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A. 研究目的 

我々は、わが国の重症喘息の大部分が成人発症の非
アトピー型喘息で、発症後短期間に重症化し、ステロ
イド抵抗性を特徴とすることを見出している。T細胞
レベルのステロイド抵抗性は、costimulatory signal
（共刺激）とサイトカインによって誘導される。本研
究では、これらの前臨床研究の成果を受けて、抗リウ

マチ薬として認可されているオレンシア®の重症喘息
を対象とした適応拡大を目指して、医師主導治験を実
施する。2 年目以降のフェーズ II 試験入りをめざし
て、まず初年度には、GCP準拠文書を準備する。また、
非臨床レベルのエビデンスを確立する目的に、培養細

胞系（in vitro）および T 細胞移入喘息モデル（in 
vivo）で、ステロイド抵抗性の解析・治療モデルを樹
立し、CTLA4-Ig（abatacept、オレンシア®）によるス
テロイド感受性回復効果を解析する。 
 
B. 方法 
１）森（研究代表者）らは、日本アレルギー学会より
推薦を受け、日本医師会治験促進センター治験候補薬
リスト掲載申請手続きを進めた。次いで、独立行政法
人医薬基盤研究所創薬支援戦略室の支援機能を活用
するため、創薬ナビ申し込みを行った。PMDA 事前相
談に先立って、戦略相談（個別面談）を受けた。事前

研究要旨 
 わが国の重症喘息の大部分は非アトピー型喘息であり、高用量吸入ステロイドに加えて経口ステロイド、
テオフィリン、抗ロイコトリエン薬、長時間作用型刺激薬等多種類の治療薬を併用してもなお満足な治
療効果が得られていない。重症喘息を特徴付けるT細胞レベルのステロイド抵抗性の克服は、特に重要な
課題と考えられる。そこで、森らがこれまでに実施してきた厚生労働科学研究で明らかになった

costimuratory signal抑制によるステロイド抵抗性改善効果を検証する目的に、オレンシア®の重症喘息
への適応拡大をめざした医師主導治験を計画した。2 年目以降のフェーズ II 試験入りをめざして、まず
初年度には、日本アレルギー学会より推薦を受け申請した結果、日本医師会治験推進センターの治験候補
薬にリスト掲載された。CROを選定し、PMDA戦略相談を受け、GCP準拠書類の作成を開始した。PMDA事前
面談のコメントを踏まえ、プロトコール、治験文書の最終調整中である。加えて、非臨床レベルのエビデ
ンスを確立する目的に、培養細胞系（in vitro）および T 細胞移入喘息モデル（in vivo）で、ステロイ

ド抵抗性の解析・治療モデルを樹立し、CTLA4-Ig（abatacept、オレンシア®）によるステロイド感受性回
復効果を解析した。T細胞レベルのステロイド感受性に基づくステロイド抵抗性喘息モデルをはじめて樹
立するとともに、本モデルを活用し、in vitroのみならず in vivoにおいても、CTLA4-Igによってステ
ロイド感受性が回復できることを証明した。 

今年度の本研究班の成果によって、1）重症喘息に対する世界初の costimulatory signal をターゲットとす
る治療介入試験の実施に向け、順調なタイムラインで医師主導治験に向けた環境整備、準備、書類作成が進行

中である。2）非臨床研究においては、クローン化 T 細胞移入によるステロイド抵抗性マウス実験喘息を確立し、
CTLA4-Igの効果を in vivoで解析できた。オレンシアを用いてステロイド抵抗性病態に介入する前臨床エビデ
ンスが十分に得られた。本研究は、既存の治療薬の効果に限界のある重症・難治症例の治療法開発に向けて、
大いに役立つものと期待される。 
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面談での、相談内容整理に向けて、治験プロトコール
を研究代表者、分担者で討議し、CRO委託先を選定し、
GCP準拠書類の作成を開始した。さらに、PMDA事前面
談を受けた。先進医療 B、ICH GCP 準拠の枠組みでの
実施も検討し、医政局研究開発振興課に先進医療に係
る事前相談を予定している。 
２）非臨床研究としては、既報の如く卵白アルブミン
（OVA）特異的 T 細胞受容体 transgenic マウス
（DO11.10）の脾臓T細胞に、in vitroでの抗原刺激、
limiting dilutionを行って、OVA特異的Th cloneを

樹 立 し た 。 Irradiated spleen cell を
antigen-presenting cell とし、subcloning を行い、
さらに expansion し、細胞移入実験に使用した。in 
vitro のステロイド感受性は、4 x 104個の Th clone
を抗原提示細胞、抗原、各濃度のデキサメサゾン（DEX）
とともに 96 well culture plate にて培養し、48 時

間後に上清を採取、72 時間後に細胞増殖反応を計測
した。3H-thymidine を最後の16時間パルスした。in 
vivo のステロイド感受性は、Th clone 受身移入によ
る喘息モデルを用いて解析した。5 x 106個のTh clone
を無処置マウスに尾静脈より注入し（Day 0）、翌日
OVAを経気道的に抗原チャレンジした。48 hr後、BUXCO

にてメサコリン気道反応性を測定、気管支肺胞洗浄
（BAL）を行い、細胞数、分画を測定した。1, 3 mg/kg
のDEXをDay 1, 2に皮下投与した。CTLA4-Igは、尾
静脈からi.v.投与または抗原とともに点鼻投与した。 
 
（倫理面への配慮） 

 倫理面の配慮として、患者を対象とする調査、検査
において、また、ヒト由来の細胞、組織等の試料を用
いる場合には、ヘルシンキ宣言を遵守するとともに、
わが国のヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指
針（平成 16 年文部科学省・厚生労働省・経済産業省
告示第１号）、疫学研究に関する倫理指針（平成 19

年文部科学省・厚生労働省告示第１号）、臨床研究に
関する倫理指針（平成20年厚生労働省告示第415号）
を遵守した。インフォームドコンセントを徹底すると
ともに、症例はコード化し、プライバシーの保護に万
全を期した。実施に先立って研究者の施設における倫
理委員会の承認を得たうえで、倫理規定に従って実施

した。実験動物を使用する場合、厚生労働省の所管す
る実施機関における動物実験等の実施に関する基本
指針（平成18年6月1日付厚生労働省大臣官房厚生
科学課長通知）及び研究者の施設における動物実験に
関する倫理規定を遵守した。実験間のばらつきを考慮
した上で、統計学的有意性を議論しうる最小例数を算

出し、その使用数を決定し、動物を保定、施術および
致死させる場合は、最も苦痛を与えない方法を事前に
検討した。 
 

C. 結果およびD. 考察 
１）日本アレルギー学会より推薦を受け申請した結果、
オレンシア®が、日本医師会治験促進センター治験候
補薬にリスト掲載された。PMDA 個別面談を実施し、
医師主導治験に向けた戦略相談を受けた。CROを選定
し、GCP準拠書類の作成を開始した。PMDA事前面談に
おいてフェーズ I をスキップ可とのコメントが得ら
れた。その他のコメントに対応すべく、製造販売元の
ブリストルマイヤーズスクイブ社にコンタクトをと
り、対応方針につき協議したが、協力が得られる態勢
には到っていない。PMDA コメントに準拠した形で、
治験プロトコールおよび治験文書をファイナライズ
中である。現段階では、5～6月PMDA事前面談（再）、
その後、治験実施施設IRB審査、9月エントリー開始
をスケジュールしている。巻末に現時点における治験
実施計画書および各手順書を載せた。 
２）in vitroでの細胞増殖反応と、in vivoでのBALF
好酸球浸潤のステロイド感受性が一致することから、
T細胞移入喘息モデルにおける個体レベルのステロイ
ド感受性は、移入されるTh cloneのin vitroにおけ
るステロイド感受性によって規定されることが明ら
かになった。ステロイド抵抗性クローン移入、抗原チ
ャレンジによる、T 細胞依存性喘息モデルを DEX、
CTLA4-Ig で治療することによって、ステロイド感受
性がcostimulatory signal介入によって、in vitro、
in vivoのいずれにおいても制御可能であることが明
らかになった。 
 まず、96ウェルマイクロプレートに抗原提示細胞、OVA
とともに Th クローンを培養し、各濃度の dexamethasone 
(Dex)を添加した。72 時間培養の最後 18 時間に
3H-thymidine をパルスし、細胞増殖を評価した（in 
vitro ステロイド感受性、図 1）。48 時間培養の上清を回
収し、サンドイッチELISA法によりサイトカイン濃度を測定
した。in vivoにおけるステロイド感受性解析は、T細胞ク
ローンを無処置BALB/cマウスに移入し、OVAチャレンジ、
Dexの皮下投与を行った後、OVAチャレンジの 48時間後
に BALFを回収し、炎症細胞数を計測した。 
 

 

図 1．ステロイド抵抗性喘息モデルーin vitro と in 
vivoのT細胞ステロイド感受性比較 
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T 細胞クローンの増殖応答（in vitro）に対する Dex
の効果については、Th クローン BF7、T6-2、T6-10 の増
殖は用量依存的に抑制され(図 2a)、IC50値はそれぞれ
27.2、34.3、2.4 nMであった(表1)。これに対して、Thク

ローン T6-4、T6-7 の増殖は、用いた濃度の Dex では抑
制されず、IC50 値は 1000 nM 以上となった(図 2b)。Imax 
(Dex 0 nM 時の増殖を 100%とした、増殖最大抑制率)は
それぞれ 48%、31%であった。T5-1 の増殖は Dex により
やや抑制されたものの、IC50値は 664.5 nM 、Imaxは 67%
であった(表3)。 
 

 
図2．in vitroにおける T細胞クローンの増殖 
（*:p < 0.05） 
 
 
 
 
 
表 1．T 細胞クローンの細胞増殖とサイトカイン産生に対
する Dexの効果 

 
1T 細胞クローンを 96 ウェルマイクロプレートに APC、OVA
とともに 72 時間培養し、各濃度の Dex を添加した。培養
最後の 18時間に 3H-thymidineをパルスし、細胞増殖を
評価した。IC50は、Dex 0 nM 時の細胞増殖を 100%とした
場合の、細胞増殖が 50%となる Dex濃度とした。 
2Imaxは、Dex0 nM の時の細胞増殖を 100%とした細胞増殖
最大抑制率とした。 
3細胞培養48時間の上清中IL-4、IL-5、IL-13、IFN-濃
度をサンドイッチ ELISA 法により測定した。検出限界は、
IL-4：15.6 pg/ml、IL-5：31.1 pg/ml、IL-13：39.0 pg/ml、
IFN-：31.1 pg/mlである。ND；not detectable 
 
 

以上の結果により、実験に用いた 6 種類の T 細胞クロ
ーンのうち、BF7、T6-2、T6-10の3クローンは、Dexにより

増殖が抑制されるステロイド感受性クローン、一方、T5-1、
T6-4、T6-7の 3クローンは、抑制されないステロイド抵抗
性クローンとされた。IL-4、IL-5、IL-13、IFN-の産生は
全ての T細胞クローンで用量依存的に抑制された（表1）。
IC50 値はステロイド抵抗性クローンの方が高い傾向が見
られた。 

 次いで、T 細胞クローン移入喘息モデルを用いて、
in vivoでのステロイド感受性を評価した。無処置BALB/c
マウスに各T細胞クローンを移入し、OVAチャレンジとDex
皮下投与(0、1、3 mg/kg)を行った。気管支肺胞洗浄
（Broncho-alveolar lavage:BAL）は OVAチャレンジの 48
時間後に行い、BAL fluid (BALF)中のマクロファージ、
好中球、好酸球、リンパ球数を計測した(図 3, 4)。in 
vitro 実験においてステロイド感受性クローンに分類さ
れた BF7、T6-2、T6-10 を移入した場合、BALF 中好酸球
数、リンパ球数は、Dex の用量依存的に低下した。一方、
ステロイド抵抗性クローンのT6-4、T6-7を移入した場合、
BALF 中好酸球数、リンパ球数は有意な低下を認めなか
った。T5-1 を移入した場合、3 mg/kg の Dex 投与により
BALF中好酸球数が約30%低下した。 
 

 
 
図3．T細胞クローン移入喘息モデル BALF中好酸球数 
T 細胞クローンを無処置 BALB/c マウスに移入し、OVA

チャレンジした。各投与量の Dexを皮下投与した。チャレ
ンジ 48 時間後に BALF を回収し、炎症細胞数を計測し
た。 
 
 

 
図4．T細胞クローン移入喘息モデルBALF中の炎症細胞
数（相対変化） 
T 細胞クローンを無処置 BALB/c マウスに移入し、OVA

チャレンジした。各投与量の Dexを皮下投与した。チャレ
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ンジ 48 時間後に BALF を回収し、炎症細胞数を計測した。
用いたマウス数は、BF7 (n=6)、T6-2 (n=7-11)、T6-10 
(n=6-9)、T5-1 (n=6)、T6-4 (n=10-12)、T6-7 (n=5-13)
であった。*：p < 0.05、Dex 0 mg/kg の時の細胞数と比
較 
 

以上の結果から、培養系（in vitro）での Dex効果によ
りステロイド感受性とステロイド抵抗性に分類された T 細
胞クローンが、喘息モデル（in vivo）における Dex 効果
においても、同じステロイド感受性とステロイド抵抗性に
分類されることが明らかになった。ステロイド感受性クロ
ーンを移入したマウスの喘息はステロイド感受性であり、
ステロイド抵抗性のクローンを移入したマウス喘息はステ
ロイド抵抗性であった。すなわち、in vitroでのT細胞ス
テロイド感受性と、in vivo における喘息モデルのステロ
イド感受性とは、一対一で対応した。好酸球は、ステロイ
ドに対して高感受性であることは良く知られているが、好
酸球は、in vivo においてはサイトカインや様々な接着
分子シグナル等の影響を受け、ステロイド感受性/抵抗
性 T 細胞クローン移入マウスで、ステロイド反応性が異な
るものと考えられる。 
 ステロイド抵抗性喘息の患者から採取された末梢血 T
細胞は、ステロイド感受性が極めて低く、Dex に対する
IC50値は 1000 nM以上であり、ステロイド感受性の喘息患
者の約 100 倍と報告されている。我々の T 細胞クローン
のステロイド感受性解析では、ステロイド感受性の T細胞
クローンとステロイド抵抗性の T 細胞クローンの Dex に対
する IC50値は、20 倍から 500 倍の差となった。ステロイド
感受性が大変低いという点において、本実験で用いたス
テロイド抵抗性クローンは、ステロイド抵抗性喘息患者の
末梢血 T 細胞と類似しており、ステロイド抵抗性喘息の T
細胞の性質を反映していると言える。 

次ぎに、in vitro で CTLA4-Ig が CD28 シグナルを阻
害することで、ステロイド感受性を回復させ、Dex が再び
用量依存的に細胞増殖応答を抑制できるようになること
を示した。ステロイド抵抗性 T 細胞クローンを用いて、抗
原刺激を与えた場合、T 細胞の増殖反応は Dex により抑
制されなかった。が、CTLA4-Ig (3 g/ml)が存在すると、
ステロイド感受性を回復させ、Dex が再び用量依存的に
細胞増殖応答を抑制した（図5）。 
 
 

 
図5．オレンシア®（アバタセプト、CTLA4-Ig）はCD28
シグナルによるステロイド抵抗性を解除する 
 
 さらに、ステロイド抵抗性喘息モデルを用いて、in 
vivoの治療実験を行った。図6aに、実験スケジュー
ル、図 6b に結果を示す。CTLA4-Ig 単独、Dex 単独で
は好酸球性炎症に対する治療効果はみられないが（ス
テロイド抵抗性喘息）、CTLA4-Igを投与した場合には、
同量の Dex で BALF 好酸球数が有意に減少した。すな
わち、投与された CTLA4-Ig の効果として、ステロイ
ド抵抗性喘息がステロイド感受性喘息になったこと
を意味する。 
 
a) 実験スケジュール 
 

 
 
b) BALF好酸球数 
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図6．オレンシア®（アバタセプト、CTLA4-Ig）投与に
よるステロイド抵抗性喘息モデル治療（*：p < 0.05） 
 
E. 結論 
オレンシアを用いてステロイド抵抗性病態に介入

する前臨床エビデンスが得られた（図7）。 
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図 7. CTLA4-Ig は、ステロイド抵抗性を in vitro、
in vivoにおいて改善する 
 
重症喘息に対する世界初の costimulatory signal

をターゲットとする治療介入試験の実施に向け、順調

なタイムラインで医師主導治験に向けた環境整備、準
備、書類作成が進行中である。 
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穣、神沼 修、廣井隆親：TGF-β誘導性T細胞サ
ブセットのアレルギー性気道炎症における役割、
第63回日本アレルギー学会秋季学術大会、アレ
ルギー 62（9.10）：1353、2013.11.28-30（東京） 

37. 前田裕二、福原正憲、渡井健太郎、林 浩昭、南 

崇史、三井千尋、伊藤 潤、福冨友馬、押方智也
子、釣木澤尚美、関谷潔史、粒来崇博、大友 守、
森 晶夫、長谷川眞紀、谷口正実、秋山一男：喘
息発症とIgEの関係、第63回日本アレルギー学
会秋季学術大会、アレルギー 62（9.10）：1359、
2013.11.28-30（東京） 

38. 渡井健太郎、関谷潔史、谷口正実、三井千尋、福
原正憲、南 崇史、林 浩昭、谷本英則、押方智
也子、伊藤 潤、釣木澤尚美、福冨友馬、粒来崇
博、森 晶夫、秋山一男：20 歳代発症喘息にお
ける喫煙歴(pack years)と呼吸機能・気道過敏性
の量反応関係、第63回日本アレルギー学会秋季

学術大会、アレルギー 62（9.10）：1367、
2013.11.28-30（東京） 

39. 関谷潔史、谷口正実、渡井健太郎、南 崇史、福
原正憲、林 浩昭、谷本英則、押方智也子、伊藤 
潤、釣木澤尚美、福冨友馬、粒来崇博、森 晶夫、
長谷川眞紀、秋山一男：若年成人喘息においてペ

ット飼育が肺機能に与える影響、第63回日本ア
レルギー学会秋季学術大会、アレルギー 62
（9.10）：1370、2013.11.28-30（東京） 

40. 亀崎華子、伊藤 潤、粒来崇博、渡井健太郎、福
原正憲、林 浩昭、南 崇史、三井千尋、谷本英
則、押方智也子、釣木澤尚美、関谷潔史、福冨友

馬、原田紀宏、前田裕二、森 晶夫、長谷川眞紀、
熱田 了、谷口正実、高橋和久、秋山一男：アナ
フィラキシーショックの原因がナウゼリン座薬
の基剤(マクロゴール)と判明した１例、第63回
日本アレルギー学会秋季学術大会、アレルギー 
62（9.10）：1371、2013.11.28-30（東京） 

41. 福原正憲、粒来崇博、釣木澤尚美、渡井健太郎、
三井千尋、南 崇史、林 浩昭、谷本英則、伊藤 
潤、押方智也子、関谷潔史、福冨友馬、前田裕二、



20 

森 晶夫、谷口正実、長谷川眞紀、秋山一男：呼
気NOおよびモストグラフを用いた気道過敏性の
予測、第63回日本アレルギー学会秋季学術大会、
アレルギー 62（9.10）：1387、2013.11.28-30

（東京） 
42. 伊藤 潤、谷口正実、粒来崇博、渡井健太郎、福

原正憲、林 浩昭、南 崇史、三井千尋、谷本英
則、押方智也子、釣木澤尚美、関谷潔史、福冨友
馬、原田紀宏、前田裕二、森 晶夫、長谷川眞紀、
熱田 了、高橋和久、秋山一男：かつてNOが高

値で、かつ一応安定している患者の5-7年後の肺
機能などの予後の検討、第63回日本アレルギー
学会秋季学術大会、アレルギー 62（9.10）：1388、
2013.11.28-30（東京） 

43. 林 浩昭、粒来崇博、渡井健太郎、三井千尋、福
原正憲、南 崇史、谷本英則、福冨友馬、押方智

也子、伊藤 潤、関谷潔史、釣木澤尚美、大友 守、
前田裕二、森 晶夫、谷口正実、長谷川眞紀、秋
山一男：MostGraphとACTの関連について；閉塞
性障害のない症例群における検討、第63回日本

アレルギー学会秋季学術大会、アレルギー 62
（9.10）：1403、2013.11.28-30（東京） 

 
H. 知的所有権の取得状況 
1. 特許取得 
なし 

 
2. 実用新案登録 
なし 
 
3. その他 
なし
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厚生労働科学研究費（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 
重症喘息を対象としたオレンシア®の適応拡大をめざした医師主導治験 

 
研究分担者 小林信之（独）国立病院機構東京病院統括診療部長） 
 

研究協力者 
 庄司俊輔（国立病院機構東京病院副院長） 
 大島信治（国立病院機構東京病院アレルギー科医長） 
 田下浩之（国立病院機構東京病院呼吸器内科医長） 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

A. 研究目的 
我々は、わが国の重症喘息の大部分が成人発症の非

アトピー型喘息で、発症後短期間に重症化し、ステロ
イド抵抗性を特徴とすることを見出している。T細胞
レベルのステロイド抵抗性は、costimulatory signal
（共刺激）とサイトカインによって誘導される。本研

究では、これらの前臨床研究の成果を受けて、抗リウ
マチ薬として認可されているオレンシア®の重症喘息
を対象とした適応拡大を目指して、医師主導治験を実
施する。2 年目以降のフェーズ II 試験入りをめざし
て、まず初年度には、GCP準拠文書を準備した。 
 

B. 方法 
１）研究代表者において、日本アレルギー学会より推
薦を受け、日本医師会治験促進センター治験候補薬リ
スト掲載申請手続きを進めた。 
２）班会議に参加し、対象症例、選択基準、投与量、
期間、スクリーニング法、主項目、副次項目等治験プ

ロトコールの詳細について討議した。 
３）研究代表者において、独立行政法人医薬基盤研究
所創薬支援戦略室の支援機能を活用するため、創薬ナ
ビ申し込みを行った。PMDA 事前相談に先立って、戦
略相談（個別面談）を受けた。CRO の選定を受けて、

GCP準拠書類の準備を開始した。 
４）研究代表者において、PMDA 事前面談を受け、コ
メントに従って、治験プロトコールおよび治験文書を
ファイナライズ中である。 
 
（倫理面への配慮） 

 倫理面の配慮として、患者を対象とする調査、検査
において、また、ヒト由来の細胞、組織等の試料を用
いる場合には、ヘルシンキ宣言を遵守するとともに、
わが国のヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指
針（平成 16 年文部科学省・厚生労働省・経済産業省
告示第１号）、疫学研究に関する倫理指針（平成 19

年文部科学省・厚生労働省告示第１号）、臨床研究に
関する倫理指針（平成20年厚生労働省告示第415号）
を遵守した。インフォームドコンセントを徹底すると
ともに、症例はコード化し、プライバシーの保護に万
全を期した。実施に先立って研究者の施設における倫
理委員会の承認を得たうえで、倫理規定に従って実施

した。実験動物を使用する場合、厚生労働省の所管す
る実施機関における動物実験等の実施に関する基本
指針（平成18年6月1日付厚生労働省大臣官房厚生
科学課長通知）及び研究者の施設における動物実験に
関する倫理規定を遵守した。実験間のばらつきを考慮

研究要旨 
 わが国の重症喘息の大部分は非アトピー型喘息であり、高用量吸入ステロイドに加えて経口ステロイド、
テオフィリン、抗ロイコトリエン薬、長時間作用型刺激薬等多種類の治療薬を併用してもなお満足な治
療効果が得られていない。T細胞レベルのステロイド抵抗性の克服は、特に重要な課題と考えられる。そ

こで、森らの研究によって明らかになったCTLA4-Ig (Abatacept、オレンシア®)のステロイド抵抗性改善
効果を検証する目的に、重症喘息を対象としたオレンシア®の適応拡大をめざした医師主導治験を計画し
た。初年度には、日本アレルギー学会より推薦を受け申請した結果、日本医師会治験推進センターの治験
候補薬にリスト掲載された。PMDA 戦略相談を受け、GCP 準拠書類の作成を開始した。PMDA 事前面談を受
け、コメントに従って、治験プロトコールおよび文書の最終調整中である。現段階では、5～6月PMDA事
前面談（再）、その後、治験実施施設IRB審査、9月エントリー開始をスケジュールしている。 

今年度の本研究班の成果によって、1）重症喘息に対する世界初の costimulatory signal をターゲットとす
る治療介入試験の実施に向け、順調なタイムラインで医師主導治験に向けた環境整備、準備、書類作成が進行
中である。 
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した上で、統計学的有意性を議論しうる最小例数を算
出し、その使用数を決定し、動物を保定、施術および
致死させる場合は、最も苦痛を与えない方法を事前に
検討した。 

 
C. 結果およびD. 考察 
１）医師主導治験の開始に向け、日本アレルギー学会
より推薦を受け、オレンシア®が、日本医師会治験促
進センター治験候補薬にリスト掲載された。 
２）班会議に参加し、対象症例、エントリー基準、投

与量、期間等につき討議した。院内の治験受け入れ準
備を開始した。 
３）研究代表者が PMDA 個別面談を実施し、医師主導
治験に向けた戦略相談を受けた。CRO の選定を受け、
GCP準拠書類の作成を開始した。当院では、手順書の
うち、効果安全性評価委員会に関する手順書、モニタ

リングに関する手順書、監査の実施に関する手順書、
総括報告書作成に関する手順書、統計解析に関する手
順書、データマネジメントに関する手順書に加えて、
統一書式の一部を担当した。 
４）PMDA 事前面談においてフェーズ I をスキップ可
とのコメントが得られた。その他のコメントに対応す

べく、製造販売元のブリストルマイヤーズスクイブ社
にコンタクトをとり、対応方針につき協議したが、協
力が得られる態勢には到っていない。治験プロトコー
ルおよび治験文書をファイナライズ中である。現段階
では、5～6月PMDA事前面談（再）、その後、治験実
施施設IRB審査、9月エントリー開始をスケジュール

している。 
５）次年度のフェーズIIエントリー開始を目指して、
院内の医師主導治験実施体制の整備状況を確認し、エ
ントリー候補となる症例のピックアップを行った。 

 
E. 結論 
重症喘息に対するCTLA4-Ig（Abatacept、オレンシア
®）の適応拡大をめざした医師主導治験の進行状況と

して、GCP準拠書類、文書の作成および院内の実施体
制の整備を行った。 
 
F. 健康危惧情報 
 該当なし 
 

G. 研究発表 
1. 論文発表  
Iikura M, Yi S, Ichimura Y, Hori A, Izumi S, 
Sugiyama H, Kudo K, Mizoue T, Kobayashi N. (2013) 
Effect of Lifestyle on Asthma Control in Japanese  
Patients: Importance of Periodical Exercise and 
Raw Vegetable Diet. PLoS ONE 8(7): e68290. 
doi:10.1371/journal.pone.0068290. 
 
2．学会発表 
なし 
 
H. 知的所有権の取得状況 
1. 特許取得 

なし 
 
2. 実用新案登録 
なし 
 
3. その他 

なし
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厚生労働科学研究費（難治性疾患等克服研究事業） 

分担研究報告書 

 
重症喘息を対象としたオレンシア®の適応拡大をめざした医師主導治験 

 
研究分担者 谷本 安（独）国立病院機構南岡山医療センター臨床研究部長） 
 

研究協力者 
 宗田 良（独）国立病院機構南岡山医療センター院長） 木村 五郎（同第一診療部長）  
 河田典子（同呼吸器・アレルギー内科医長）  平野 淳（同内科医員） 
 濱田 昇（同呼吸器・アレルギー内科医員）  小野勝一郎（同呼吸器・アレルギー内科医員） 
 宮原信明（岡山大学病院呼吸器・アレルギー内科講師） 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
A. 研究目的 
喘息患者全般の治療水準は大いに向上してきたが、

約１割をしめる重症者においては、なお不十分な水準
にとどまっている。そこで、われわれは、ステロイド
抵抗性を特徴とする重症喘息群に対して、抗リウマチ

薬として認可されているオレンシア®の適応拡大を目
指した医師主導治験を実施する。2年目以降のフェー
ズII試験入りをめざして、まず初年度には、PMDAと
の事前相談に基づき、プロトコールを決定し、GCP準
拠文書を準備した。 
 

B. 方法 
１）研究代表者において、日本アレルギー学会より推
薦を受け、日本医師会治験促進センター治験候補薬リ
スト掲載申請手続きを進めた。 
２）班会議に参加し、対象症例、選択基準、投与量、
期間、スクリーニング法、主項目、副次項目等治験プ

ロトコールの詳細について討議した。 
３）研究代表者において、独立行政法人医薬基盤研究
所創薬支援戦略室の支援機能を活用するため、創薬ナ
ビ申し込みを行った。PMDA 事前相談に先立って、戦
略相談（個別面談）を受けた。CRO の選定を受けて、

GCP準拠書類の準備を開始した。 
４）研究代表者において、PMDA 事前面談を受け、コ
メントに従って、治験プロトコールおよび治験文書を
ファイナライズ中である。 
 

（倫理面への配慮） 
 倫理面の配慮として、患者を対象とする調査、検査
において、また、ヒト由来の細胞、組織等の試料を用
いる場合には、ヘルシンキ宣言を遵守するとともに、
わが国のヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指
針（平成 16 年文部科学省・厚生労働省・経済産業省

告示第１号）、疫学研究に関する倫理指針（平成 19
年文部科学省・厚生労働省告示第１号）、臨床研究に
関する倫理指針（平成20年厚生労働省告示第415号）
を遵守した。インフォームドコンセントを徹底すると
ともに、症例はコード化し、プライバシーの保護に万
全を期した。実施に先立って研究者の施設における倫

理委員会の承認を得たうえで、倫理規定に従って実施
した。実験動物を使用する場合、厚生労働省の所管す
る実施機関における動物実験等の実施に関する基本
指針（平成18年6月1日付厚生労働省大臣官房厚生
科学課長通知）及び研究者の施設における動物実験に

研究要旨 
 わが国の重症喘息の大部分は非アトピー型喘息であり、高用量吸入ステロイドに加えて経口ステロイ

ド、テオフィリン、抗ロイコトリエン薬、長時間作用型刺激薬等多種類の治療薬を併用してもなお満足
な治療効果が得られていない。T細胞レベルのステロイド抵抗性の克服は、特に重要な課題と考えられる。
そこで、森らの研究によって明らかになったCTLA4-Ig (Abatacept、オレンシア®)のステロイド抵抗性改
善効果を検証する目的に、重症喘息を対象としたオレンシア®の適応拡大をめざした医師主導治験を計画
した。初年度には、日本アレルギー学会より推薦を受け申請した結果、日本医師会治験推進センターの治
験候補薬にリスト掲載された。PMDA 戦略相談を受け、GCP 準拠書類の作成を開始した。PMDA 事前面談を
受け、コメントに従って、治験プロトコールおよび文書の最終調整中である。現時点では、5～6 月 PMDA

事前面談（再）、その後、治験実施施設IRB審査、9月エントリー開始をスケジュールしている。 
今年度の本研究班の成果によって、1）重症喘息に対する世界初の costimulatory signal をターゲットとす

る治療介入試験の実施に向け、順調なタイムラインで医師主導治験に向けた環境整備、準備、書類作成が進行
中である。 
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関する倫理規定を遵守した。実験間のばらつきを考慮
した上で、統計学的有意性を議論しうる最小例数を算
出し、その使用数を決定し、動物を保定、施術および
致死させる場合は、最も苦痛を与えない方法を事前に

検討した。 
 
C. 結果およびD. 考察 
１）医師主導治験の開始に向け、日本アレルギー学会
より推薦を受け、オレンシア®が、日本医師会治験促
進センター治験候補薬にリスト掲載された。 

２）班会議に参加し、対象症例、エントリー基準、投
与量、期間等につき討議した。院内の治験受け入れ準
備を開始した。 
３）研究代表者が PMDA 個別面談を実施し、医師主導
治験に向けた戦略相談を受けた。CRO の選定を受け、
GCP準拠書類の作成を開始した。当院では、手順書の

うち、効果安全性評価委員会に関する手順書、モニタ
リングに関する手順書、監査の実施に関する手順書、
総括報告書作成に関する手順書、統計解析に関する手
順書、データマネジメントに関する手順書に加えて、
統一書式の一部を担当した。現段階では、2～3 月の
PMDA 事前面談、5～6 月治験実施施設 IRB 審査、9 月

エントリー開始をスケジュールしている。 
４）PMDA 事前面談においてフェーズ I をスキップ可
とのコメントが得られた。その他のコメントに対応す
べく、製造販売元のブリストルマイヤーズスクイブ社
にコンタクトをとり、対応方針につき協議したが、協
力が得られる態勢には到っていない。治験プロトコー

ルおよび治験文書をファイナライズ中である。現段階
では、5～6月PMDA事前面談（再）、その後、治験実
施施設IRB審査、9月エントリー開始をスケジュール
している。 
５）次年度のフェーズIIエントリー開始を目指して、
院内の医師主導治験実施体制の整備状況を確認し、エ

ントリー候補となる症例のピックアップを行った。 
 
E. 結論 
重症喘息に対するCTLA4-Ig（Abatacept、オレンシア
®）の適応拡大をめざした医師主導治験の実施に向け
て、順調にGCP準拠書類、文書の作成および院内での

環境整備を進めた。 
 
F. 健康危惧情報 
 該当なし 
 
G. 研究発表 
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研究要旨 
A. 研究目的：喘息においては樹状細胞と抗原特異的Th2細胞との相互作用が重要なステップ

であり、その過程では共刺激分子が関与する。樹状細胞に発現するCD86とT細胞に発現する

CD28が結合することによってT細胞の活性化を誘導する。CD86-CD28シグナルは抗原感作の成

立に必須であることが多くの実験的喘息モデルで明らかにされていが、既に感作が成立した個

体が抗原に再曝露されておこる気道炎症・喘息反応におけるCD86-CD28シグナルの意義につ

いては明らかでない。診療対象となるのは既に感作の成立した喘息患者であり、CD86-CD28が

治療標的として有望であるかどうかを基礎レベルで明らかにする必要がある。そこでRNA干渉

（siRNA）を用いたCD86抑制の影響をマウス喘息モデルで検討した。 

B. 研究方法：マウス骨髄から分化誘導した樹状細胞を活性化することによってCD86の発現を

誘導した。このCD86発現に対するsiRNA前投与の効果を検討した。また、マウスを卵白アルブミ

ンを模擬抗原として感作し、2週間後に抗原を吸入曝露させて喘息様反応を惹起した。抗原曝

露の過程でsiRNAを経気道投与し、喘息様反応に対する効果を検討した。 

C. 結果：樹状細胞活性化によるCD86発現誘導はsiRNA処置によって抑制された。siRNA処置

された樹状細胞は抗原特異的Th2細胞の活性化誘導能が減弱していることが確認された。抗

原曝露の過程で経気道的に投与されたsiRNAは気道粘膜に分布する樹状細胞上のCD86発現

を有意に抑制することが蛍光顕微鏡による観察で確認された。さらに、siRNA投与は抗原曝露

後に生じる好酸球性気道炎症や気道過敏性亢進、および抗原特異的IgEの上昇を有意に抑

制することが確認された。 

D. 考察：我々の使用したsiRNAはCD86発現を抑制できるものと考えられた。さらに、個体レベ

ルの実験で抗原曝露によって生じる喘息様反応はsiRNAで抑制可能と考えられた。E. 結論：

抗原感作が成立した後であっても、CD86発現を抑制することによって喘息様反応が抑制される

ことから、ヒトの喘息においてもCD86-CD28シグナルの遮断が新たな治療手段として有望である

可能性が示された。 
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A.研究目的 
喘息においては樹状細胞（抗原提示細胞）と抗原特異的
Th2 細胞との相互作用が重要なステップであり、その過
程で B7 ファミリーを代表とする共刺激分子群が関与して
いる（図 1 参照）。すなわち、抗原提示の際に、樹状細胞
に発現する CD86 と T 細胞側に発現する CD28 が結合す
ることによって Th2 細胞の誘導と活性化が惹起される（図
2 参照）。この、CD86-CD28 シグナルは、特に抗原感作
の成立に必須であることが多くの実験的喘息モデルで明
らかにされている（図 3 参照）。しかし、既に感作が成立し
た個体が抗原に再曝露されておこる気道炎症・喘息反応
における CD86-CD28 シグナルの意義については未だ
明らかではない。我々が実地診療で対象とするのは既に
感作の成立した喘息患者であり、CD86-CD28 が治療標
的として有望であるかどうかを基礎実験レベルで明らか
にする必要がある。 
治療抵抗性の重症喘息機序の解明と新規治療法の開発
は喘息研究分野に残された重要課題の一つである。重
症喘息の多くはステロイド抵抗性を特徴としている。研究
代表者の森、および研究分担者の神沼らは、培養細胞
系モデル（in vitro）、および T 細胞移入マウス喘息モデ
ル（in vivo）において、ステロイド抵抗性の解析・治療モデ
ルを樹立し、CTLA4-Ig によるステロイド感受性回復効果
を証明した。これら前臨床研究の成果を受けて、抗リウマ
チ薬として本邦で認可されているアバタセプトの重症喘
息を対象とした適応拡大を目指して、本医師主導治験が
開始された。本治験で使用予定のアバタセプトは合成融
合タンパク製剤であり、高コストであることが、医療経済面
で の 課 題 で あ る 。 ア バ タ セ プ ト が 標 的 と し て い る
CD80,CD86 を代表とする共刺激分子群を介したシグナ
ルを人為的に制御しうる、より安価で安全な治療薬がの
ぞまれる。 
 研究分担者は、感作成立後の喘息病態における共刺
激シグナル制御の有効性の検証、低コストで安全性の高
い共分子刺激制御薬の探索、およびその問題点の抽出
を目的として、RNA 干渉（siRNA）を用いた CD86 抑制の
影響をマウス喘息モデルで検討した。 
 
B.研究方法 
 
1.マウス骨髄由来樹状細胞における CD86 発現に対する
siRNA 処置の有効性の検証を目的とした実験 
 マウス骨髄細胞を GM-CSF 刺激することによって未熟
樹状細胞を分化誘導した。未熟樹状細胞では CD86 の
発現は軽微であるが、これにリポポリサッカライド（LPS）刺
激を加えると 12 時間から 24 時間で CD86 の発現が亢進
し、樹状細胞も成熟化することが知られている。そこで、
Genlantis 社のトランスフェクション試薬（Gene Silencer）を
用いて CD86 をノックダウンする siRNA、あるいはダミーの
コントロール siRNA を未熟樹状細胞に取り込ませ、24 時
間後に LPS 刺激を加え、さらに 18 時間経過した段階で
の CD86 発現の程度をフローサイトメトリー法（使用機器：
ベクトン・ディキンソン社の FACSCalibur）で検討した。本
研究で使用した siRNA は、東みゆき教授（東京医科歯科
大学分子免疫学講座）らが開発したものであり共同研究
として無償供与されたものである。 

 
2.siRNA 処置された樹状細胞が抗原特異的 Th2 細胞を
活性化する能力を検討する目的の実験 
A.抗原特異的 Th2 細胞の作製 
マウス喘息モデルの模擬抗原として卵白アルブミン
（ovalbumin, OVA）およびそのペプチド断片（pOVA）が
汎用されている。この pOVA に対する T 細胞受容体を強
制発現させた遺伝子改変マウス DO11.10（米国ミズーリ
州 Washington 大学の K. Murphy 教授から無償供与）の
脾臓から磁気ビーズ分離法を用いて CD4 陽性 T 細胞を
多量に分離した。この CD4 陽性 T 細胞を抗原である
pOVA、IL-4, 抗 IL-12 抗体、刺激用抗 CD28 抗体を添
加した条件下で同系マウス脾臓から分離調整した抗原提
示細胞と共培養した。T細胞増殖因子であるIL-2添加下
に 8 日間培養し、再度磁気ビーズ分離法で pOVA 抗原
特異的 Th2 細胞を分化誘導した。 
B.siRNA 処置樹状細胞の作製と Th2 細胞との共培養 
1 の手順で作成した siRNA 処置未熟樹状細胞に LPS と
pOVAを同日に添加して24時間培養し、抗原取り込み済
みの成熟樹状細胞を作製した。この樹状細胞と A で作製
した pOVA 抗原特異的 Th2 細胞を共培養し、24 時間後
の培養上清を採取し、Th2 サイトカインである IL-4, IL-5, 
IL-13 濃度を ELISA 法（Invitrogen 社あるいは R&D 
System 社製の測定キット）で測定した。 
 
3.マウス喘息モデルにおける CD86 発現に対する経気道
的 siRNA 投与効果を検討する実験 
喘息モデル作製に汎用されている BALB/c 系純系マウス
を第 1 日および第 14 日の計 2 回、10microgram の OVA
を 0.3mg の水酸化アルミニウムを含有する溶液として腹
腔 内 投 与 し 、 OVA に 対 す る 感 作 を 成 立 さ せ た 。
CD86siRNA あ る い は コ ン ト ロ ー ル siRNA を
12.5microgram、50microliter の生理食塩水に溶解し、第
26 日から 28 日の 3 日間連日でセボフルレン吸入麻酔下
に経気管内投与した。siRNA 投与 1 時間後に 1%の OVA
溶液（生理食塩水で溶解）を超音波ネブライザーでエア
ロゾル化し、感作マウスを専用の曝露チャンバー内で 30
分間曝露した。第 30 日にマウスを安楽死させ、摘出肺を
OCT コンパウンドに包埋後、液体窒素にて凍結保存した。
包埋標本から Kawamoto 法を用いて凍結切片プレパラー
ト標本を作製し、FITC 標識抗 CD86 抗体(BD Bioscience
社)にて処理後、オリンパス社製の BX61 倒立蛍光顕微鏡
にて画像解析した。 
 
4.マウス喘息モデルにおける喘息様反応に対する経気
道的 siRNA 投与効果を検討する実験 
3 の手順でマウス喘息モデルを作製し、第 30 日にソムノ
ペンチル麻酔下での吸入アセチルコリンミストによる気道
内圧変化を気道収縮の指標とし、気道過敏性を測定した。
アセチルコリンは Sigma 社製のアセチルコリン粉末を生理
食塩水に段階希釈して作製し、超音波ネブライザー（オ
ムロン社製）でミストとした。気道内圧は日本光電社製の
差圧型トランスデューサー（TP-603T）で測定し、AD 
Instruments 社のオペレーションアンプで増幅したものを
Apple社製の解析ソフトウェアであるMacLabで解析した。
気道過敏性測定の終了後、生理食塩水による気管支肺
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胞洗浄をおこない、回収液の一部は血算板を用いて総
細胞数を算出した。残りの回収液からサイトスピン切片プ
レパラートを作製し、Diff-Quik 染色を施し、各細胞分画
を検討した。また回収液の遠心上清は凍結保存した。採
血し血清の OVA 特異的 IgE を ELISA 法（Shibayagi 社製
キット）にて測定した。上記測定終了後、マウスを安楽死
させ、肺および気管を摘出しホルマリン固定標本を作製
した。 
 
倫理面への配慮 
九州大学動物実験規則第 12 条第 4 項の規に基づき実
験プロトコールを作成し、倫理審査委員会の承認を得て
実施した。 
承認番号：A25-007-0 
 
C.研究結果 
1. 樹状細胞における CD86 発現に対する siRNA 処置の
有効性の検証 
実験手順の概要と実験結果を図 4 に示す。フローサイトメ
トリーによる CD86 発現をヒストグラムで表示すると、LPS
無刺激と比較して LPS 刺激によってヒストグラムピークの
右方シフトがみられ、CD86 発現の増強が示された。この
CD86 発現増強は CD86siRNA 処置によって減弱した。こ
れは CD86 発現を平均蛍光強度（mean fluorescent 
intensity; MFI）で表示した棒グラフにおいても明らかであ
る。すなわち、我々が使用した CD86siRNA は in vitro に
おいて樹状細胞の CD86 発現を有意に抑制しうることが
示された。 
 
2.siRNA 処置樹状細胞が抗原特異的 Th2 細胞を活性化
する能力の検討 
図 5 に実験手順概要と実験結果を示す。DO11.10 マウス
脾臓から分化誘導した pOVA 特異的 Th2 細胞と siRNA
処置および抗原取り込み済み成熟樹状細胞の共培養を
24 時間おこなった後の培養上清には、Th2 活性化の証と
して IL-4, IL-5, IL-13 などの Th2 サイトカインが検出され
る、CD86siRNA 処置された樹状細胞を用いた共培養上
清のこれらサイトカイン濃度は、干渉能を有さないコントロ
ール siRNA 処置された樹状細胞を用いた共培養上清の
それとくらべて有意に低値であった。これらの結果から、
我々が使用した CD86siRNA は in vitro において抗原特
異的 Th2 の活性化能が減弱していることが示された。 
 
3. 喘息モデルにおける CD86 発現に対する経気道的
siRNA 投与効果の検討 
図 6 に実験手順概要と実験結果を示す。抗原感作・曝露
をしていない無処置マウス（naïve）の気道標本では気道
上皮層の粘膜組織側に FITC 蛍光を発する CD86 陽性
細胞が僅かに散在するのみである。OVA 感作・曝露およ
びコントロール siRNA 気管内投与をおこなったマウスの
気道標本では FITC 蛍光を発する CD86 陽性細胞が明ら
かに増加している。これは抗原曝露の刺激によって樹状
細胞が成熟し CD86 発現が増強していることを示唆する。
これに対し、CD86siRNA を気管内投与したマウスの気道
標本では CD86 陽性細胞が減少している。CD86 陽性ス
ポットを解析格子単位（pixel area）で半定量化した棒グラ

フでは、CD86siRNAによってCD86スポットは半分程度ま
で減少していることが判る。 
 
4. 喘息モデルにおける喘息様反応に対する経気道的
siRNA 投与効果の検討 
図 7 に実験手順概要と実験結果を示す。抗原感作・曝露
をしていない無処置マウス（naïve、細点線で表示）にお
いても、吸入アセチルコリン濃度が増加するにつれて気
道内圧が上昇しており、気道収縮が生じていることがわ
かるが、その上昇は緩やかである。OVA 感作・曝露およ
びコントロール siRNA 気管内投与をおこなったマウス（粗
点線で表示）ではこの収縮が急峻化しており、気道過敏
性 が 亢 進 し て い る こ と を 示 し て い る 。 こ れ に 対 し 、
CD86siRNA を気管内投与したマウスでは naïve マウスと
コントロール siRNA 気管内投与マウスの中間程度の収縮
反応を呈しており、気道過敏性が部分的に抑制されてい
ることを示している。気管支肺胞洗浄液の炎症細胞では、
好酸球（Eosと表示）の細胞数がnaïve マウスでは殆どゼ
ロであったのが、OVA 感作・曝露およびコントロール
siRNA 気管内投与をおこなったマウスでは著明に増加
（白の棒グラフ）しているが、CD86siRNA を気管内投与し
たマウス（赤の棒グラフ）では 3 分の 1 程度に抑制されて
いた。さらに血清中の OVA 特異的 IgE 濃度は naïve マ
ウスでは検出されないが、OVA 感作・曝露およびコントロ
ール siRNA 気管内投与をおこなったマウス血清では
500IU/ml 程度まで抗体価上昇がみられる。CD86siRNA
投与マウス血清では半分程度に抑制されていた。 
 
D.考察 
 本研究において、CD86 を標的とした siRNA は喘息モ
デルに対して治療的有効性が示された。すなわち、①
CD86siRNA は in vitro で樹状細胞成熟化にともなう
CD86 発現の増強を抑制し、②CD86siRNA 処置された樹
状細胞は抗原特異的 Th2 細胞の抗原刺激後の活性化
が減弱しており、③CD86siRNA 気管内投与によって抗原
曝露後の気道粘膜における CD86 発現が抑制され、さら
に、④抗原曝露後の気道過敏性の亢進や好酸球性気道
炎症、抗原特異的 IgE 上昇などが抑制された。 
 我々が本研究に使用した CD86siRNA は共同研究者
（東みゆき教授、東京医科歯科大学分子免疫学講座）が
独自に作製し、マウス接触性皮膚炎モデルにおいて同
CD86siRNA を含有する軟膏の塗布によって皮膚炎の抑
制 効 果 が 示 さ れ て い る （ Ritprajak et al. Mol Ther 
2008;16:1323-1330）。今回我々は in vitro, in vivo の両
面 に お い て 喘 息 病 態 を モ デ ル 化 し 、 い ず れ も
CD86siRNA による CD86 発現の低下と機能的抑制が確
認できた。最も重要な知見は、既に感作が成立した、す
なわち既に喘息を発症した個体においても喘息病態の
成立に CD86 が関与しており、その機能的制御が治療に
結びつく可能性を提示したことにある。研究代表者（森
ら）が報告しているように、T 細胞レベルでのステロイド抵
抗性の成立に CD86-CD28 シグナルが関与していること
を考え合わせると、難治性喘息にも CD86 の発現抑制が
新たな治療的選択肢となりうることを示唆する。 
 CTLA4-Ig や抗体製剤はいずれも高分子の合成タンパ
ク製剤であり、その製造と品質管理には多大なコストがか
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かり、高価な薬剤となっている。難治性喘息は我が国でも
全喘息患者の 1 割程度を占めており、これらの患者に生
物製剤を臨床応用した場合の医療経済的負担が懸念事
項となる。それに対し、siRNA を代表とする核酸医薬品は、
分子構造の単純性に基づく製造コストの低さが大きな利
点といえる。また、本研究では siRNA を経気道的に投与
し、喘息様反応の抑制効果が得られた。標的臓器である
気道・肺に直接薬剤を到達させることができるのは薬効
の高さと投与量を節約できるという利点もある。 
 以上のような研究成果の一方で、本研究には幾つか解
決すべき課題が残されている。一つは、siRNA が実際に
気道粘膜の樹状細胞に直接的に取り込まれることによっ
て CD86 発現の抑制をもたらしたのかどうかが確認できて
いない点である。siRNA を培養液中に添加するだけでは
細胞に取り込ませることが困難であることが一般的見解で
ある。実際、我々が方法及び結果の 1, 2 で示したin vitro
の実験では siRNA をトランスフェクションを容易化する試
薬を用いて樹状細胞に取り込ませている。しかし 3,4 で示
した in vivo の実験では容易化させる試薬を一切使用せ
ずに siRNA を生理食塩水に溶解して投与し、気道の
CD86 発現が低下し、喘息様反応の抑制が得られている。
このような単純な投与形式でも効果が得られたことは in 
vivo における気道の樹状細胞の旺盛な貪食能に由来す
る可能性があるが、何らかの追加実験によってその可能
性を検証する必要がある。二つめの課題は、使用した
siRNA が自然免疫反応を惹起した可能性についてであ
る。約 30 塩基対以上の長さの 2 本鎖 RNA は哺乳類の細
胞には元来存在せず、ウィルス由来の遺伝子核酸の中
間産物として感染細胞内に一過的に生じうる。これらの 2
本鎖 RNA は細胞レベルで強い自然免疫反応（インター
フェロン応答やTNF-, IL-6などの炎症性サイトカイン産
生など）を誘導することが知られている。我々が本研究で
使用した siRNA は 21 塩基対と短鎖であるが、予想に反し
てマウスに自然免疫応答を引き起こし、研究結果の一部
がその影響によってもたらされている可能性は完全には
否定できない。この可能性を検証するために血清におけ
るインターフェロンや IL-6 の上昇の有無を検証する必要
がある。3 つめの課題は、CD86siRNA による気道過敏性
の減弱や好酸球性炎症の減弱効果が具体的にどのよう
な液性メディエーターの変動によってもたらされたのかに
ついてである。気道過敏性や好酸球性炎症、IgE 産生な
どにはTh2細胞の活性化とそれによって産生されるIL-5, 
IL-13 などのサイトカインやケモカインが関与する。CD86
の発現が抑制されることによって、これら液性メディエー
ターのいずれが変動するかを詳細に解析する必要がある。
最も寄与するメディーターが特定できれば、CD86 シグナ
ルの下流でステロイド抵抗性に寄与する有力な標的分子
を絞り込むことに繋がるであろう。 
 本研究から、siRNA による共刺激分子の機能的制御を
介してステロイド抵抗性を克服する基本的成果が得られ
たが、さらには他の薬理学的アプローチの開発もすすめ
る必要がある。我々を含めた研究（Kibe et al. Am J 
Respir Crit Care Med 2003;167:50-56）の蓄積から、
IL-13 によってもたらされる気道過敏性や気道リモデリン
グはステロイド抵抗性であり、難治性喘息の治療薬として
抗 IL-13 抗体の臨床応用がすすめられている。また、難

治性喘息の急性増悪の多くは気道ウィルス感染によって
引き起こされ、この増悪は吸入ステロイド増量による治療
が奏功しにくい。我々と研究代表者の森は、活性化 T 細
胞から産生されるIL-13やウィルス関連分子である2本鎖
RNA でヒト気道上皮細胞株を刺激すると共刺激分子
B7-H1 (別名 PD-L1)が発現誘導されることを報告した
（ Tsuda et al. Biochem Biophys Res Commun 
2005;330:263-270）。B7-H1 はウィルス特異的細胞傷害
性 T 細胞の機能を強力に抑制することによってウィルス
感染細胞の排除を障害し、気道ウィルス感染が遷延化す
ることが動物実験モデルによって示されている。しかも 2
本鎖 RNA 刺激による B7-H1 発現はステロイド抵抗性で
あり、喘息の難治化に関与していることが想定される。最
近、我々は 2 本鎖 RNA 刺激による培養気道上皮細胞の
B7-H1発現誘導にPI3キナーゼデルタと呼ばれる酵素が
関与していることを明らかにした（Kan-o et al. Biochem 
Biophys Res Commun 2013;435:195-201）。PI3 キナーゼ
デルタは酸化ストレスによって活性化する酵素でありステ
ロイド抵抗性の誘導にも関与することが知られている。実
際、PI3 キナーゼデルタ阻害薬は 2 本鎖 RNA 刺激による
B7-H1 発現を抑制する。この阻害薬による難治性喘息、
特にステロイド抵抗性の克服をめざして in vivo の実験モ
デルによる検証、および CD86 発現への効果の検証を開
始したところである。 
 
E. 結論 
①CD86siRNA は in vitro で樹状細胞成熟化にともなう
CD86 発現の増強を抑制し、②CD86siRNA 処置された樹
状細胞は抗原特異的 Th2 細胞の抗原刺激後の活性化
が減弱しており、③CD86siRNA 気管内投与によって抗原
曝露後の気道粘膜における CD86 発現が抑制され、④
抗原曝露後の喘息様反応が抑制された。これらの研究
結果に基づいて、CD86 を標的とする siRNA は喘息モデ
ルに対して治療的有効性が示された。 
 
F. 研究発表 
1. 論文発表 

1. Kan-o K, Matsumoto K, Inoue H, Fukuyama S, 

Asai Y, Watanabe W, Kurokawa M, Araya J, 

Kuwano K, Nakanishi Y. 2013. 

Corticosteroids plus long-acting beta2 

agonist prevent double-stranded 

RNA-induced upregulation of B7-H1 on airway 

epithelium. Int Arch Allergy Immunol. 160: 

27-36. 

2. Kan-o K, Matsumoto K, Asai-Tajiri Y, 

Fukuyama S, Hamano S, Seki N, Nakanishi Y, 

Inoue H. 2013. PI3K-delta mediates 

double-stranded RNA-induced upregulation 

of B7-H1 in BEAS-2B airway epithelial cells. 

Biochem Biophys Res Commun. 435: 195-201. 
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平成 26 年度中の学会発表を目指している。 
 
G. 知的所有権の取得状況 
1. 特許取得 
なし。 
 
2. 実用新案登録 
なし。 
 
3. その他 
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分担研究報告書 
 

重症喘息を対象としたCTLA4-Ig（Abatacept、オレンシア®）の適応拡大 

をめざした医師主導治験および非臨床研究 

 
研究分担者 神沼 修（東京都医学総合研究所主任研究員） 
 

研究協力者 

 佐伯真弓（同研究所研究員） 西村友枝（同研究所研究員） 
 

研究要旨 
 T 細胞レベルのステロイド抵抗性が難治性喘息の特徴でありメカニズム解明が重要であるが、その解析が
可能なモデルはない。さまざまなOVA特異的Thクローンを樹立してステロイド感受性についてin vitroに
おける抗原誘発増殖反応を指標に検討したところ、DEX 添加により増殖抑制されるクローンと抑制されない
クローンが見いだされた。それらを正常マウスに移入して抗原誘発好酸球浸潤および気道過敏性亢進に対す
るDEXの影響を検討したところ、in vitroにおけるステロイド感受性はin vivoにも反映されることが明ら
かとなった。本モデルは、T細胞レベルのステロイド抵抗性および、個体レベルでのステロイド抵抗性喘息、
感受性喘息モデルのメカニズムの解明や、治療薬の評価を行う上で有用である。 

A. 研究目的 
 T細胞レベルのステロイド抵抗性が難治性喘息の
特徴であることが明らかになっている。ステロイド
抵抗性のメカニズム解明は、難治性喘息の治療介入

に向けた突破口として重要課題である。転写因子、
細胞レベルの知見は比較的豊富であるが、個体レベ
ルでステロイド抵抗性喘息の解析が可能なモデル
の報告は未だ世界的にもみられない。そこで、in 
vitro、in vivoの両レベルでステロイド感受性・抵
抗性を詳細に解析すると同時に、治療介入に向けた

評価系として活用することをめざして、ステロイド
抵抗性喘息モデルの樹立と解析を試みた。 
 
B. 研究方法 
１）既報の如くBalb/c マウスをOVA で感作し、所
属リンパ節より感作リンパ球を回収、in vitroでの

抗原刺激、limiting dilution を行って、OVA 特異
的Th cloneを樹立した（Kaminuma O. et al. Am J 
Respir Cell Mol Biol. 16:448, 1997）。OVA特異
的T細胞受容体のtransgenicであるDO11.10マウ
スからも同様の手法で Th clone を樹立した。
Irradiated spleen cell を antigen-presenting 

cell とし、subcloning を行い、さらに expansion
し、細胞移入実験に使用した。in vitroのステロイ
ド感受性は、4 x 104個のTh cloneを抗原提示細胞、
抗原、各濃度のデキサメサゾン（DEX）とともに96 
well culture plate にて培養し、48 時間後に上清
を採取、72 時間後に細胞増殖反応を計測した。

3H-thymidineを最後の16時間パルスした。in vivo
のステロイド感受性は、Th clone受身移入による喘
息モデルを用いて解析した。5 x 106個のTh clone
を無処置マウスに尾静脈より注入し（Day 0）、翌

日OVAを経気道的に抗原チャレンジした。48 hr後、
BUXCOにてメサコリン気道反応性を測定、気管支肺
胞洗浄（BAL）を行い、細胞数、分画を測定した。
1, 3 mg/kgのDEXをDay 1, 2に皮下投与した。 
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（倫理面への配慮） 
 実験は、動物実験に関する倫理規定を遵守して行
い、統計学的優位性を議論しうるできるだけ少ない
動物数を実験に供した。 

 
C. 研究結果およびD. 考察 
１）in vitroのステロイド感受性解析により、6種
類のTh cloneは、DEXにより細胞増殖反応が抑制さ
れるsteroid sensitive (SS) clone 3クローン（BF7, 
T6-2, T6-10）と抑制されない steroid resistant 

(SR) clone 3クローン（T5-1, T6-4, T6-7）とに分
類された。サイトカイン産生は、SR cloneのほうが
IC50値が高いものの、抑制された（図１）。 
２）Th clone移入、抗原チャレンジによる、T細胞
依存性喘息モデルをDEX投与で治療することによっ
て、SS clone を移入されたマウスでは、BALF 好酸

球浸潤およびメサコリンに対する気道過敏性亢進
が有意に抑制された。SR cloneを移入された喘息マ
ウスでは、１個のSR clone, T5-1移入モデルのみ、
好酸球浸潤が30%抑制されたものの、残りの2 clone
では全く抑制されなかった（図２）。 
 なお、移入したクローンの IL-5 産生レベルと

BALF酸球浸潤、気道過敏性亢進の程度の間には高い
相関関係が認められた（図３）。 
 T細胞移入喘息モデルにおける個体レベルのステ
ロイド感受性は、移入されるTh cloneのin vitro
におけるステロイド感受性によって規定されるこ
とが明らかになった。 

 
E. 結論 
 治療抵抗性の重症喘息における有効な治療薬の
出現が待たれて久しい。本モデルにより、T細胞レ

ベルのステロイド抵抗性および、個体レベルでの
ステロイド抵抗性喘息、感受性喘息モデルのメカ
ニズムが解明され、治療薬の評価が可能になる。 
 

 

Ｆ．研究発表 

1.  論文発表 

1. Saeki M, Nishimura T, Mori A, Kaminuma O, Hiroi 

T. Antigen-induced mixed and separated 

inflammation in murine upper and lower airways. 

Allergol Int, in press. 

2. Nishimura T, Saeki M, Motoi Y, Kitamura N, Mori 

A, Kaminuma O, Hiroi T. Selective suppression of 

Th2 cell-mediated lung eosinophilic 

inflammation by anti-major facilitator super 

family domain containing 10 monoclonal antibody. 

Allergol Int, in press. 

3. Shibahara K, Nakajima-Adachi H, Kaminuma O, 

Hiroi T, Mori A, Hachimura S. Food 

allergen-induced IgE response mouse model 

created by injection of in vitro differentiated 

Th2 cell culture and oral antigen intake. Biosci 
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Microb Food Health, 31:41-46, 2014. 
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9. 神沼 修、渡邊 伸昌、後藤 穣、中谷 明弘、

廣井 隆親．特集 スギ・ヒノキ花粉症 X．スギ
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カー．アレルギー・免疫．21: 94-101, 2013. 
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