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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、そのメカニズム解明が重要であるが、それ
が可能なモデル実験系はない。本年度は、ステロイド抵抗性獲得に関わる要因を解明するため、明確に分化
したTh1,Th2,Th9およびTh17細胞を用いてin vitroにおけるステロイド抵抗性の比較を行うと共に、それ
ぞれのサブセットに依存した実験喘息モデルを確立し、ステロイド抵抗性に関する検討を行った。
DO11.10/RAG2-/-マウスより卵白アルブミン（OVA）特異的Th1, Th2, Th9, Th17細胞を樹立した。それらのサ
イトカイン産生パターンを確認した後、in vitroのステロイド感受性を解析した結果、Th1およびTh17は、
Th2 および Th9 に比しステロイド感受性が低いことが明らかとなった。サイトカイン産生および炎症細胞浸
潤のプロファイルが異なるにも関わらず、樹立したいずれのThサブセットを移入したマウスにおいても、抗
原チャレンジによって気道過敏性の亢進がみられたことから、T 細胞依存性の気道過敏性亢進発症に対し、
ある種の炎症細胞が単独で機能している可能性は低いことが示唆された。各Th細胞移入マウスにおける炎症
細胞浸潤および気道過敏性亢進に対する、ステロイドの作用検討を開始した。 
 T細胞の反応性に対するステロイド感受性は、少なくともin vitroでは各サブセット間で異なることが明
らかになった。またその結果が気道過敏性亢進に反映される可能性は高く、今後さらに解析を進めると共に、
それらに対するCTLA4-Igの効果を検討する計画である。 
 
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。前年度、
クローン化T細胞移入によるステロイド抵抗性マウ
ス実験喘息モデルを確立し、CTLA4-Ig の効果を in 
vivoで解析することに成功した。本年度は、ステロ
イド抵抗性獲得に関わる要因を解明するため、明確
に分化したTh1,Th2,Th9 およびTh17 細胞を用い、

in vitro におけるステロイド抵抗性の比較を行う
と共に、それぞれのサブセットに依存した実験喘息
モデルを確立し、ステロイド抵抗性に関する検討を
行うこととした。 
 

B. 研究方法 
１）既報に従い（Kaminuma O. et al. Clin Exp 
Allergy 42:315, 2012）、DO11.10/RAG2-/-マウスの
末梢リンパ節よりリンパ球を回収、in vitroで抗原
刺激を行った。その際、各 Th サブセットの分化に

必要なサイトカインおよび抗サイトカイン抗体を
添加することにより、OVA 特異的 Th1, Th2, Th9, 
Th17細胞を樹立した。各Thサブセットの分化状況
は、in vitroにおいてPMA＋Ionomycinで再刺激し、
産生されるサイトカインパターンを、細胞内染色お
よび ELISA 法で解析することにより確認した。In 
vitroのステロイド感受性は、各Th細胞を抗原提示
細胞、OVA、デキサメサゾン（DEX）とともに96 well 
culture plate にて培養し、 72 時間後に
Non-radioactive cell proliferation assay kit
を用いて細胞増殖反応を計測することにより評価
した。各サブセットに依存した実験喘息モデルを作

製するため、2 x 107個の各Th細胞を無処置Balb/c
マウスに尾静脈より注入し、翌日OVAを経気道的に
チャレンジした。72時間後、Flexivent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。 
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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）サイトカイン産生パターンを検討した結果、各

サブセットに明確に分化した抗原特異的T細胞が得
られることが確認できた。それらを用いてin vitro
のステロイド感受性を解析した結果、Th2およびTh9
細胞はDEXにより細胞増殖反応が強く抑制されたの
に対し、Th17細胞に対するDEXの抑制作用は比較的
弱かった。またTh1細胞は、他のサブセットに比べ

て弱い増殖反応を示したが、それはDEXの添加によ
り抑制されないことが明らかとなった。 
２）樹立したいずれの Th サブセットを移入したマ
ウスにおいても、抗原チャレンジによって気道過敏
性の亢進がみられたが、その誘導能は Th1 および
Th2細胞に比べ、Th9およびTh17細胞で強い傾向が

みられた。またTh2細胞移入マウスでは強い気道内
好酸球浸潤が認められたのに対し、Th1およびTh17
細胞では好中球の浸潤が優位であり、Th9細胞移入
マウスでは好酸球および好中球両者の浸潤が認め
られた。またリンパ球の浸潤も、Th1,Th2およびTh9
細胞で誘導されたが、Th17細胞移入マウスでは殆ど

その浸潤はみられなかった。このことから、T細胞

移入マウスにおける気道過敏性亢進の発症に対し、

好酸球または好中球が単独で機能している可能性
は低いことが示唆された。各 Th 細胞移入マウスに
おける炎症細胞浸潤および気道過敏性亢進に対す
る、ステロイドの作用検討を開始した。 
 以上の結果から、T細胞の反応性に対するステロ
イド感受性は、各サブセット間で異なることが明ら

かになった。 
 
E. 結論 
 T 細胞サブセット間の比較により、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、CTLA4-Igの評価が可能になる。 
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図２.　各T細胞サブセットによる抗原誘発
気道過敏性亢進反応． 
　DO11.10/RAG2-/-マウスの末梢リンパ節よ
りリンパ球を回収し、in vitroで抗原刺激
培養を行ってTh1, Th2, Th9およびTh17細
胞サブセットを得た。それらを正常BALB/c
マウスに移入し（2 x 107/head,i.v.）、24
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内投与した（25μl/head）。チャレンジ72
時間後にアセチルコリン（25 mg/ml）を１
０秒間吸入させ、直後の気道抵抗（Rrs）
を測定することによって、気道過敏性
（BHR）を評価した(N = 3-10)。 

BHR

Th1 Th2 Th9 Th17
0

2

4

6

8

10
Saline
OVA

R
rs

 (
cm

H
2O

·s
/m

l)

図1. 各T細胞サブセットの増殖反応に対す
るステロイドの効果． 
　DO11.10/RAG2-/-マウスの末梢リンパ節よ
りリンパ球を回収、in vitroで抗原刺激を
行った。その際、各Thサブセットの分化に
必要なサイトカインおよび抗サイトカイン
抗体を添加することにより、OVA特異的
Th1, Th2, Th9, Th17細胞を樹立した。105

個の各Th細胞を2x105個の抗原提示細胞、 
10μg/ml OVA、10μMデキサメサゾン（ 
DEX）とともに96 well culture plateにて
培養し、72時間後にNon-radioactive cell 
proliferation assay kitを用いて細胞増
殖反応を計測した (N = 4)。 
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図３.　各T細胞サブセットによる抗原誘発気道内炎症細胞浸潤反応． 
　DO11.10/RAG2-/-マウスの末梢リンパ節よりリンパ球を回収し、in vitroで抗原刺激
培養を行ってTh1, Th2, Th9およびTh17細胞サブセットを得た。それらを正常BALB/c
マウスに移入し（2 x 107/head, i.v.）、24時間後にOVA溶液（15mg/ml,PBS）を、気
管内投与した（25μl/head）。チャレンジ72時間後に気管支肺胞洗浄を行い、BALF中
の炎症細胞数を計数した (N = 3-10)。 
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