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要旨 

 

【背景と目的】 

慢性閉塞性肺疾患 (chronic obstructive pulmonary disease: COPD) はタバコ

煙を主とする有害物質の長期吸入曝露などにより発症し, 末梢気道病変や

気腫性病変が生じることにより呼吸機能検査で気流閉塞を示す . 世界保健

機関の調査では世界の死因第 3 位であり, 公衆衛生上の多大な負荷となっ

ている. 本邦においても有病率 8.6%, 患者数約 530 万人と推定され, 今後高

齢化が加速する社会において益々大きな問題となることが予想される . 気

管支拡張薬吸入 , 呼吸不全に対しては酸素投与などの対症療法が行われて

いるが抜本的な治療法はなく , 病態の解明および新規治療開発が切実に望

まれる.  

Apoptosis inhibitor of macrophage (AIM)/CD5 molecule-like (CD5L) は血清

に 5 μg/ml 程度存在する分泌タンパクである. 血中では主に immunoglobulin 

(Ig)M の 5 量体と結合して存在し, その濃度は IgM と相関する. AIM は各種

細胞のアポトーシス抑制のほか腎尿細管での老廃物排泄 , 脂肪酸分解 , T 

helper 17 (Th17) 細胞の病態制御スイッチなどの様々な機能が判明している . 

生体内において病態促進的・抑制的の両者の作用が知られているが , 当教室

の過去の研究では , 呼吸器疾患において促進的に作用していた . 現時点で

COPD の病態における AIM の役割に関しては報告が少ないが , 既報では

COPD 患者で肺胞マクロファージの生存維持に関与し , マウスモデルにお

いては AIM の過剰発現で肺気腫が誘導された. この度 AIM が COPD の病態

に促進的に作用すると仮説を立て実験を行った.  

 

【材料と方法】 

1. 豚膵臓由来エラスターゼ (porcine pancreas elastase: PPE) 誘導肺気腫モ

デルマウス 

野生型または AIM 欠損の雄 C57BL/6J マウスに 0, 7, 14 日目に PPE を

気管内投与して 21 日目に安楽死させ, 気管支肺胞洗浄 (bronchoalveolar 

lavage: BAL) 液を採取して BAL 液の炎症細胞数 , Enzyme-Linked 

Immuno-Sorbent Assay (ELISA) 法にてタンパク量を評価した. 肺組織中

の遺伝子発現は real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 法で評価し

た. さらに肺組織の mean linear intercept (MLI) 算出により肺気腫形成, 

TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 染色と cleaved caspase-3 染

色により細胞死を評価した. 
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2. 喫煙 (cigarette smoke: CS) 誘導肺気腫モデルマウス 

野生型または AIM 欠損の雄 C57BL/6J マウスに 1 日 1 回, 週 5 回喫煙

曝露装置にてタバコの主流煙を曝露し, 16 週後に安楽死させて肺気腫形

成, 細胞死を評価した.  

 

3. タバコ抽出液 (cigarette smoke extract: CSE) によるマウス肺胞マクロフ

ァージ刺激 

野生型または AIM 欠損の雄 C57BL/6J マウスに BAL を行い,  BAL液

中から肺胞マクロファージを採取した. またタバコの主流煙から CSE

を精製し, 肺胞マクロファージを CSE で刺激し培養した. AIM 欠損マウ

スから得た肺胞マクロファージの一部はマウスリコンビナント AIM も

添加した. 6, 12, 24 時間後に細胞と培地を回収し, matrix metalloproteinase 

(MMP)-12 の遺伝子とタンパクの発現量を評価した .  

 

4. 非喫煙者, 健常喫煙者, COPD 患者における血漿 AIM/IgM 比の評価 

北海道大学病院に通院する患者のうち非喫煙者 , 健常喫煙者, COPD

患者の 3 群計 50 人において血漿 AIM/IgM 比を評価した.  

 

5. 北海道 COPD コホート研究に参加した患者における血清 AIM/IgM 比の

評価 

北海道 COPDコホート研究の参入患者のうち , データ利用可能であっ

た 133 人の血清 AIM/IgM 比および重症度, 予後を解析した.  

 

【結果】 

PPE 誘導肺気腫マウスでは, AIM 欠損マウスにおいて BAL 液で評価した

肺内の炎症と肺気腫形成, TUNEL 染色で評価した細胞死が野生型マウスよ

り抑制された. cleaved caspase-3 で評価したアポトーシスについては AIM 欠

損マウスにおいてやや減少傾向にあったものの有意差に至らなかった . ま

た MMP-12 と interleukin (IL)-33 について, BAL 液中のタンパクと肺内の遺

伝子発現が両方 AIM 欠損マウスにおいて抑制されていた . CS 誘導肺気腫マ

ウスにおいてもAIM欠損マウスにおいて肺気腫形成と細胞死が抑制された . 

またマウス肺胞マクロファージを CSE で刺激すると, AIM 欠損マウスから

採取した肺胞マクロファージでは, MMP-12 発現が遺伝子・タンパクレベル

の両方で抑制されていた. この抑制は, リコンビナント AIM の添加により
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改善した.  

臨床研究検体の解析においては , COPD 患者では健常喫煙者より血漿

AIM/IgM 比が高値であった. また COPD 患者においては, GOLD 分類で評価

した重症度が高い患者ほど血清 AIM/IgM 比が高値となった . さらに血清

AIM/IgM 比が高値である程初回増悪までの期間が短く , 全死亡率と呼吸器

疾患による死亡率も高かった .  

 

【考察】 

MMP-12 は以前より COPD の病態への促進的な関与が報告されているが , 

PPE により誘導された MMP-12 上昇が AIM 欠損マウスで野生型マウスより

抑制されており , この結果は肺胞マクロファージを用いた細胞実験でも裏

付けられた. よって, AIM は肺胞マクロファージの MMP-12 の発現亢進を介

して COPD の病態を促進することが示唆された. また PPE 投与マウスにお

いて BAL 液中の好酸球, 肺内 IL-33 遺伝子・タンパク発現上昇が AIM 欠損

マウスで抑制され, 有意差に至らないものの IL-5 の遺伝子発現上昇も抑制

される傾向にあった. 当教室の過去の研究では気管支喘息モデルマウスで 2

型炎症が AIM 欠損マウスで抑制されており, AIM が好酸球性炎症に促進的

に関与する可能性が考えられる .  

細胞死も COPD の病態を促進すると考えられている. 今回 PPE及び CS 誘

導マウスモデルの両者において , AIM欠損マウスで肺内の細胞死が抑制され

た. AIM は COPD 患者において肺胞マクロファージのアポトーシスを抑制

することが報告されている. 以上より, AIM は肺胞マクロファージのアポト

ーシス抑制を介して肺内の炎症を遷延させ , 肺胞壁を構成する細胞の細胞

死を誘導し, それが肺気腫形成に繋がる可能性がある. また COPD患者にお

いて, 非喫煙者ではなく健常喫煙者と比較して血漿 AIM/IgM 比が高値であ

った. これは, 健常喫煙者における血漿 AIM/IgM 比低値が COPD に対する

防御的な素因を反映している可能性がある.  

 

 

【結論】 

COPD において, AIM が MMP-12 遺伝子発現亢進を介して病態に促進的に

関与することが示唆された. 
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略語表 

 

AIM    apoptosis inhibitor of macrophage 

AIM-/-     AIM-deficient 

BAL    bronchoalveolar lavage 

Bcl-xL   B-cell lymphoma-extra large 

CCL    C-C motif chemokine 

CD5L   CD5 molecule-like 

CI   confidence interval 

COPD   chronic obstructive pulmonary disease 

CO2      carbon dioxide 

CS      cigarette smoke 

CSE     cigarette smoke extract 

CT      computed tomography 

CXCL     C-X-C motif chemokine ligand 

DAMPs   damage-associated molecular patterns 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

FFPE    formalin-fixed paraffin-embedded  

GM-CSF   granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

GOLD   Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease  

HR        hazards ratio 

HE        hematoxylin and eosin 

IFN       interferon 

Ig         immunoglobulin 

IL         interleukin 

ILC2      group 2 innate lymphoid cell 

Kco        carbon monoxide transfer coefficient 

LPS      lipopolysaccharide 

NK        natural killer 

MRC        medical research council 

MIP      macrophage inflammatory protein 

MLI       mean linear intercept 

MRC     medical research council 

MMP     matrix metalloprotease 

SGRQ    St. George’s Respiratory Questionnaire 
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SRCR     scavenger receptor cysteine-rich 

Th17      T helper 17 

TNF     tumor necrosis factor 

TPM     total particulate matter 

TSLP     thymic stromal lymphopoietin 

TUNEL   TdT-mediated dUTP nick end labeling 

PBS      phosphate-buffered saline 

PPE      porcine pancreas elastase 

rAIM     recombinant apoptosis inhibitor of macrophage 

RNA      ribonucleic acid 

RT-PCR   reverse transcription polymerase chain reaction  

VEGF     vascular endothelial growth factor  

WT      wild-type 
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諸言 

 

慢性閉塞性肺疾患 (Chronic obstructive pulmonary disease, COPD) は「タバ

コを主とする有害物質を長期吸入曝露することなどにより生ずる肺疾患」と

定義され (日本呼吸器学会 COPD ガイドライン第 6 版作成委員会 (2022), 

2022), 末梢気道病変や気腫性病変が生じることにより呼吸機能検査で気流

閉塞を示す. 世界保健機関の調査では現在世界の死因第 3 位であり, 公衆衛

生上の多大な負荷となっている  (World Health Organization, 2020). 本邦にお

いては, 厚生労働省の患者調査では患者数約 20 万人前後であったが (厚生

労働省 , 2019), 一般住民を対象とした大規模疫学調査の Nippon COPD 

Epidemiology (NICE) Study では COPD は有病率 8.6%, 患者数約 530 万人と

推定され(Fukuchi et al, 2004), 多数の未診断患者の存在が示唆された. COPD

は今後高齢化が加速する社会において益々大きな問題となることが予想さ

れる . 気管支拡張薬吸入 , 呼吸不全に対しては酸素投与などの対症療法が

行われているが抜本的な治療法はなく , 病態の解明および新規治療開発が

切に望まれる.  

COPD の肺では肺胞マクロファージと好中球が様々なプロテアーゼ , サ

イトカイン , ケモカインを放出することにより肺胞壁を破壊し , 気腔拡大

をもたらすとされている(Barnes, 2004; Brusselle et al, 2011). 特に肺胞マクロ

ファージは matrix metalloproteinase (MMP)-12 を産生・放出し, それが肺気腫

を促進する(Hautamaki et al, 1997). しかし MMP-12 による肺気腫促進の詳細

な機序は十分に明らかになっていない. さらに COPD 患者には好酸球性炎

症が関与するフェノタイプが存在し(Bafadhel et al, 2011), 好酸球性の急性増

悪は非好酸球性の増悪より入院期間が短く, 1 年生存率は高いと報告されて

いる(MacDonald et al, 2019). また肺気腫モデルマウスでの報告では気道上皮

細胞の interleukin (IL)-33 発現が亢進する(Wu et al, 2014).  

Apoptosis inhibitor of macrophage (AIM, 別名 CD5 molecule-like (CD5L) ま

たは Spα) は scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) superfamily に属する分泌

タンパクで , 血清に 5 μg/ml 程度存在する . 血中では主に immunoglobulin 

(Ig)M の 5 量体と結合して存在し, その濃度は IgM と相関する(Yamazaki et 

al, 2014; Arai et al, 2013). AIM は当初マクロファージのアポトーシス抑制因

子として発見されたが(Miyazaki et al, 1999), そのほか様々な役割が発見さ

れた. 急性腎障害において腎尿細管での老廃物排泄(Arai et al, 2016), 脳梗塞

では damage-associated molecular patterns (DAMPs) 除去(Maehara et al, 2021)

によりそれぞれ病態からの回復を促進する . ほか動脈硬化促進(Arai et al, 
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2005), 脂肪酸分解(Miyazaki et al, 2011), T hepler (Th)17 細胞の病態制御スイ

ッチ(Wang et al, 2015)など多数の機能が判明している. 炎症性疾患について

は促進的関与を示唆する報告が多い (Nishikido et al, 2016; Kim et al, 2021; 

Tanoue et al, 2022).  

このように生体内において病態促進的・抑制的の両者の作用が知られてい

るが , 肺疾患については促進的作用を示す報告が主である . 当教室の肺疾

患における過去の研究でも促進的に作用しており, lipopolysaccharide (LPS)

誘導肺障害モデルにおいて AIM 欠損マウスで肺内炎症の収束が亢進し

(Kimura et al, 2017), 気管支喘息モデルを用いた検討では AIM 欠損マウスで

好酸球性炎症が抑制された  (未発表). また外傷による急性肺障害／急性呼

吸促迫症候群の患者では血清 AIM 値高値が予後不良と関連していた(Cheng 

et al, 2021). さらに AIM は肺癌の細胞外小胞由来バイオマーカー候補の可

能性を持つと報告されている(Choi et al, 2021). また AIM は肺内のメチシリ

ン耐性黄色ブドウ球菌誘導肺炎(Gao et al, 2019), Mycobacterium avium 慢性感

染(Kajiwara et al, 2023)の病態に関与する.  

現時点で COPD の病態における AIM の役割に関しては報告が少ないが , 

既報は全て促進的関与を示唆している . AIM は COPD 患者で肺胞マクロフ

ァージの生存維持に関与し(Kojima et al, 2013), ラットモデルで溶接煙曝露

により AIM 発現が上昇した(Oh et al, 2009). またトランスジェニックマウス

モデルでは AIM の過剰発現により肺内で発癌に伴って肺気腫が誘導された

が , 詳細な機序については解明されていない(Li et al, 2011). これらより , 

AIM が COPD の病態に促進的に作用すると仮説を立て実験を行った.  
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方法 

実験使用動物 

 AIM 欠損マウスは既報の通り作製された後(Miyazaki et al, 1999), 前東京

大学大学院医学系研究科疾患生命工学センター分子病態医科学部門・現一

般社団法人 AIM 医学研究所の宮崎徹先生と新井郷子先生のご厚意により提

供され, C57BL/6J マウスと 13 世代戻して交配したものを飼育した . 野生型

C57BL/6J マウスは AIM 欠損マウスと週数を揃えたものを日本クレア株式

会社より購入し飼育した．いずれのマウスも 7-9 週齢の時点で実験を開始

した．本研究に関する実験プロトコールは北海道大学動物実験委員会によ

り承認された．動物の取扱いは「北海道大学動物実験に関する規定」に従

った． 

  

ブタ膵臓由来エラスターゼ (porcine pancreas elastase: PPE) 誘導肺気腫モ

デルマウス 

0, 7, 14 日目にマウスをイソフルラン吸入器にて麻酔し, ブタ膵臓由来エ

ラスターゼ (Sigma-Aldrich) をリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)(gibco) 40 μl に

溶解したものを気管内投与した (図 1). コントロール群は PBS 40 μl を投与

した . 気管内投与についてはまずマウスを背臥位で斜台に載せ , 前歯と四

肢を台に固定した . マウス用喉頭鏡  (Welch) で喉頭展開し , ウェスタンブ

ロット用のローディングチップの先端を気管内に挿入した . その後マイク

ロピペットでローディングチップ内に溶液を注入し , マウスの吸気により

チップから気管へと溶液が全量吸収されるのを目視で確認した.  

21 日目にマウスを carbon dioxide (CO2) ナルコーシスで安楽死させた後, 

腹膜に横切開を入れて開腹した . 次に肺を損傷しないように心臓と接する

部位で横隔膜に小切開を入れ , 胸腔を外気と交通させ胸腔内圧を低下させ

た . その後腹部大静脈から採血を行った . さらに胸郭を左右と胸骨左縁で

切開して肺を露出し, 気管前面から 22 ゲージの静脈留置針を留置して気管

挿管し, 絹糸で結紮して固定した.  

 

 

 

 

 

 

図 1   PPE 誘導肺気腫モデルマウスの実験プロトコル 
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喫煙曝露誘導肺気腫モデルマウス 

タバコ煙 (cigarette smoke: CS) 発生装置 SG-200 (柴田科学) にて市販タ

バコ (Marlboro, ニコチン 1.0 mg, タール 12 mg, フィリップモリス・ジャパ

ン) の主流煙を発生させマウスに曝露させた  (図 A-C). 具体的には装置内

の 50 ml シリンジで 15 ml の主流煙を毎分 12 回自動吸引し, それを圧縮空

気と混合し 5%の濃度まで希釈したものを鼻部曝露吸入チャンバー  (柴田科

学) にてマウスに経鼻的に曝露させた . コントロールは空気のみを曝露さ

せた. 曝露は 1 日 60 分, 週 5 回, 最大 16 週間行った. 曝露期間中は混合タ

バコ煙の総粒子 (TPM: total particulate matter) 濃度の測定を週 1 回以上行っ

た. 期間中の TPM 濃度は 1255 ± 26 mg/m3で大きな変動はなく, 適切な範囲

に維持されたと判断した. 短期曝露群は 4 週後に BAL 液を評価し, 長期曝

露群は 16週後にホルマリン固定パラフィン包埋  (FFPE) ブロックを作製し, 

MLI にて肺気腫形成を評価した.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2   CS 曝露誘導肺気腫モデルマウスの実験 

(A) 実験フロー. (B) タバコ煙発生装置. (C) 喫煙曝露装置 (白い蓋のカ
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プセルはマウスへの曝露吸入チャンバー).  

 

 

気管支肺胞洗浄液 (bronchoalveolar lavage: BAL) 液の回収と処理  

生理食塩水 0.6 ml を 1.0 ml シリンジにて先述の通り留置した静脈留置針

からマウスの肺内へ注入し, 次に吸引した. これを 3 回行って得られた液を

BAL 液とした. BAL 液は氷上で保存後 250 xg, 5 分間, 4℃で遠心分離し, 上

清を-80℃で凍結保存した. BAL 液が目視で赤色調だった場合に出血がある

と判断し, RBC Lysing Buffer Hybri-Max (Sigma-Aldrich) 500 μl を加えて懸濁

し 1 分整置, その後再度同条件で遠心して上清を除去することで赤血球を

除去した. ペレットは PBS 100 μl に懸濁した. 懸濁液 13.5 μl と Acridine 

Orange/Propidium Iodide (AO/PI) Stain (エル・エム・エス) 1.5 μl を混和してセ

ルカウントスライド  (Logos Biosystems) に注入し, 自動セルカウンターの

Luna (Logos Biosystems) に挿入して 1 個体当たりの生細胞数を測定した. 残

りの懸濁液は細胞数が約 3 ×104個となるようにスライドガラス上に滴下し , 

70 xg, 10 分間, 室温で遠心し細胞塗沫した後乾燥させて細胞標本を作成し

た . その後 Diff-Quik 染色液  (シスメックス) を用いて染色 , 封入した後

1000 倍で鏡検し, 1 個体当たり計 400 個以上の細胞をカウントし, 細胞分画

の割合を算出した. 各細胞分画の生細胞の絶対数は , 細胞分画の割合と 1 個

体当たりの生細胞数との積により算出した.  

 

肺凍結標本の作成 

Tissue-Tek O.C.T. compound (サクラファインテック) と PBS を 1:1 の割合

で混合し 5%スクロースを加えた溶液を, 留置した静脈留置針から気管内へ

肺が完全に膨張するまで注入し , 絹糸で気管を結紮した . 肺組織から気管

などの縦隔組織を分離し , 肺を肺葉ごとに切離した状態で , ドライアイス

上で冷却したクリオモルド 3 号に載せ, Tissue-Tek O.C.T. compound で包埋し

凍結標本を作成した . これは使用するまで-80℃で保存した . 使用時には , 

ミクロトーム LEICA 2000 (LEICA) で薄切した.  

 

ホルマリン標本の作成 

10%中性緩衝ホルマリン (マイルドホルム 10N、和光富士フィルム) を留

置した静脈留置針から 25 cmH2O の圧で 5 分間肺内へ注入し, その後絹糸で

結紮した . その後上記のホルマリンを満たした容器内へ肺を入れ , ローテ

ーターにて肺組織に物理的刺激がないように緩徐な速度で約 48 時間回転さ
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せながらホルマリン固定を行った. その後外部委託にて FFPE を作製した.

使用時にはミクロトーム LEICA RM2235 (LEICA) で 5 μm の厚さに薄切し

た. 

 

肺気腫形成の評価 

肺気腫定量の指標である平均肺胞間距離  (mean linear intercept: MLI)を用

いて評価した(Thurlbeck, 1967). 肺気腫が強く形成されるほど気腔が拡大し , 

MLI が高値となる. まず BZ-9000 オールインワン蛍光顕微鏡 (キーエンス) 

を用い, 上記の FFPE から作製したヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色標

本から各個体の肺葉が全て含まれるような連結画像を作成した .さらにその

連結画像を長軸方向が水平になるような角度とし , 画像処理ソフト Image-

Pro Plus version 7.0 (Media Cybernetics) にて長さ 100 μm, 間隔 100 μm, 平行

する線分の距離 200 μm の水平方向のグリッド線を設定した. 線分のうち , 

胸膜から 600 μm 以上離れた線分群のうち最も多く直線上に並んだものを特

定した. さらにそのうち明らかに血管や気管支と交わるまたは重なる線分

を除外した線分を有効線分と定義し , 有効線分の肺胞壁との交点の数をカ

ウントした. 有効線分の長さの総和を肺胞壁との交点の数で除することに

より, 各肺葉の MLI を算出した. これを全ての肺葉に対して行い, 各個体の

平均 MLI を求めた.  

 

マウス肺胞マクロファージの分離 

生理食塩水 1.0 ml を 1.0 ml シリンジにて先述の通り留置した静脈留置針

からマウスの肺内へ注入し, 次に吸引し BAL 液を回収した. この作業を 1

個体当たり 15 回, 野生型マウスと AIM 欠損マウスで各 4 匹ずつ行った.  

BAL 液は氷上で保存後, 250 xg, 5 分間, 4℃で遠心分離し, 上清を除去して計

4 匹分のペレットを懸濁・混和し 1 つの懸濁液とした . 懸濁液 13.5 μl と

Acrodin Orange 1.5 μl を混和してセルカウントスライド (Logos Biosystems)

に注入し, 自動セルカウンターLuna に挿入して 1 サンプル当たりの生細胞

数を計算した. 各ウェル当たりの細胞数が 2×104 個となるように 24 ウェル

プレートに懸濁液を注入し , RPMI 1640 (gibco) 培地 , 10%ウシ胎児血清

(Biosera), 100 U/ml ペニシリン・ストレプトマイシン (gibco) を添加して 1

時間, 37℃にてインキュベートした. その後培地を吸引し PBS で洗浄し, ウ

ェルに残存した細胞を肺胞マクロファージとした .  

 

タバコ抽出液 (cigarette smoke extract: CSE) の精製とマウス肺胞マクロフ
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ァージ刺激 

市販タバコ (Marlboro, ニコチン 0.9 mg, タール 12 mg, フィリップモリ

ス・ジャパン) 2 本の主流煙を RPMI 1640 15 ml の中に吹き込み回収した. 具

体的な手法としてはタバコのフィルター側に接続部品としてバイオパイプ

(TOKAI) を装着し , 透明チューブを接続した. タバコに点火後チューブを

通して 50 ml シリンジで陰圧をかけ主流煙を 1 秒あたり 10 ml の速度で 60 

ml 吸引した. 次に, 3 方活栓を回すことによりさらに別の透明チューブを介

して, 吸引した主流煙を RPMI 1640 15 ml を入れた 50 ml チューブ内に 1 秒

当たり 1 ml の速度で送気した. この吸引と送気のサイクルを繰り返し行っ

た. タバコがフィルター手前まで燃焼すると終了とし, 1 本当たり 5, 6 サイ

クル行った. タバコ 2 本分の主流煙の送気終了に 0.22 μm フィルター (東洋

濾紙) を通して濾過滅菌し, これを「100%CSE」とした. 100%CSE は pH 試

験紙 (MACHEREY-NAGEL) にて pH 7.0-7.4 の範囲であることを確認後, 目

的の濃度となるように RPMI 1640 で希釈した. 作製後は室温で保存し, 30 分

以内に細胞実験に使用した.  

上記により希釈した 1%CSE を, 先述の通り分離・培養開始した肺胞マク

ロファージに 1 ウェル当たり 500 μl 添加し, 6, 12, 24 時間後に細胞と培養上

清を回収した. また AIM 欠損マウスから得られた肺胞マクロファージの一

部ではリコンビナント AIM 1 μg/ml あるいは 5 μg/ml を培養開始時と 6, 12, 

18 時間後に添加した (図 3). マウスリコンビナント AIM は宮崎徹先生と新

井郷子先生が自家精製し(Miyazaki et al, 1999), ご厚意により提供された. 細

胞は ribonucleic acid（RNA）抽出キット RNeasy Mini Kit (Qiagen)の RLT buffer 

を添加して細胞ライセートとし, 回収して-80℃で保存した.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3   CSE 刺激マウス肺胞マクロファージの実験 
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RNA 抽出と定量 real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 

マウス肺や細胞ライセートより , RNeasy Mini Kit を用いてプロトコル通り

に RNA を抽出した. High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems) を

用い, GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) にて cDNA 合成を行

った. StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) にて PCR 反応

を行った . PCR プローブは TaqMan Gene Expression Assays probes (Applied 

Biosystems) を用いた . 全ての値は内在性コントロールとして用いた β2-

microglobulin との比で算出した. 使用した PCR プローブは下記の通りであ

る.  

MMP-12 (Mm00500554_m1), MMP-9 (Mm00442991_m1), IL-1β 

(Mm00434228_m1), IL-4 (Mm00445259_m1), IL-5 (Mm00439646_m1), IL-6 

(Mm00446190_m1), IL-13 (Mm00434204_m1), IL-33 (Mm0050403_m1), thymic 

stromal lymphopoietin (TSLP) (Mm00442991_m1), tumor-necrosis factor (TNF)-α 

(Mm00443258_m1), interferon (IFN)-γ (Mm01168134_m1), C-C motif chemokine 

ligand (CCL)2 (Mm00441242_m1), C-X-C motif chemokine ligand (CXCL)5 

(Mm00436451_g1), Cd5l (Mm00437566_m1), and β2-microglobulin 

(Mm00437764_m1) 

                                                                                   

タンパク質解析 

Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA) 法については , 下記のキッ

トを用いてプロトコル通りに測定を行った.  

IL-33 (Mouse IL-33 DuoSet ELISA; R&D Systems, Minneapolis, CA, USA), 

MMP-12 (Mouse MMP-12 Kit Price PicoKine; BOSTER Biological Technology, 

Pleasanton, CA, USA), IL-1β (Quantikine ELISA Mouse IL-1β/IL-1F2 

Immunoassay; R&D Systems), AIM (Human Apoptosis Inhibitor of Macrophage 

ELISA kit; Trans Genic Inc, Kobe, Japan), IgM (Human IgM ELISA Quantitation 

Set; Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA). 基質の反応後は Varioskan 

Flash (ThermoScienrific) を用いて吸光度を測定し, 4 パラメーターロジステ

ィック回帰で検量線を作成・解析した .  

外部委託での BAL 液中のタンパク質多項目解析は , Luminex Discovery 

Assay (10-Plex) LXSAMSM-10 のパネル (Luminex) を用いた.  

 

TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 染色  
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In situ Cell Death Detection Kit Fluorescein (Roche) のキットを用いた. マウ

ス肺 FFPE 未染スライドを脱パラフィン・再水和した後, プロテイナーゼ K

で 15 分 , 室温にて反応させ抗原賦活化した . その後キットの TUNEL 

reaction mixture 50 μl をマウントして 60 分, 37℃で反応させた. その後 1000

分の 1 の濃度の Hoechst (同仁化学) で 1 分核染色し, 封入した. BZ-X810 オ

ールインワン蛍光顕微鏡 (キーエンス) にて 40 倍で各個体あたりランダム

に 12 視野を観察し, 陽性細胞数をカウントした.  

 

cleaved caspase-3 免疫組織化学染色  

21 日目のマウス肺組織の FFPE 未染スライドを脱パラフィン・再水和し

た後に 0.01 mol/lクエン酸緩衝液で 30分, 95℃で加熱し抗原賦活化を行った. 

冷却後に 3%過酸化水素/メタノールに 10 分室温で浸透し内因性酵素を除去

した. 次に 5%ヤギ血清 (Sigma-Aldrich) で 40 分, 室温でブロッキングを行

った後 , 1 次抗体 の Cleaved caspase-3 Rabbit antibody (Cell Signaling 

Technology) を シ グ ナ ル 増 幅 の た め CanGetSignal Immunostain 

Immunoreaction Enhancer Solution B (TOYOBO) で希釈して 1:1000 の濃度と

して 4℃で一晩反応させた . その後 2 次抗体である anti-rabbit IgG-HRP 

(DAKO) を 1:100 の濃度で 60 分 , 室温で反応させた. その後 Dako liquid 

DAB+ substrate Chromogen System (Agilent Technologies) で発色させ, マイヤ

ーヘマトキシリン (武藤化学) で 1 分対比染色をした後脱水・封入した. 顕

微鏡にて対物 40 倍で観察し, 各個体あたりランダムに 12 視野を観察し, 陽

性細胞数をカウントした.  

 

当科外来患者における血漿 AIM/IgM 比の測定 

 北海道大学病院内科 I (現・呼吸器内科) に通院する非喫煙者, COPD を有

しない健常喫煙者, COPD を有する喫煙者の計 3 群が研究に参入し, 末梢血

を採取した. 参加者は全員 40 歳以上とした. 各群の喫煙状況の定義として

は, 非喫煙者は喫煙歴が 10 pack-year以下で, かつ参入時点で 10 年以上禁煙

していること, 健常喫煙者は 20 pack-year 以上, COPD 患者については 40 

pack-year 以上とした. また気管支拡張薬吸入後の 1 秒率が 70%未満であり, 

かつ computed tomography (CT) で肺気腫を認める患者を COPD ありと定義

した. 年齢, 性別, 肺機能を含む患者情報は医療記録から収集した . 除外基

準は気管支喘息や慢性下気道感染などの他の慢性呼吸器疾患や血液悪性腫

瘍を有する患者 , 悪性腫瘍に対して殺細胞性抗癌剤での加療中である患者 , 

好中球機能不全を有する患者 , 1 ヶ月以内に COPD の増悪または気道感染を
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発症した患者 , その他研究責任者により不適格と判断された患者とした . 

この度は 16 人の非喫煙者, 15 人の健常喫煙者, 19 人の COPD 患者の計 50 人

のデータを解析した . この研究は北海道大学病院倫理委員会の承認を受け 

(承認番号  012-0075), ヘルシンキ宣言に則って行われた . また全参加者か

ら同意書を取得した. 血中 AIM 値は血中 IgM値と相関することが知られて

おり, IgM 値変動による影響を小さくするために AIM を IgM との比で評価

した. 血漿 AIM, IgM は前述の ELISA キットを用いプロトコル通りに測定

し, 3 群間の血漿 AIM/IgM 比を解析・比較した.  

 

北海道 COPD コホート研究に参加した患者での血清 AIM/IgM 比の測定 

北海道 COPD コホート研究の患者は北海道大学病院内科 I (現・呼吸器内

科) および 9 つの関連施設から参入した(Makita et al, 2007; Nishimura et al, 

2012; Suzuki et al, 2016). 全員参加取得時に 40 歳以上で 10 pack-year 以上の

喫煙歴を有し, 気管支拡張薬投与後の１秒率が 70%未満であった. 臨床的に

明らかな気管支喘息や肺機能の経年変化に影響を及ぼすと考えられる肺疾

患 (肺癌, 肺結核, 間質性肺炎など) や肺切除歴を有する患者は除外された .  

観察開始から最初の 5 年間は増悪に関する情報を記録し, 5 年目から 10年

目にかけての次の 5 年間は予後調査を行った. 死因は呼吸器疾患（呼吸不全, 

肺炎, 肺膿瘍を含む）, 悪性腫瘍, 心血管疾患, その他の 4 つに分類された. 

ベースラインで胸部 CT を撮影し, 肺気腫の重症度を肺野全体の低吸収域面

積の割合でスコア化した (Goddard et al, 1982). 研究プロトコルは北海道大

学医学部倫理委員会に承認され (承認番号：医 02-001), 患者全員より同意

書を取得した. 研究はヘルシンキ宣言に則って行われた.  

フォローアップを開始した COPD 患者 300 人のうち除外基準に該当した

21人, 検体不足のため測定不可であった 152 人が除外され, 最終的に 133 人

の血清 AIM 値と IgM 値を先述のキットを用いて測定した . ベースラインで

の Global Initiative for Obstructive Lung Disease (GOLD) 分類での重症度別に

血清 AIM/IgM 比を比較した.血清 AIM/IgM 比の四分位で患者を 1. 第一四分

位数未満, 2. 第一四分位数以上第三四分位数未満 , 3. 第三四分位数以上の計

3 群に分類し,各群の 5 年以内の予後を解析した. 予後の具体的な評価項目

は, 呼吸器疾患関連の処方変更で定義した COPD の初回増悪までの期間, 10

年以内の全死亡率と呼吸器関連死亡率とした . さらに年齢  (1 才増加あた

り), 現喫煙, 血清 AIM/IgM 比 (自然対数の 1 上昇当たり)を共変量として多

変量解析を行った.  
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統計解析 

動物実験のデータについては, 平均 ± 標準誤差で数値を表した. 2 群間の

データ比較には Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors の検定で正規性を評価し 

(Lilliefors, 1967), Welch の t 検定 (多重解析した場合はさらに Holm 補正を

行った)または Mann-Whitney の U 検定のうち適する方を用いた. コントロ

ール群を有しない 3 群間の比較には Tukey-Kramer 検定, コントロール群を

有する 3 群以上の比較には Dunnett 検定を用いた. 臨床研究のデータについ

ては, グループ間の差は Kruskal-Wallis 検定, chi 二乗検定, Tukey-Kramer 検

定を用いた. 重症度毎の血清 AIM/IgM 比の解析には Jonckheere-Terpstra 検

定, 血清AIM/IgM比毎の予後解析にはKaplan-Meier法, 多変量解析では Cox

比例ハザードモデルを用いた . 統計解析は GraphPadPrism version 8.4.3 

(GraphPad Software), または統計ソフトウェア R (The R Foundation for 

Statistical Computing) の改変版である EZR version1.61 (自治医科大学埼玉医

療センター) を使用した. p<0.05 を有意差ありと判定した. 
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結果 

 

PPE 誘導  (porcine pancreas elastase) 肺気腫マウスの実験モデル確立 

まず予備実験にて PPE 投与条件を検討した. 7 週齢・雄の野生型マウスに

PPE を投与し, 21 日後の mean linear intercept (MLI)を算出して肺気腫形成

の程度を評価した. PPE 投与は 1. 0.1 単位 3 回, 2. 0.2 単位 3 回, 3. 0.3 単位 3

回の計 3 群とし, 投与は 0, 7, 14 日目とし, コントロール群と比較した (図

4).  

PPE 0.1 単位群ではコントロール群と比較して有意に MLI が高値であり, 

気腫は軽度だが形成された. PPE 0.2 単位群ではさらに強く肺気腫が形成さ

れた. PPE 0.3 単位群は肺内の炎症細胞浸潤が強く肺胞壁の肥厚が目立ち, 

MLI がカウントできない領域が多かった . MLI 値も増加せず, コントロール

群との差もなかった. いずれの群でも死亡はなかったが, PPE 0.3 単位投与

群では多くのマウスで投与数日間ほど , 強く衰弱した様子が見られたため , 

単回投与とした. PPE 0.2 単位群はマウスの衰弱は軽度で強い肺気腫形成が

されたため, これを今回の実験の条件として用いることにした. また雌の

同週齢野生型マウスに 0.1 単位 3 回で PPE を投与したところ, 死亡マウス

はなく肺気腫が形成され, 雌についてはこの量が適切と考えられた .  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  肺気腫評価による PPE 投与用量の予備検討 (n=4-6) 

 

 

PPE 誘導肺気腫マウスでの肺気腫, 肺内炎症 , 細胞死の評価 

雄の野生型及び AIM 欠損マウスにて 0.2 単位 3 回投与にて PPE 投与実験

を行い MLI にて肺気腫形成を評価した (図 5A, B). PPE 投与群では AIM 欠

損マウスで野生型より有意に MLI が低く,  肺気腫形成が抑制されていた.  
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図 5  雄 PPE 投与肺気腫マウスでの肺気腫形成 (n=4-6) 

(A) HE 染色標本の写真. Scale: 500 μm. (B) MLI による肺気腫形成の評価.  
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また, 補足実験として雌の同週齢野生型マウスでも PPE 0.1 単位 3 回投

与にて類似実験を行ったところ , 雄と同様に AIM 欠損マウスで肺気腫形成

が抑制された (図 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6  補足実験：雌 PPE 投与肺気腫マウスでの肺気腫評価 (n=5-6) 

 

 

以降は雄マウスにて実験を行った. 野生型及び AIM 欠損マウスにて 0.2 

単位 3 回投与にて PPE 投与実験を行ったところ, AIM 欠損マウスで野生型

より有意に BAL 液中の総細胞数, 好酸球数が抑制された (図 7). マクロフ

ァージ, 好中球, リンパ球についても, 有意差に至らないものの同様の傾向

が見られた.  
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図 7  PPE 投与肺気腫マウスにおける BAL 液中の炎症細胞数 (n=4-6) 

(A) 総細胞数. (B) マクロファージ. (C) 好中球. (D) リンパ球. (E) 好酸

球. 

 

 

次に TUNEL 染色により 0, 7, 14, 21 日目での細胞死を評価した (図 8). 

PPE 投与群において 21 日目での陽性細胞数が増加傾向にあり, 細胞死の増

加が示唆された. この増加は野生型マウスと比較すると AIM 欠損マウスに

おいて有意に抑制されていた . また 7, 14 日目においても同様の傾向が見ら

れた.  

  

 

 

 

 

 

 

図 8  PPE 投与肺気腫マウス肺における細胞死 (n=3-6) 

(A) 21 日目における TUNEL 染色標本の写真. Scale: 100 μm. (B) 7, 14, 21

日目での 1 視野あたりの TUNEL 陽性細胞数.  
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次に cleaved caspase-3 染色により 21 日目でのアポトーシス細胞死を評価

した (図 9). PPE 投与群においてコントロール群より陽性細胞数が増加して

おり, アポトーシスの増加が示唆された. この増加は AIM 欠損マウスにお

いてわずかに抑制されているように見られたが, 有意差に至らなかった.  

 

 

   

 

 

図 9  PPE 投与肺気腫マウス肺におけるアポトーシス (n=5-6) 

(A) cleaved caspase-3 染色標本の写真. Scale: 100 μm. (B) 1 視野あたりの

cleaved caspase-3 陽性細胞数.  

 

 

PPE 誘導肺気腫マウスでの遺伝子発現・タンパクの評価 

肺内の遺伝子発現を RT-PCR 法にて評価した. 14 日目の MMP-12 と IL-33

の上昇が AIM 欠損マウスで抑制されていた (図 10B, F). MMP-12 について

は 21 日目でも抑制傾向であったが有意差に至らなかった . ほか, 有意差に

至らなかったが 14, 21 日目の IL-5, 1 日目の TNFα で同様の傾向が見られた

(図 10D, G). 他のタンパクは一定の傾向は見られなかった  (図 10A, C, E, H, 

I). IL-5 に傾向差を認めたため他の 2 型炎症サイトカインである IL-4, IL-13

も測定したが, ほぼ全て感度以下であり, 発現が見られなかった. TSLP も

同様であった.  
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図 10  PPE 投与肺気腫マウス肺における遺伝子発現 (n=3-4) 

(A) MMP-9. (B) MMP-12. (C) IL-1β. (D) IL-5. (E) IL-6. (F) IL-33. (G) TNFα. 

(H) CCL2. (I) IFN-γ. 

 

 

次に野生型マウス肺での AIM 遺伝子発現を評価した (図 11). 21 日目に

おいて 0 日目よりやや増加する傾向は見られたものの有意差に至らず, 個

体間のばらつきもかなり大きかった.  

   

 

 

 

 

 

 

 

図 11  PPE 投与肺気腫マウス肺における AIM 遺伝子発現 (n=3-4) 

 

 

次に遺伝子発現に有意差が見られた MMP-12 および IL-33, 傾向差を認め

た IL-1β について BAL 液中のタンパク量を ELISA 法にて評価した. 1, 21 日

目の MMP-12 発現上昇は AIM 欠損マウスで野生型マウスより有意に抑制

された (図 12A). IL-33 でも同様に 3 日目で有意に抑制され, 有意差に至ら

ないものの 14 日目でも同様の傾向を認めた (図 12B). また IL-1β について

は 1, 14 日目で AIM 欠損マウスにおいて上昇が抑制される傾向であった 

(図 12C).  
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図 12  PPE 投与肺気腫マウス BAL 液におけるタンパク発現 (n=3-4) 

(A) MMP-12. (B) IL-33. (C) IL-1β.  

 

 

また, 0, 7 日目の BAL 液中の他のサイトカインやケモカインなどを外

部委託にてマルチプレックスで測定した. しかし全体的に測定感度以下

が多く, 解析には不適切と考えられた . コントロール群と比較して PPE 群

で野生型・AIM 欠損マウス共に CXCL1/KC, CXCL2/macrophage 

inflammatory protein (MIP)-2 が 21 日目に上昇していたが, vascular 

endothelial growth factor (VEGF) は逆に低下した (図 13A-E). IFN-γ, TNFα, 

IL-5 については全て測定感度以下であった. いずれにおいても野生型・

AIM 欠損マウス間の差は見られなかった.  
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図 13  PPE 投与肺気腫マウス BAL 液におけるタンパク発現  (外部委託 , 

n=4) 

(A) CXCL1/KC. (B) CXCL2/MIP-2. (C) VEGF. (D) IL-6. (E) IL-10.  

 

 

CS (cigarette smoke)誘導肺気腫マウスでの肺内炎症, 肺気腫, 細胞死の評価  

野生型及び AIM 欠損マウスに CS 曝露を行ったところ, 有意差に至らな

いものの AIM 欠損マウスで野生型より 4 週後の BAL 液中の総細胞数, マ

クロファージ, 好中球, リンパ球が減少する傾向にあった  (図 14A-D). 中で

も曝露後全ての時点において好中球の抑制傾向が強かった . 好酸球は全て

のマウスにおいて観察されなかった.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14  CS 誘導肺気腫マウス BAL 液中の細胞数 (n=4-8) 

(A) 総細胞数. (B)マクロファージ. (C) 好中球. (D) リンパ球.   
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次に MLI にて肺気腫を評価したところ, PPE マウスモデルと同様に, CS

曝露群で AIM 欠損マウスにおいて有意に肺気腫形成が抑制されていた (図

15A, B).  

 

 

 

 

図 15  CS 誘導肺気腫マウスでの肺気腫形成 (n=4-8) 

(A) HE 染色標本の写真. Scale: 500 μm. (B) MLI による肺気腫形成の評価.  

 

 

また, TUNEL 染色で評価した 21 日目の肺内の細胞死を評価した. PPE マ

ウスモデルと同様に, CS 曝露群では AIM 欠損マウスにおいて有意に陽性細

胞数が少なく, 細胞死が抑制されていた (図 16A, B).  

 

 

 

 

 

図 16  CS 誘導肺気腫マウス肺における細胞死 (n=4-8) 

(A) TUNEL 染色標本の写真. Scale: 100 μm. (B) 1 視野あたりの TUNEL 陽

性細胞数.  
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CS 誘導肺気腫マウス肺での遺伝子発現の評価 

CS 短期曝露群において, 4 週までの各時点で肺内の遺伝子発現を評価し

た.また 3 日目の IL-1β, 3, 28 日目の IL-6, 7 日目の CCL2, 28 日目の CXCL5

が AIM 欠損マウスで抑制されていた (図 17A-D). MMP-12 発現は 28 日目

で野生型より AIM 欠損マウスで抑制される傾向が見られたものの , 他の時

点ではむしろ上昇する傾向にあった. いずれも有意差には至らなかった 

(図 17E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17  PPE 投与肺気腫マウス肺における遺伝子発現 (n=4-8) 

(A) IL-1β. (B) IL-6. (C) CCL2. (D) CXCL5. (E) MMP-12. 
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マウス肺胞マクロファージの CSE (cigarette smoke extract)刺激条件の検討 

次にマウス肺胞マクロファージに CSE を添加して MMP-12 の発現評価を

行うこととした. CSE の濃度検討を行うため, 0.5%, 1%, 2.5%, 5%CSE を作

製して雄野生型マウス 4 匹から得た肺胞マクロファージを刺激し, 6, 24 時

間後に回収して細胞中の MMP-12 遺伝子発現を評価した (図 18A, B).  

0.5%CSE 群では CSE を添加しないコントロール群と比較して 6, 24 時間

での MMP-12 発現上昇が見られたが, 6 時間での上昇が不十分であった. 

1%CSE 群では 6, 24 時間ともに上昇が見られた. 2.5%CSE 群は 6 時間での

発現上昇は最大であったが細胞死が増加し, 24 時間後の発現も大きく低下

する細胞が見られた. 5%CSE では細胞死がさらに増加して 6 時間後の発現

上昇も見られず, CSE の毒性が高すぎると判断した. 以上より 1%CSE が

MMP-12 発現評価を行うのに適すると判断し , 本実験に用いることとした.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18  CSE 濃度検討（CSE 刺激肺胞マクロファージでの MMP-12 遺伝子

発現評価, n=3-4）  

(A) 6 時間後. (B) 24 時間後.  

 

 

マウス肺胞マクロファージの CSE 刺激による MMP-12 発現量の検討  

次に本実験として, 肺胞マクロファージを 1%CSE で刺激し MMP-12 遺

伝子発現を評価した (図 19). 6, 12, 24 時間後全てにおいて, AIM 欠損マウス

において野生型より MMP-12 遺伝子発現が抑制されていた . AIM 欠損マウ

スにおけるこの抑制は 1 μg/ml リコンビナント AIM 添加により大きく改善

し, むしろ野生型マウスを上回った. 5 μg/ml リコンビナント AIM 添加 AIM

欠損マウス群でも同様であったが, 1 μg/ml 添加群よりその上昇の程度は低

かった. 野生型へリコンビナント AIM を添加すると 6 時間後では AIM 欠
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損マウスと同様に発現が上昇したが 12 時間後では変化は見られず, 24 時間

後では逆に低下した.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 19  CSE 刺激肺胞マクロファージでの MMP-12 遺伝子発現 (n=3-5) 

(A) 6 時間後. (B) 24 時間後.  

 

 

次に培養上清中の MMP-12 タンパク量を評価した (図 20). 12 時間後で

(いずれも野生型 vehicle 群  0 時間の平均との比 ) 
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AIM 欠損群が野生型群より低い傾向が見られたが, この差は 1 μg/ml リコ

ンビナント AIM 添加により認められなくなり, 野生型を上回るほど発現が

増加した. 24 時間後の 3 群間では差が見られなかったが, いずれの群も

ELISA キットの測定上限値に近く , 飽和している可能性が考えられた.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20  CSE 刺激肺胞マクロファージでの MMP-12 タンパク発現 (n=3-5) 

 

 

また, 上記の実験群を通して野生型マウスおよび AIM 欠損マウス各 4 匹

の BAL 液からの細胞を複数回採取したが, 採取された生細胞数は AIM 欠

損マウスにおいて有意に低下していた  (図 21). この細胞群は PBS で洗浄す

る前であるため, 気道上皮細胞や他の免疫細胞を少量含有するが, 肺気腫

モデルマウスでのコントロール群の BAL 液細胞分画データより 9 割以上は

肺胞マクロファージであると推測された.  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21  マウス BAL 液から得られた細胞数比較 (n=5-7) 
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非喫煙者, 健常喫煙者, COPD 患者における血漿 AIM/IgM 比の検討 

研究に参加した患者のうち非喫煙者 16 人, 健常喫煙者 15 人, COPD 患者

19 人の計 50 人の血漿 AIM/IgM 比が測定可能であった. 各群での患者の特

徴は下記の通りであった (表 1). COPD 患者群は非喫煙者より喫煙本数が多

く, 現喫煙者が多く, 予測 1 秒量と 1 秒率が低かった.  

 

 

表 1  非喫煙者, 健常喫煙者, COPD 患者における患者特徴 

 

非喫煙者, 健常喫煙者, COPD 患者の 3 群間で血漿 AIM/IgM 比を比較した 

(図 22). COPD 患者は非喫煙者とは差がなかったが , むしろ健常喫煙者と比

較して有意に血漿 AIM/IgM 比が高かった. 健常喫煙者では非喫煙者より血

漿 AIM/IgM 比が低い傾向にあったが, 有意差はなかった.  
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図 22  非喫煙者  (n=16), 健常喫煙者  (n=15), COPD 患者  (n=19)での血漿

AIM/IgM 比  

 

 

次に北海道 COPD コホート研究に参加した患者のうち, 血清が利用でき

た計 133 人の血清 AIM/IgM 比を測定した. 血清 AIM/IgM 比の四分位数によ

り患者を低値, 中間値, 高値の 3 群に分類すると低値群 33 人, 中間値群 67

人, 高値群 33 人となった. 患者のベースラインの特徴は下記の通りであっ

た (表 2). 現喫煙者の割合は中間値群で他の群より有意に低値であった. ま

た修正medical research council (MRC)息切れスケール 2以上の患者の割合は, 

高値群で他の群より有意に高かった . その他の性別, 体型 , 呼吸機能, 肺気

腫スコアなどの因子とは関連がなかった.  

 

 

表 2  北海道 COPDコホート研究に参加し, 血清が利用可能であった患者

の臨床的特徴 
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  血清 AIM/IgM 比中等度群・高値群は両者とも低値群より年齢が高かった

(表 2, 図 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 23  血清 AIM/IgM 比分類別の患者年齢 (Quartile 1: 33 人 , Quartile 2-3: 

67 人, Quartile 4: 33 人)  

 

 

次に Global Initiative for Obstructive Lung Disease (GOLD) 分類で評価した

呼吸機能の重症度別に血清 AIM/IgM 比を評価した (図 24). GOLD I 期 (軽

度: %1 秒量 80%以上) が 38 人, GOLD II 期 (中等度: %1 秒量 50%以上 80%

未満) が 58 人, GOLD III 期 (重度: %1 秒量 30%以上 50%未満) が 30 人, 

GOLD IV 期 (最重度: %1 秒量 30%未満) が 7 人であった. 重症度と血清

AIM/IgM 比の間には有意な相関関係があり , 重症度が高くなるほど血清

AIM/IgM 比が有意に高値となる傾向が見られた.  
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図 24  呼吸機能の重症度別の血清 AIM/IgM 比 (GOLD I 期: 38 人, II 期: 58

人, III 期: 30 人 , IV 期: 7 人) 

 

 

次に血清 AIM/IgM 比で分類した各群の予後を評価した. 血清 AIM/IgM 比

と予後の間には有意な相関関係が見られた. 血清 AIM/IgM 比がより高い群

は, より低い群と比較して 5 年以内の COPD の初回増悪までの期間が有意

に短かった (図 25A). また 10 年以内の全死亡率・呼吸器疾患による死亡率

も高かった (図 25B, C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25  血清 AIM/IgM 比で分類した各群の予後 (Quartile 1: 33 人 , Quartile 

2-3: 67 人 , Quartile 4: 33 人) 

(A) 無増悪患者の割合. (B) 全死亡率. (C) 呼吸器関連死亡率. 
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さらに年齢, 現喫煙, 血清 AIM/IgM 比を共変量として多変量解析を行っ

たところ, 血清 AIM/IgM 比上昇は全死亡率・呼吸器関連死亡率上昇の独立

したリスク因子であった . 初回増悪までの期間短縮については有意差がな

かったものの, リスクとなる傾向が見られた (表 3).  

 

 

表 3  北海道 COPD コホート研究での予後リスク因子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 39 

考察 

 

今回の研究では, PPE および CS 誘導肺気腫マウスモデルの両方で肺内の

炎症, 肺気腫が AIM 欠損マウスにおいて減弱することを示した. 細胞死も

AIM 欠損マウスにおいて抑制された . さらに PPE モデルでは MMP-12 のア

ップレギュレーションがタンパクと mRNA レベルの両方で見られた. CSE

刺激肺胞マクロファージを用いた in vitro の研究でも MMP-12 値発現は

AIM 欠損マウスからの肺胞マクロファージにおいて抑制されたが, その抑

制はリコンビナント AIM 添加により認められなくなった. 野生型マウスか

らの肺胞マクロファージへのリコンビナント AIM でも早期では MMP-12

発現上昇が見られたが, 時間経過すると見られなくなった . 本研究は AIM

と MMP-12 の関連を示した初の報告である .  

MMP-12 は COPD の病態に促進的に関与することが知られている. COPD

患者では非喫煙者や健常喫煙者より喀痰中 MMP-12 値が高く(Demedts et al, 

2006), 喫煙者での MMP-12 遺伝子発現は亢進していた(Woodruff et al, 

2005). 動物モデルの研究では, MMP-12 は CS 曝露誘導マウスモデルにおい

て肺気腫形成と(Hautamaki et al, 1997), 喫煙曝露された肺内でマクロファー

ジの活性に必須であった(Houghton et al, 2006). さらに MMP-12 阻害剤は肺

気腫形成と肺内の炎症を減弱させた(Churg et al, 2007; Li et al, 2009; Baggio 

et al, 2020). 本研究は AIM が MMP-12 のアップレギュレーションを介して

COPD 病態に促進的に関与することを示唆する.  

MMP-12 産生は様々な経路を介して促進される. 過去の研究では, マクロ

ファージにおける CS 誘導の MMP-12 上昇は PAR-1(Churg et al, 2007), 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)(Botelho et al, 

2011), TNFα(Vuillemenot et al, 2004)を介して促進される. また TNFα 自身も

PPE による肺気腫形成に関与する(Lucey et al, 2002). 本研究の PPE モデル

では肺内の TNFα の遺伝子発現は AIM 欠損マウスにおいてやや抑制される

傾向にあった. TNFα が AIM の作用に部分的に関与する可能性が示唆され

るが, AIM による MMP-12 発現亢進の機序解明にはさらなる研究が必要で

ある. 

 

今回 PPE モデルにおいて, IL-33 上昇が AIM 欠損マウスで抑制された. 当

教室の別研究では, リコンビナント IL-33 気管内投与による喘息マウスモ

デルにおいて, AIM 欠損マウスで気道好酸球性炎症が抑制され, AIM が IL-

33 を介して肺内の炎症に促進的に関与することが示唆された (未発表). IL-
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33 は気道上皮細胞から分泌され通常は 2 型自然リンパ球(ILC2) を介して 2

型炎症を惹起するが(Yoshimoto and Matsushita, 2014), CS 曝露は ILC2 上の

IL-33 受容体である ST2 発現を減少させ, マクロファージや natural killer 

(NK) 細胞での発現を上昇させる. よって COPD においては, IL-33 は ILC2

でなく主にマクロファージや NK 細胞を介して炎症を起こす可能性が考え

られている(Kearley et al, 2015; Morichika et al, 2021). IL-33 の肺気腫におけ

る役割については, 過去研究の多くは促進的作用を示唆している(Xia et al, 

2015; Tworek et al, 2018; Zou et al, 2018). しかし最近の報告では, IL-33 は肺

気腫に促進的に作用するものの , ノックアウトによる完全な欠失は PPE お

よび CSE 気管内投与モデルマウスの両方において逆に肺気腫形成を促進し

た(Morichika et al, 2021). これに対して我々の別の研究では IL-33 欠損マウ

スでは PPE による肺気腫形成は抑制される傾向にあり, さらに気道好酸球

性炎症低下を伴った (未発表). 

本研究より, IL-33 も AIM の肺気腫形成促進に部分的に関与する可能性が

示唆される. また PPE モデルにおいて AIM 欠損マウスで好酸球性炎症が抑

制されたが, この理由は①AIM により発現亢進した IL-33 が惹起する炎症

が抑制されたため, ②好酸球は創傷治癒に関与するので(Krishack et al, 

2021), 肺胞壁破壊が抑制された結果好酸球数が減少した, のいずれかある

いは両者が考えられる.  

 

さらに, PPE モデルでは肺内の IL-5 遺伝子発現上昇も AIM 欠損マウスで

抑制される傾向が見られたが , IL-4 や IL-13 についてはほぼ発現が見られな

かった. AIM が好酸球性気道炎症や気管支喘息において促進的に関与する

と示唆した報告が複数存在する(Wu et al, 2005; Rossios et al, 2018). また当

教室の過去の研究でも, 卵白アルブミン誘導喘息マウスモデルにおいて

AIM 欠損マウスで好酸球性気道炎症や 2 型サイトカインが抑制され, さら

に ILC2 の増加抑制を伴っていた (未発表). しかし反対に, 最近マウスモデ

ルで AIM が CD11chigh肺胞マクロファージを介して喘息の病態に抑制的に

作用したとする報告もされている(Weng et al, 2022).  

また Doyle らは, 好酸球由来の IL-13 が MMP-12 産生を介して肺胞壁の

破壊に関与すると報告した(Doyle et al, 2019). しかし本研究では, PPE モデ

ルでの IL-13 の遺伝子発現はほとんど見られなかった. もし我々のモデル

で MMP-12 発現と好酸球性炎症亢進の機序に関連があるのであれば, 異な

る経路が存在すると考えられる .  
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今回, PPE モデルと CS モデルの 2 つの肺気腫モデルマウスにおいて, 肺

気腫形成や細胞死については類似した結果が得られたが, 一部に差異も認

められた. まず, PPE モデルでは BAL 液中の炎症細胞数, 特に好酸球数増加

が AIM 欠損マウスで抑制された. それに対し CS モデルでは炎症細胞数, 

特に好中球数増加が AIM 欠損マウスで低下する傾向を示したが, 好酸球は

全てのマウスにおいて認めなかった. また CS モデルにおいて, AIM 欠損マ

ウスの肺では好中球機能活性化作用を持つ IL-1β と CXCL5 の遺伝子発現が

抑制され, PPE モデルでも BAL 液中の IL-1β タンパク発現に同様の傾向が

あった. これらより, AIM は好酸球炎症の他に好中球性炎症を介しても肺気

腫形成に寄与している可能性が考えられ, 特に CS モデルではこの機序が好

酸球性炎症より顕著である可能性が推測された.  

 

細胞死も COPD の病態に関与することが知られている(Segra-Valdez et al, 

2000). COPD 患者の肺では健常者よりアポトーシスが増加していた

(Kasahara et al, 2001). 動物モデルを用いた過去研究では, CS 誘導肺気腫マ

ウスにおいてアポトーシスが増加していた(Bartalesi et al, 2005). さらに

COPD 患者の肺では, 喫煙により誘導されたマクロファージおよび好中球

性炎症がアポトーシスを起こしていた(Majo et al, 2001). 本研究では PPE と

CS 両者のモデルにおいて AIM 欠損マウスで気道炎症細胞数の減少が見ら

れ, 細胞死も抑制されていた. Kojima らの報告では AIM は肺胞マクロファ

ージに存在し, CSE 刺激による肺胞マクロファージのアポトーシスを阻害

する. これはアポトーシス阻害因子である B-cell lymphoma-extra large (Bcl-

xL)遺伝子発現亢進を介するが, それは機序の一部分に過ぎないとしている

(Kojima et al, 2013). これらより, AIM は肺胞マクロファージを含む炎症細

胞のアポトーシスを阻害することで肺胞壁の構成細胞の細胞死を促進し, 

それが肺構造の破壊, さらには肺気腫形成につながるという仮説が立つ.  

また PPE モデルにおいて, 肺内 cleaved caspase-3 発現で評価したアポト

ーシスは AIM 欠損マウスでわずかに抑制される傾向が見られたものの, 有

意差に至らなかった. よって AIM による肺胞構造破壊に他の細胞死が関与

する可能性が考えられる. 具体的には COPD の病態への関与が知られるネ

クロプトーシスや(Lu et al, 2021), あるいは本研究では好酸球性炎症の関与

も示唆されるため, 好酸球の特殊な細胞死である ETosis などが候補として

挙げられる.  

 

さらに我々は COPD 患者が健常喫煙者より血中 AIM/IgM 比が高いこと
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を示した. しかし, 非喫煙者と COPD 患者, あるいは非喫煙者と健常喫煙者

の間には差はなかった. また, COPD 患者と健常喫煙者の 2 群間で喫煙本数

の差はなかった. これは健常喫煙者での低い血中 AIM/IgM 比が COPD 抵抗

性の素因を表している可能性がある. また北海道 COPD コホート研究では, 

COPD 患者の血中 AIM/IgM 比は GOLD 分類での呼吸機能の重症度と有意

に関連していた. さらに血中 AIM/IgM 比が高い患者群はより低い群より初

回増悪までの期間が短く, 全死亡率・呼吸器関連死亡率が高かった. また

多変量解析でも血中 AIM/IgM 比上昇は全死亡率・呼吸器関連死亡率上昇の

独立したリスク因子であり, 初回増悪までの期間短縮においてもリスクと

なる傾向があった. これらの結果は, COPD の病態における AIM の促進的

役割を支持する. 下図に本研究結果から得られた仮説を示す (図 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 26  本研究から推測される肺気腫形成における AIM の作用機序
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結論 

 

 

① 本研究から得られた知見 

・ PPE 誘導肺気腫モデルマウスにおいて , AIM 欠損マウスで野生型マウ

スより肺内の炎症・細胞死・肺気腫形成が減弱する .  

・ 同モデルにおいて, AIM 欠損マウスで肺内の MMP-12 と IL-33 の発現

が抑制され, IL-1β でも同様の傾向がある.  

・ CS 誘導肺気腫モデルマウスにおいて, AIM 欠損マウスで野生型マウ

スより細胞死・肺気腫形成が減弱する . 

・ AIM 欠損マウスから得られた肺胞マクロファージでは, 野生型と比較

して CSE 刺激による MMP-12 発現が抑制される. またこの抑制はリ

コンビナント AIM 添加により認められなくなる.  

・ 様々な喫煙ステータスの患者での臨床研究において , COPD 患者の血

漿 AIM/IgM 比は健常喫煙者より有意に高値である .  

・ 北海道 COPD コホート研究において, 呼吸機能の重症度が高い群はよ

り低い群より血清 AIM/IgM 比が高値である.  

・ 北海道 COPD コホート研究において, 血清 AIM/IgM 比が高値の群は

より低い群より疾患の初回増悪までの期間が短く , 全死亡率・呼吸器

関連死亡率が高い. 

 

② 新知見の意義 

AIM が COPD の病態において促進的に関与し, その作用は MMP-12

の発現亢進を介することが示唆される. AIM が COPD の新規治療標的

候補となりうる可能性が期待できる.  

 

③ 本研究で得られた新知見から今後展開される研究 

 抗 AIM 抗体が COPD の治療薬候補となりうるかについて, 今後の研

究が望まれる.  

 

④ 今後の課題 

 AIM がどのように MMP-12 の発現を亢進させるのかの解明はできて

おらず, 細胞実験などで検討を行いたい. 次にマウス実験においてリコ

ンビナント AIM の添加による肺気腫・肺内炎症・細胞死などの評価を

検討したい. また IL-33 や 2 型炎症も肺気腫形成に部分的に関与した可
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能性の検討も必要である. また AIM はマクロファージを含む種々の細

胞におけるアポトーシス抑制作用が知られているが, 肺胞上皮細胞への

作用も検討が必要と考えられる . 最後に AIM 欠損マウスにおいて細胞

死が抑制されていたが, アポトーシスの抑制は有意差に至らなかったた

め, 他の細胞死の関与の有無も評価する必要がある.   
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