した。HAS2+/-マウスにおける HAS およびヒア

ルロン酸合成異常の詳細、それに伴う喘息発症・難治化の病態解明にはさらな

る検討が必要であるが、HAS およびヒアルロン酸異常の原因が同定・定量可能

であれば、喘息患者の難治化予測のバイオマーカーとしての運用や新規標的治

療薬の創薬といった臨床応用への展開が期待されるものと考える。 
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Table 1  Siglec とその発現細胞 

 

 

（文献[50, 51] より抜粋引用、一部改変） 

  

Siglec 別名 主な発現細胞

Siglec-1 sialoadhesin 単球、マクロファージ
Siglec-2 CD22 B細胞
Siglce-4a MAG オリゴデンドロサイト、シュワン細胞

Siglec-3 CD33 骨髄前駆細胞、単球
Siglec-8 好酸球、好塩基球、肥満細胞
Siglec-9 CD329 単球、好中球、NK細胞

Siglec-E 単球、好中球、マクロファージ、樹状細胞
Siglec-F 好酸球、（肺胞マクロファージ）

哺乳類共通のもの

ヒトで発現しているもの

マウスで発現しているもの



41 

 

Table 2 好酸球が誘導するサイトカイン、 

ケモカイン、成長因子 

(文献[62]より引用、一部改変) 

 

 

 

 

 

 

  

Cytokines Chemokines Growth factors

GM-CSF CCL3(MIP-1α) HB-EGF-LBP

IL-1α CCL5（RANTES） NGF

IL-1β CCL11(eotaxin) PDGF-B

IL-2 CCL13(MCP-4) SCF

IL-3 CCL17(TARC) TGF-α

IL-4 CCL22(MDC) TGF-β

IL-5 CCL23(MPIF-1) VEGF

IL-6 CXCR1(Groα)

IL-10 CXCL5(ENA-78)

IL-11 CXCL8(IL-8)

IL-12 CXCL9（MIG）

IL-13 CXCL10（IP-10）

IL-16 CXCL11（I-TAC）

IL-17

IL-25

IFN-γ

TNF-α
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Table 3 HA 結合によって誘導される各細胞の 

サイトカイン、ケモカインの概要  

 

(文献[63]より引用、一部改変) 

  

Category Gene cell type
Cytokines IL-12 Macrophages

TNF-α Macrophages
IL-1β Macrophages
IL-6 Macrophages, Fibroblasts, B cells
IL-8 Fibroblasts, airway epithelial cells
IL-10 Regulatory T cells, B cells
IFNβ Macrophages

Chemokine MIP-α Macrophages
KC Macrophages
MCP-1 Macrophages
CXCL2（MIP-2） Macrophages
CCL5(RANTES) Macrophages
CXCL9（MIG） Macrophages
CXCL10（IP-10） Macrophages
CXCL1（Groα） Endothelial cells
CCL3(MIP-1α) Macrophages
CCL4（MIP-1β） Macrophages

Growth factors TGF-β1 Eosinophils, macrophages, B cells
TGF-β2 Monocytes
IGF-1 Macrophages
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Fig.1 喘息の発症メカニズム 

 

(角田義弥、檜澤伸之：Common disease と病態生理（気管支喘息）；オーム社

（近日発刊予定）を改変して引用) 
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Fig.2 喘息の病態  

 

 

 (文献[1]を一部改変して引用) 
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 Fig.3  OVA 刺激による HAS2 タンパクの発現 

 

Acute：急性好酸球性気道炎症モデル 

Chronic：慢性好酸球性気道炎症モデル 

positive control としてβアクチンを使用 

  

Acute Chronic

Saline OVA Saline OVA

HAS2 (63kDa)

β-actin
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Fig.4  非刺激状態での HAS2 タンパク発現量の比較① 

 

 

ELISA による HAS2 タンパク発現量の比較  

NS: Not significant 

n=5-6 

右肺上葉以外の肺葉の重量（53.1-106.9mg） 
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Fig.5  非刺激状態での HAS2 タンパク発現量の比較② 

ELISA による HAS2 タンパク発現量の比較  

NS: Not significant 
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Fig.6 OVA 刺激後の分子量別ヒアルロン酸発現量の比較 

予備実験：OVA 刺激後の各群 1 検体ずつの分子量別ヒアルロン酸発現 

 

 

AWO：Acute Wild OVA（WT 急性好酸球性気道炎症モデル） 

AHO：Acute HAS2+/- OVA（HAS2 ヘテロ欠損 急性好酸球性気道炎症モデル） 
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Fig.7  OVA 刺激後の BALF による気道炎症の評価 

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=10-11) 
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Fig.8  OVA 刺激後の免疫グロブリンの評価 

 

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=10) 
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Fig.9 Th1/Th2 に関連したサイトカイン① 

 

  

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001

は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=9-10) 
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 Fig.10 Th1/Th2 に関連したサイトカイン② 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=9-10) 
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Fig.11 Th17 に関連したサイトカイン 

 

 

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=9-10) 
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 Fig.12 単球・マクロファージに関連したサイトカイン 

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001

は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=9-10) 
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Fig.13 単球・マクロファージに関連したケモカイン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=9-10) 
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Fig.14 その他のサイトカイン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 は WT の生食対照群と比較 

NS: Not significant (n=9-10) 
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第 3 章 総括 

気管支喘息はアレルギー反応を主とした慢性の気道炎症性疾患である。気道

炎症は好酸球、好中球、リンパ球、マスト細胞などの増加により特徴づけられ

る。吸入ステロイド治療の登場により、多くの患者の病勢を抑えることができ

たが、吸入ステロイドをはじめとした既存の気管支喘息の治療に抵抗性を示す

患者や、繰り返す炎症により気道リモデリング、気道過敏性を引き起こし、病

勢をコントロールできていない患者も存在する。その原因としてさまざまな遺

伝子研究がなされているが単一の遺伝子異常のみでの説明は困難で、多数の遺

伝子の関与ならびにタバコやハウスダストなどをはじめとした環境要因により

複合的な病態形成が指摘されている。 

当研究グループは GWAS により HAS2 の機能異常が気管支喘息の一因となる可

能性を報告した。本研究では HAS2 の機能異常が出現しているモデルマウスを

使用し、世界で初めて直接的に HAS2 の機能異常が HMW-HA 量の低下と LMW-HA

量の増加を示し、マクロファージ、好中球、好酸球性気道炎症、また Th2 系の

サイトカインおよび単球・マクロファージに関連したサイトカイン・ケモカイ

ンを増強させることを見出した。HAS2 の機能異常がヒアルロン酸動態と関係

があることを今後証明する必要があるが、HAS2 の機能異常によるヒアルロン

酸動態の変化や、その炎症抑制機序がさらに明らかになればヒアルロン酸分画

の変化や糖鎖構造を同定・定量することにより、喘息患者の難治化予測のバイ

オマーカーとしての運用や同糖鎖構造による新規標的治療薬の創薬といった臨

床応用が期待できる。 
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