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研究成果の概要（和文）：スフィンゴシン１リン酸 (S1P) は喘息の炎症反応によりマスト細胞から放出さ
れる。S1P を気道平滑筋に曝露すると 2アドレナリン受容体刺激薬による弛緩作用が減弱した。肺微

小血管内皮細胞に S1P を曝露すると接着分子（VCAM-1, ICAM-1）の発現が増強し、好酸球の接着
率が高くなった。感作マウスに抗原刺激をすると気道周囲に好酸球の浸潤および炎症性サイトカイン

が増加し、ムスカリン受容体刺激による気道抵抗が増強した。これらの現象のすべては Rho-kinase 阻
害薬で有意に抑制できた。ゆえに、気道構成細胞の表現型の変化から生じる喘息の病態（2 アドレナ

リン耐性化、好酸球性気道炎症、気道過敏性亢進など）には RhoA/Rho-kinase 系が共通に関与して
おり、Rho-kinaseはこの疾患の治療の標的蛋白である可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Sphinosine-1-phosphate (S1P) is released from mast cells by the inflammatory 
reaction in asthma.  The inhibitory effects of 2-adrenergic receptor agonists were markedly attenuated 
after exposure of airway smooth muscle to S1P.  The expression of adhesion molecules (VCAM-1, 
ICAM-1) were enhanced after exposure of human pulmonary microvascular endothelial cells to S1P.  
Adherence of eosinophilｓ to the endothelial cells was also increased under this experimental condition.  
When an antigen was administrated to sensitized mice, eosinophils and inflammatory cytokines were 
significantly elevated around airways.  Moreover, respiratory resistance in response to methacholine 
was markedly augmented.  All of the phenomena were suppressed by Rho-kinase inhibitors.  Hence, 
RhoA/Rho-kinase pathways may be contributed to the pathophysiology of asthma (2-adrenerigic 
desensitization, eosinophil inflammation, airway hyperresponsiveness etc) implicated in phonotype 
changes of the structural cells the airways.  Rho-kinase may be target protein for asthma therapy.  
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１．研究開始当初の背景
気道リモデリングは、気道上皮細胞障害、杯細胞

増生、上皮下線維増生、平滑筋の増大、毛細血管
増生、粘膜下腺過形成などの組織構成要素の変化
を意味し、気道壁の肥厚が生じる。気道平滑筋の肥
厚は気道構造の再構築に深く関与するので最も重
要である。このような器質的な変化に陥ると、気道炎
症の存在とは無関係に気道の収縮反応が増強し、
気道過敏性の亢進を招き難治となる。喘息予防・管
理のガイドラインでは、非可逆的な気道リモデリング
の伸展を防止することがこの疾患に対する治療の目
標に挙げられている。しかし、その発生機序の詳細
は不明な点が多く、予防・治療のための臨床的な手
段はいまだ確立されていない。 

２．研究の目的
この研究は、気管支喘息や慢性閉塞性肺疾患
（COPD）の難治化の主因で、その機序が未解決で
ある気道リモデリングを予防・治療の方法を発展さ
せるために、根本的な病態を標的である気道の構
成細胞の表現型の変化 (phenotype changes) とし
て捉え、主要な病態に関わる phenotype changesに
おいて鍵となる蛋白を検索し、これらの疾患に対す
る根元的な分子標的治療を確立することを目的と
している。標的細胞は、これらの疾患の病態に関
与する気道構成細胞（気道平滑筋細胞、気道上皮
細胞、好酸球、肺血管内皮細胞）である。 

３．研究の方法
a. 気管平滑筋の等尺性張力および細胞内 Ca2+の
同時記録。
麻酔下でモルモットから気管を取り出し平滑筋
の切片を作製し、組織をカルシウム蛍光色素であ
る fura-2（10 Mの濃度で室温の条件で 4時間）で
処理した後に浴槽内に固定して等尺性張力と細胞
内Ca2+濃度の指標である F340/F380の比を同時に記
録した。気道炎症に関連すると考えられる刺激物
質（抗原抗体反応によりマスト細胞から放出される
sphigosine-1-phosphate, S1P) を曝露した後、2 ア
ドレナリン受容体刺激薬の弛緩作用に対する影響
に Ca2+動態、Ca2+感受性との関連性を分析した。
そして RhoA由来の Ca2+感受性の亢進が関与して
いるか Rho-kinase 阻害薬（Y-27632）を用い調べ
た。

b. 感作動物に対する抗原刺激による好酸球性気
道炎症、気道過敏性亢進に対する抑制効果。
卵白アルブミン (OA)、および水酸化アルミゲル
でマウス（BALB/c）を感作した後に OA を吸入させ
（抗原刺激）、好酸球性の急性炎症の状態を誘導
した。さらに、OA 感作および非感作のマウスに同
様に種々の刺激を 4 週間繰り返し吸入させ、好酸
球性の慢性炎症を誘導した。RhoAの効果であるこ
とを確かめるため Rho-kinase 阻害薬（Y-27632、塩
酸ファスジル）、あるいは TNF-阻害薬（サリドマイ
ド）を前処置してから同じように実験をおこなった。 

c. 血管内皮細胞の過剰進展刺激による細胞
内の変化の検証。 
培養したヒト肺微細血管内皮細胞を fura-2
で処理した後に過剰伸展刺激を与え、細胞
内 Ca2+濃度（F340/F380）の変化（Ca2+動態）、
種々の炎症性サイトカイン産生、および細胞
骨格に対する影響について解析した。培養ヒ
ト肺微細血管内皮細胞を Triton-X 100 で処
理した後に蛍光デジタルイメージシステムによ
りストレスファイバーの形成を観察する。染色
は、Filamentous (F) actin pools と、globular 
(G) actin pools を、それぞれ Fluorescein 
isothiocyanate-phalloidin と、Texas red DNase 
I とでおこなった。

d. 気道炎症による接着分子発現に対する影
響と祖に機序。
気道炎症に由来した物質である S1P より
培養したヒト肺微細血管内皮細胞の表面に存
在する接着分子（ICAM-1、VCAM-1）の発現
に影響を及ぼすか検索した。接着分子の発
現は、RT-PCR、ウエスタンブロットを用いてお
こなう。RhoA に由来した機序であることを確
認するため、Rhotekin pull-down 法を用いて
RhoA の活性化を測定 し た 。 さ ら に 、
Rho-kinase 阻害薬（Y-27632）、RhoA 阻害薬
（C3 exoenzyme）、および RhoA 活性化酵素
の阻害薬（GGTI-286）を用いた。さらに、三量
体 G 蛋白の関連を調べるため百日咳菌毒素
を用いた。実際に内皮細胞のと接着の変化を
確かめるため、human eosinophilic leukemic 
cell line (EoL-1)を用い、接着分子の発現を
変化させた条件で内皮細胞表面に流し、接
着する細胞数を算出した。

４．研究成果 
a. Fuea-2 を負荷した気管平滑筋の切片に
0.001-0.1 M S1P を 15分間投与すると、濃
度依存性に張力が発生し、F340/F380 の増加が
ともなっていた。S1P を洗い流すと張力、
F340/F380の値は15分ほどで投与前まで回復し
た。S1P曝露前後で 1 M メサコリン(ムスカリ
ン受容体刺激薬）による収縮に対する  0.3 
M イソプロテレノール（2 アドレナリン受容
体刺激薬）の抑制作用は著明に低下した。イ
ソプロテレノールの抑制率は、約 75%から
2%に減少したが、F340/F380 の値はほとんど変
化しなかった。この現象はこの実験条件下の
S1P の濃度の範囲内では無関係であった。
10 M フォルスコリン（2 アドレナリン受容体
を介さないで直接アデニリルシクラーゼを活
性化する）の弛緩作用を同様に S1P を曝露
する前後で調べると、S1P の曝露濃度、曝露
時間に依存してフォルスコリンの弛緩効果が
低下した。0.1M S1P を 60分間曝露した後



は、1 M メサコリン収縮に対するフォルスコリンの
抑制率は約 80%から 40%に減少した。0.1 M S1P
に 0.001-1M Y-27632 を存在させると、S1P 曝露
後のフォルスコリンの弛緩作用の低下は、濃度依
存性に回復し、正常範囲内に戻った。さらに、
0.001-1 g/ml 百日咳菌毒素で 6時間曝露して洗
い流した後に同様に実験をおこなうと、S1P 曝露
後のフォルスコリンの弛緩作用の低下は濃度依存
性に改善した。

b. 感作されたマウスに抗原チャレンジをおこなっ
た後、肺胞洗浄液を採取すると、総細胞数、好酸
球数の著明な上昇が起こった。さらに、IL-4、IL-5、
IL-13、TNF-の濃度の著明な上昇が認められた。
サリドマイド（30 – 300 mg/kg）を前投与すると、好酸
球数、IL-5、TNF-の有意な減少が生じたが、総
細胞数、1L-13の低下は起こらなかった。肺切片の
よる組織学的な検討では、抗原チャレンジにより、
気道周囲への好酸球の浸潤の増加および杯細胞
の過形成が生じた。サリドマイドで前処置すると好
酸球の浸潤、杯細胞過形成は有意に抑制された。
メサコリンによる呼吸抵抗は抗原チャレンジにより
著明に上昇した（気道過敏性の亢進）が、サリドマ
イドで前処置すると有意に改善した。

c. 培養したヒト肺微小血管内皮細胞をヒトフィブロ
ネクチンで覆われたシリコンチャンバーに置いた。
そして単軸方向に 10 – 30%の強度で 3秒間の過
剰伸展刺激を与えた。3 M Fura-2 が 25 分間
37℃の条件で負荷された。細胞内 Ca2+濃度
（F340/F380）は過剰伸展刺激の強度に依存して上昇
した。すなわち、30%の過伸展では、F340/F380は 0.4
から 0.8 に増加した。この現象（F340/F380の増加）は、
Ca2+フリー溶液、stretch-activated cation channelの
阻害作用を有する  Gd3+ 、 transient receptor 
potential vanilloid の阻害作用を有する ruthenium 
red を存在させると起こらなくなった。さらに、
cytochalasin D （actin polymerization の阻害薬）
は過伸展によるF340/F380の上昇を抑制した。蛍光イ
メージでは、 1M S1Pは F-actin を増加させたが、
cytochalasin D は F-actin を増加させなかった。
S1Pは過伸展刺激後の F340/F380を有意に上昇させ
た。

d. 培養した肺)微小血管内皮細胞に 0.1 – 10 M 
S1P を投与すると、濃度依存性に VCAM-1、
ICAM-1 の発現が増加した。この現象は RT-PCR、
ウエスタンブロットともに認められた。これらの接着
分子の発現は S1P曝露後にしだいにの増加し 4 -8
時間後に最大に達した。これは抗原曝露後、遅発
性喘息反応が生じる時間に相当する。Rhotekin 
pull-down法に従って RhoAの活性化を調べると、
1 M S1Pにより活性化した RhoA（GTP-RhoA）は
約 3倍に増加した。0.1 – 10 M Y-27632、10 – 30 
ng/ml C3 exoenzyme、GGTI-286 の存在下で S1P
を曝露すると、濃度依存性に接着分子の発現が抑
制された。10 – 300 ng/ml 百日咳菌毒で 4 時間

前処置してから S1P を曝露すると、濃度依
存性に接着分子の発現が低下した。上記に
示した実験条件下でヒト肺微小血管内皮細胞
表面に接着分子を誘導させて、EoL-1 細胞を
その表面に流して、接着した EoL-1 細胞を算
出すると、S1P の曝露で接着した細胞数は増
加し、Y-27632、百日咳菌毒素などの前処置
によりコントロールレベルまで改善した。
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