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研究成果の概要（和文）：　難治性喘息の病態に関わる粘液産生に着眼し、喘息の病態形成に関与することが報
告されている、PI3Kgammaの粘液産生への影響を検討した。気道上皮細胞株であるNCI-H292を用いて、EGFによる
MUC5AC発現に対するPI3Kgamma選択的阻害薬の影響をRT-PCR法を用いて検討した。その結果、PI3Kgamma選択的阻
害薬の濃度依存性にMUC5AC発現の低下が認められた。また、分泌物の粘稠性に関わる好酸球細胞外トラップに対
するPI3Kgamma選択的阻害薬の影響を検討した。その結果、固相化IgG、IgA誘導性の好酸球細胞外トラップを
PI3Kgamma選択的阻害薬は抑制することを観察した。

研究成果の概要（英文）：  We focused on mucus production related to the pathophysiology of severe 
asthma and investigated the effect of PI3K gamma on mucus production, which has been reported to be 
involved in the pathogenesis of asthma. Using the airway epithelial cell line NCI-H292, we 
investigated the effect of PI3K gamma selective inhibitors on EGF-stimulated MUC5AC expression by 
RT-PCR. As a result, a decrease in MUC5AC expression was observed in a dose dependent manner of PI3K
 gamma selective inhibitor. We also investigated the effect of PI3Kgamma selective inhibitors on 
eosinophil extracellular traps involved in secretory viscosity. As a result, it was observed that 
the PI3K gamma selective inhibitor suppresses the immobilized IgG and IgA-induced eosinophil 
extracellular traps.

研究分野： アレルギー学

キーワード： 気道上皮細胞　粘液産生　PI3Kgamma　サイトカイン　好酸球　ETosis　細胞外トラップ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　今回の研究で、好酸球ETosisによる細胞外トラップにPI3Kgammaが関与することが示唆された。また、喘息の
病態形成には炎症細胞のほかに、気道上皮細胞などの気道構成細胞の働きが重要と考えられているが、今回の検
討により、気道構成細胞からのMUC5AC発現を中心とした粘液産生機構にもPI3Kgammaが重要な役割を果たしてい
ることが考えられた。以上によりPI3Kgammaは炎症細胞のみならず気道構成細胞の機能にも関わり喘息病態に関
与することが示唆された。本研究結果により難治性喘息患者に対する新規治療薬の可能性を示すことができ、社
会的にも意義の高い研究成果が得られたと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 吸入ステロイド薬等の治療薬の開発・普及によって喘息患者の症状コントロールは以前よ
り改善しているが、今なお年間 1000 人を超える喘息死の存在は無視できない。このような背景
のなか、治療に抵抗する難治性喘息に対する病態解明と治療方法の究明が喫緊の課題となって
いる。 
 難治性喘息のひとつの病型として、気道リモデリング形成の関与が明らかになっている。気道
リモデリングのひとつの特徴として、杯細胞過形成に伴う粘液栓の産生が挙げられる。粘液栓の
産生には、杯細胞からのムチンの産生が重要であり、重症喘息患者ではムチンの増加が観察され
る。粘液栓の粘稠度を規定するムチンは、杯細胞では、MUC5AC、粘膜下腺では MUC5B が産
生され、喘息患者では、MUC5AC/MUC5B の比が高値となる。この MUC5AC 産生のメカニズ
ムのひとつに、Epidermal Growth Factor Receptor; EGFRを介した経路が知られている。EGFR
は喘息気道では、気道上皮の基底細胞や杯細胞に一致して発現が増加することが報告されてい
る。また、EGFR は副腎皮質ステロイド薬によってもその発現が抑制されないため、EGFR を
介したムチン/MUC5AC の産生がステロイド抵抗性の難治性喘息の一病型であることが考えら
れる。 
(2) 気道リモデリング形成には好酸球による持続的な気道炎症も関与していることが知られて
いる。近年我々は、好酸球の脱顆粒のメカニズムのひとつとして、脱顆粒を伴う細胞死
（Extracellular trap cell death; ETosis）の存在を明らかにしている。刺激を受け活性化した好
酸球は、ETosis を起こし、好酸球の核内からは、フィラメント状の DNA が放出される。我々
は、ピーナッツバター状とも表現される粘稠度の高い粘液（好酸球性ムチン）が病態に関わる好
酸球性副鼻腔炎や好酸球性中耳炎における好酸球性ムチンにおいて ETosis をきたした好酸球が
大量の DNA traps（別名 Extracellular traps; ETs）を産生していることを確認した（文献①、
②）。喘息における粘液産生についても好酸球 ETosis が関与している可能性があり、粘液産生の
観点からも重要であると考えている。 
(3) 以上の観点から、EGFR を介した MUC5AC の産生を抑制する、また好酸球 ETosis を抑制
する agent の同定が難治性喘息に対する新規の治療戦略となる可能性を秘めていると考えられ
る。EGFR の下流にはイノシトールリン脂質のリン酸化に関わる Kinase である、
Phosphoinositide 3-kinase; PI3K が存在し、その刺激・活性化がさらに下流のシグナル経路を
リン酸化させることで、細胞の生存や遊走・活性化に関わることが知られている。喘息と PI3K
の関わりについては、OVA 誘導性の喘息マウスの特徴を PI3K 阻害薬を投与することで抑制す
ることが示されている（文献 3）。しかしながら、この際用いられた阻害剤は Pan-PI3K 阻害薬
であり、複数の isoform を有する PI3K はそのすべてを阻害することで、生体に重要な障害が発
生することが考えられている。事実、PI3K の isoform である、PI3Kや PI3Kのノックアウト
マウスは胎生致死することが報告されている。一方で PI3Kはノックアウトマウスでも生存が
確認されており、その選択的阻害は生体への影響が少ないと考えられており、選択的阻害薬の病
態への関与がこれまで様々な疾患で検討されている。我々も PI3Kのノックアウトマウスを用
いることで、OVA 誘導性の気道リモデリング形成がノックアウトマウスでは形成抑制されたこ
とを報告している（文献 4）。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、PI3Kの選択的阻害薬を用いて、 
(1) EGFR の ligand である EGF 刺激による気道上皮細胞からの MUC5AC およびサイトカイン
産生について、その産生を PI3Kg 選択的阻害薬が抑制するか検討する。 
(2)ヒト好酸球の ETosis ならびに好酸球 ETs 産生に対する PI3K選択的阻害薬の影響を検討す
る。 
以上の検討を行うことで将来的な難治性喘息の新規治療薬探求につながる基盤的知見を得るこ
とを研究の目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 気道上皮細胞株からの粘液産生に対する PI3K選択的阻害薬の影響に関して 
 
 ヒト気道上皮細胞株として、NCI-H292 を用いて研究を行った。培養・継代ののち、PI3K選
択的阻害薬である、AS605240 の濃度を 10-9、10-8、10-7M に振り分けて前処理したのち、
MUC5AC 産生については、EGF 25ng/ml で 24 時間気道上皮細胞株を刺激した。刺激後培養上
清を採取し、培養上清について、RT-PCR 法を用いて MUC5AC 産生について検討した。 
 気道上皮細胞株からのサイトカイン産生については、AS605240 の濃度を 10-9、10-8、10-7M
に振り分けて前処理したのち、IL-8、GM-CSF 産生について、eotaxin 100nM で 24 時間気道上



皮細胞株を刺激した。刺激後培養上清を採取し、培養上清について、ELISA 法を用いて IL-8、
GM-CSF 産生について検討した。 
 
(2) 好酸球 ETs 産生に対する PI3K選択的阻害薬の影響に関して 
 我々は、ヒト分離好酸球に対して、固相化した IgA 刺激をすることで好酸球からの ETosis を
誘導し、好酸球 ETs を放出誘導することを確認している。ヒト分離好酸球は、CD16 negative 
selection 法を用いて分離した。ヒト分離好酸球に対して、AS605240 前処理ののち、well 中に
固相化した IgA で好酸球を刺激し、好酸球 ETs の産生に影響を与えるかを共焦点顕微鏡（1 次
抗体：Anti-citrullinated Histon H3 antibody mouse、2 次抗体：Alexa Fluor488 anti mouse 
IgG）を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 気道上皮細胞株からの粘液産生に対する PI3K選択的阻害薬の影響に関して 
 気道上皮細胞株として NCI-H292 細胞を用いて、EGF 刺激による MUC5AC 産生に対する
PI3K選択的阻害薬、AS605240 の影響を RT-PCR を用いて検討した。EFG 無刺激群を 1 とし
て、EGF 刺激群ならびに AS605240 前処理後、EGF 刺激群の MUC5AC 発現を検討した。その
結果、positive control である、EGF 25ng/ml 刺激群では、有意に MUC5AC 発現が亢進してい
た。一方で、PI3K選択的阻害薬である AS605240 の効果については、AS605240 の濃度依存性
に、MUC5AC 発現の低下がみられ、AS605240 10-7M 前処理群において positive control との
比較で有意差を認めた（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 気道上皮細胞株からの MUC5AC 
産生に対する PI3K選択的阻害薬の影響 
 
PI3K選択的阻害薬の濃度依存性に 
MUC5AC 発現の低下が認められた。 
*p < 0.05 (one way ANOVA analysis) 
  
 

 
次に、気道上皮細胞株からのサイトカイン産生について、eotaxin 100nM 刺激により産生さ

れる、IL-8 ならびに GM-CSF 産生に対する AS605240 の影響について ELISA 法を用いて検討
した。negative control である eotaxin 無刺激群と比較して、eotaxin 100nM 刺激では有意な
IL-8 ならびに GM-CSF の産生亢進を認めた。これに対して、PI3Kg 選択的阻害薬である
AS605240 10-7M で前処理すると、気道上皮細胞株からの IL-8、GM-CSF 産生を有意に抑制す
ることが認められた。この反応は、Pan-PI3K 阻害薬である、LY294002（10-5M）、wortmannin(10-

7M)での前処理と同程度であり、Pan-PI3K 阻害薬と同程度のサイトカイン産生抑制効果が確認
された。 
 IL-8 や GM-CSF は好中球や好酸球の局所への遊走にも関わるサイトカインであることが報
告されている。以上の検討から、PI3K選択的阻害薬は、MUC5AC を介した粘液産生機構に対
して抑制的に作用すること、また気道上皮細胞からのサイトカイン産生抑制を介して、気道炎症
を制御する可能性があることが示唆された。 
 
(2) 好酸球 ETs 産生に対する PI3K選択的阻害薬の影響に関して 
 ヒト分離好酸球を固相化した IgG や IgA で刺激することで、共焦点顕微鏡では、シトルリン
化ヒストン H3 の存在が確認できる。観察されたシトルリン化ヒストン H3 が好酸球 ETs を示
すと考えられている（文献 5）。好酸球 ETs 産生に対する PI3K選択的阻害薬の影響を検討する
ため、ヒト分離好酸球を AS605240 で前処理後、固相化 IgG、IgA で刺激し、その影響を検討し
た。 
 その結果、AS605240 で前処理を行わない群(vehicle 群)では緑色に染まる、シトルリン化ヒ
ストン H3 の存在を確認できるが、AS605240 で前処理した好酸球では、緑色に染まるシトルリ
ン化ヒストン H3 はほとんど観察されなかった。Pan-PI3K 阻害薬である、LY294002 での前処
理群でも同様にシトルリン化ヒストン H3 産生が抑制されていた（図 2）。 
 



 

 
 
図 2. ヒト分離好酸球 ETs 産生における PI3K選択的阻害薬の影響 
   PI3K選択的阻害薬で前処理した好酸球は、固相化 IgG や IgA で誘導される 
   好酸球 ETs の産生が抑制されていた。 
   （図の緑色に染色されているのは、シトルリン化ヒストン H3 であり、 
    好酸球 ETs を反映していると考えている） 
 
以上により PI3K選択的阻害薬である AS605240 は、ヒト好酸球 ETs 産生に抑制的に働き喘息
など好酸球が関わる疾患の粘液産生にも関わることが示唆された。 
 
 以上、本研究結果をまとめると、PI3K選択的阻害薬を用いた本研究により PI3Kは、気道上
皮細胞からの MUC5AC 産生を介した粘液産生機構や、ヒト好酸球 ETs 産生を介した粘液の粘
稠性を制御することで、難治性喘息の病態形成に関わることが示唆された。以上の結果により
PI3K選択的阻害薬が PI3Kをターゲットとした難治性喘息の新規の治療薬となり得ることが
示唆された。 
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