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研究成果の概要（和文）：慢性閉塞性肺疾患(以下COPD)患者において、閉塞性換気障害の重症化に伴い、高CO2
血症を合併する。高CO2血症は、気道線毛細胞内pHの変化を介した気道線毛クリアランスの低下させる可能性が
あり、このことが頻回な気道感染の原因となっているとの仮説を立て検証した。ヒト由来初代培養細胞から気道
線毛細胞を分化誘導し、高CO2環境（CO210％）にて粘液線毛クリアランスの指標である線毛運動と経上皮イオン
輸送（特にクロライドイオン輸送）を評価した。高CO2環境は気道上皮細胞の細胞内ｐHおよびクロライド濃度を
低下させ、線毛運動の低下、経上皮イオン輸送の低下をもたらすことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD), hypercapnia 
is associated with the aggravation of obstructive ventilatory impairment. We hypothesized that 
hypercapnia may decrease airway ciliary clearance through changes in airway ciliary cell pHi, which 
is the cause of frequent airway infections. Differentiation of airway ciliated cells was induced 
from human-derived primary cultured cells, and ciliary movement and transepithelial ion transport 
(particularly chloride ion transport), which are indicators of mucociliary clearance, were evaluated
 in a high CO2 environment (10% CO2). It was clarified that the high CO2 environment lowers the 
intracellular pH and chloride concentration of airway epithelial cells, resulting in a decrease in 
ciliary motility and a decrease in transepithelial ion transport.

研究分野：生理学

キーワード： 粘液線毛クリアランス　ｐＨ　クロライドイオン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
COPD患者の気道における高CO2環境の環境は、細胞内ｐHの低下やクロライドイオンの低下をもたらすことが明ら
かとなった。また、それに伴う線毛細胞における線毛運動の低下と、クロライド分泌の低下による気道上皮被服
液の低下をもたらし、さらには気道被覆液のｐHの低下をもたらすことを明らかとした。このことは粘液線毛ク
リアランスの低下を誘導し気道感染のリスクを高めていると考えられた。粘液線毛クリアランスの低下に対して
重炭酸イオンの重要性も明らかとなり、今後、細胞膜上での重炭酸イオン輸送体をターゲットとした創薬開発の
重要性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我が国の平成 29 年における死因別死亡数において呼吸
器感染症は 14％と、悪性腫瘍、循環器疾患に次いで死亡原
因の第３位となっている（図１）。また肺炎死亡者におい
て肺における基礎疾患、特に慢性閉塞性肺疾患（以下
COPD）の関与が重要であることが近年明らかとなってい
る。現在これらの気道感染に対する治療法、予防法の開発
は急務である。気道粘液線毛クリアランスは、気道におい
て外部からの侵入微生物に対しての生体防御反応として
非常に重要な役割を果たしている。 
 気道粘液線毛クリアランスは、1）気道線毛細胞による
肺末梢から喉頭への異物排出と、2）気道上皮細胞からの
気道被覆液の分泌により構成されている（図２）。気道上
皮細胞の構成細胞である線毛細胞に着目し、その機能評価
として、１）線毛運動活性を高速度カメラを用いて線毛振
動周波数と振動角度を測定することにより評価し、2）経上
皮イオン輸送を、ウッシングチャンバーを用いた電気生理
学的手法による評価法を確立してきた。 
 さらに慢性閉塞性肺疾患（COPD）患者において、閉塞
性換気障害の重症化に伴い、高CO2血症が合併する。高CO2

血症は、気道線毛細胞内 pH およびクロライドイオン環境
の変化を介して気道線毛クリアランスの低下、気道分泌を
低下させる可能性があり、このことが頻回な気道感染の原因となっているとの仮説を立てた。現
在、高 CO2血症の気道のイオン輸送（Cl-分泌）と線毛運動に対する効果については明らとなっ
ていない。さらにはひと気道上皮細胞を用いた検討はなされておらず、ヒト気道上皮を用いて検
討する。本研究では、気道線毛細胞における細胞内 pH およびクロ ライドイオン環境の制御の
観点から、高 CO2血症の気道線毛細胞における Cl-分泌、線毛運動に及ぼす影響を解明し、COPD
患者の気道感染の革新的予防法・治療法 の開発を目指している。 
 
２．研究の目的 
 高 CO2血症は、気道線毛細胞内 pHおよびクロライドイオン環境の変化を介して気道線毛クリ
アランスの低下、気道分泌を低下させる可能性があり、このことが頻回な気道感染の原因となっ
ているとの仮説を立て、高 CO2血症の気道のイオン輸送（Cl-分泌）と線毛運動に対する効果を
検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス気道上皮基底細胞の分離・精製と線毛上皮細
胞への分化誘導 
（２）ヒト気道上皮細胞の基底細胞の分離・精製と線毛上
皮細胞への分化誘導の確立を行う。 
（３）高 CO2血症による気道線毛細胞内 pHおよびクロラ
イドイオン濃度の測定を行う。 
（４）高 CO2血症による気道線毛運動活性を評価する。 
（５）経上皮イオン輸送測定による気道イオン輸送能を評
価する。 
 
４．研究成果 
 平成 29年度よりマウス肺よりエラスターゼ処理により気道間葉系幹細胞を分離、精製し、気
道線毛細胞の分化誘導法を確立した。その条件での細胞内クロライド濃度、pHを測定し、マウ
ス肺より単離した細胞と同様の値を示し、線毛運動においても同等の運動活性を持つことを明
らかとした。これらの結果より、初代培養環境が in vivo での生育環境を十分に再現していると
考えた。さらに、平成 30年度からは京都府立医科大学、京都薬科大学での倫理委員会への申請
および承認を受けて、患者検体の培養を開始し培養法を
確立した。また、COPD患者の気道環境を再現するために
高CO2培養を行うためインキュベートチャンバーを用い、
高濃度 CO2刺激を行なった。 
 
（１）細胞内ｐHおよび細胞内クロライド濃度の検討 
 高濃度 CO2刺激（10％CO2）により、細胞内 pHの低下
を認めた。また pH 制御に関わるイオン輸送体として
NHE3の増加を認めたが、それ以外のイオン輸送体の優位
な変化は認められなかった。細胞内 pHの維持にナトリウ
ムプロトン交換輸送体による制御の重要性を明らかとし
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た（図４）。また、細胞内クロライド濃度測定により、高濃度 CO２環境によって細胞内クロライ
ド濃度の低下が認められた（図６）。 
 
（２）気道被覆液の pH評価 
 高濃度 CO２環境により気道被覆液のｐHの低下を認めた。 
 
（３）線毛運動機能の検討 
 次に線毛運動評価のため、線毛運動における振動周波
数（CBF）と線毛運動振動角度（CBA）の評価を行なった。
CBF および CBAの低下（図５）を認めた。さらに細胞
内 cAMP 濃度の低下も認められた。CBF、CBA の低下に
は pH のみならず cAMP の低下も関与していることが示
唆された。 
 
（4）経上皮イオン輸送の検討  
 経上皮短絡電流の測定においてクロライドイオン輸送
の低下（図６）を認めた。クロライドイオン輸送の低下に
は、クロライドイオンチャネルのコンダクタンスに優位な
変化は認められなかったことより、NKCC 活性の低下や
それに伴う細胞内クロライド濃度の低下が示唆された。 
 
 これらの結果より、COPD 患者の気道における高濃度
CO2環境は細胞内 pHの低下と気道被覆液の pHの低下、
細胞内クロライド濃度の低下をもたらすことが明らかと
なった。さらには cAMP の低下を伴い、線毛細胞におけ
る線毛運動活性（CBF、CBA）の低下と、クロライド分泌
の低下による気道上皮被服液の低下をもたらすことが明らかとなった。このことは粘液線毛ク
リアランスの低下を誘導し気道感染のリスクを高めていると考えられた。 
 今回、高濃度 CO２環境による細胞内および細胞外の pHの低下が引き起こされることで、粘液
線毛クリアランスの低下が引き起こされる機序を明らかとした。また pH の低下には NHE 機能
低下の関与が示唆された。今後、気道感染リスクとなる機序を標的に、これらの機能低下を改善
する活性化化合物のスクリーニングを含めた臨床応用への研究の発展を検討している。 
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