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研究成果の概要（和文）：気道過敏性は気管支喘息の基本的病態であり、研究代表者はこれまで

に、喘息時に気管支平滑筋収縮性が著明に亢進し、これが気道過敏性に深く関与していること

を明らかにしている。本研究では、この気管支平滑筋収縮性が増強されるメカニズムの解明を

試み、気道におけるアレルギー反応の結果遊離されるインターロイキン-13（生理活性物質）が

気管支平滑筋細胞に直接作用して収縮関連タンパク質（RhoA）発現レベルを上昇させ、過剰

な収縮反応すなわち気道過敏性が惹起されることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： Interleukin-13 (IL-13) is one of the central mediators for 

development of airway hyperresponsiveness in asthma. However, its effect on bronchial 

smooth muscle (BSM) is not well known. Recent studies revealed an involvement of 

RhoA/Rho-kinase in BSM contraction and this pathway has now been proposed as a new 

target for asthma therapy. The current study demonstrated that IL-13 caused both an 

augmented BSM contractility and an upregulation of RhoA in BSMs. Thus, IL-13 signaling 

is critical for development of BSM hyperresponsiveness and that agents that specifically 

inhibit this pathway in BSM may provide a novel strategy for treatment of asthma. 
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１．研究開始当初の背景 

気道過敏性は、アレルギー性気管支喘息患者
共通に認められ、喘息病態の増悪因子とされ
ている。この気道過敏性発症のメカニズムを
解明するには適切な動物モデルが必要であ
るが、研究代表者らは、感作ラットに抗原を
反復吸入させることにより、著しい気道過敏
性状態が獲得されていることを見いだした。

この気道過敏性ラットより摘出した気管支
平滑筋の各種収縮性アゴニストに対する反
応性は、正常動物のものと比較して、著明か
つ有意に亢進していることを明らかにした。
この時、気管支平滑筋の細胞膜受容体および
アゴニストによる細胞内 Ca2+濃度上昇につ
いては正常レベルであることも明らかにし
ている。一方、最近になって、血管等各種平
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滑筋のアゴニストによる収縮反応には Ca2+

感受性の増大が確認されており、そのメカニ
ズムが解明されつつあり、低分子量 GTP 結
合蛋白質である RhoA がアゴニスト誘発
Ca2+感受性亢進機構に関与していることが
示唆されてきている。この Ca2+感受性亢進機
構の変化が、気道過敏性時の気管支平滑筋収
縮増大に関与しているものと考え検討を行
った結果、気道過敏性時に気管支平滑筋の
RhoA タンパク質発現量が増大しており、
RhoA およびその下流の Rho-kinase 系を介
する収縮反応が著しく亢進していることを
見出した。さらに、マウスアレルギー性気管
支喘息モデルにおいても同様の現象が認め
られることも確認している。したがって、過
敏 性 気 管 支 平 滑 筋 に お い て は こ の
RhoA/Rho-kinase 系を介する Ca2+感受性が
大きく増強され、その結果、過剰な収縮反応
が惹起されて呼吸困難等の喘息症状がもた
らされる可能性が示唆された。これらの研究
成果をもとに本研究計画の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

研究代表者はこれまでに、アレルギー性気管
支喘息モデル動物の気管支平滑筋では
RhoA/Rho-kinase 系 を 介 す る Ca2+ 

sensitization 機構が大きく亢進しており、そ
の結果わずかな刺激でも過剰な気管支平滑
筋収縮が惹起されるといった気道過敏性状
態が獲得されることを明らかにした。本研究
計画では、どのようなメカニズムで気管支平
滑筋において RhoA/Rho-kinase 系の亢進が
もたらされるのかを明らかにしていく。 

 

３．研究の方法 

気道過敏性モデルマウスの作製: BALB/c系マ
ウスに ovalbumin (OA)を抗原とし、感作およ
び追加感作を施し、さらに霧状にした OA を
反復的に吸入チャレンジさせることにより
気管支喘息症状を惹起させた。コントロール
群として、感作を施した後 OA の代わりに
saline を吸入させた動物を使用した。STAT6 
阻害薬である AS1517499 (1、3、10 mg/kg)
は各チャレンジの 1時間前に腹腔内投与した。 
 
培養ヒト気管支平滑筋細胞(hBSMC)の培養お
よびサイトカイン処置: hBSMCs (3 x 104 
cells/well)を 6-well plates に播種し、5%
ウシ胎児血清含有 SmBM培地中にて 80%コンフ
ルエントまで培養した。その後、無血清培地
に交換して 24 時間インキュベートした後、
IL-4 (100 ng/mL)あるいは IL-13 (100 ng/mL)
を処置した。AS1517499 (10、30、100 nM)は
IL 処置 30分前に適用した。 
 
気管支肺胞洗浄液(BALF)中の IL-4 および
IL-13 の定量: 最終チャレンジ終了 1、3、6、

12 および 24 時間後に BALF を回収し、ELISA
法を用いて BALF中 IL-4および IL-13含量を
定量した。 
 
各種サイトカイン受容体および各種 STATs発
現: マウス気道・肺組織、マウス気管支平滑
筋組織および hBSMCs から total RNA を抽出
し、IL-4 受容体(IL-4Rα)、IL-13 受容体
(IL-13Rα1およびα2)および各種 STATs (1、
3、5A、5B、6)の発現を RT-PCR法により検討
した。 
 
抗原反復吸入チャレンジにより活性化され
る STATs の同定: 最終チャレンジ終了 1、3、
6、12および 24時間後にマウスの気道・肺組
織あるいは主気管支平滑筋組織を摘出し、タ
ンパク質抽出後に western blot 法を行なっ
た。 
 
IL-4 あるいは IL-13 により活性化される
STATs の同定: IL-4 あるいは IL-13 (100 
ng/mL)処置 1、3、6、12 および 24 時間後に
hBSMCs を回収し、タンパク質抽出後に
western blot 法を行なった。さらに、IL-4
あるいは IL-13 (100 ng/mL)処置 1 時間後に
免疫染色を行ない、細胞内における STATs の
局在を検討した。 
 
マウス主気管支平滑筋組織および hBSMCs に
おける RhoA タンパク質の定量: マウス主気
管支平滑筋は最終抗原チャレンジ終了 24 時
間後に摘出し、hBSMCsは IL-4あるいは IL-13 
(100 ng/mL)処置 1、3、6、12 および 24 時間
後に回収し、タンパク質抽出後に western 
blot法を行なった。 
 
マウス摘出左主気管支平滑筋収縮反応性の
測定:マウスより左主気管支を摘出し、95% 
O2-5% CO2を通気した Krebs-Henseleit液の入
った organ-bath 内に懸垂し、等尺性張力を
測定した。Acetylcholine (ACh: 10-7-10-3 M)
および high K+ (10-90 mM)を累積投与するこ
とにより、その濃度収縮反応を観察した。 
 
４．研究成果 
抗原反復チャレンジを施したマウスの BALF
中 IL-4 および IL-13 は、最終抗原チャレン
ジ終了 12 時間後に有意に増大した(図 1D)。
抗原反復チャレンジを施したマウスの気
道・肺組織および主気管支平滑筋において、
最終抗原チャレンジ終了 3時間後に STAT6タ
ンパク質リン酸化レベルの有意な増大が認
められたが、STAT6 タンパク質発現レベル自
体に変化は見られなかった(図 2)。また、こ
のとき STAT1および STAT3タンパク質リン酸
化レベルに有意な変化は認められなかった。 



 

 

 

図 1. 
 

 

図 2. 
 
hBSMCs に対する IL-4 あるいは IL-13 (100 
ng/mL)処置により、処置 1時間後に STAT6 タ
ンパク質リン酸化レベルの著明かつ有意な
亢進が認められたが、STAT6 タンパク質発現
レベル自体に変化は見られなかった(図 3B)。
さらに、IL-4あるいは IL-13 (100 ng/mL)処
置により、p-STAT6 の核移行も認められた(図
3C)。これらの組織および細胞において、
IL-4Rαおよび IL-13Rα1 の mRNA 発現が認
められた(図 3A、図 4A)。したがって、抗原
反復チャレンジにより IL-4 および IL-13 産
生が増大し、気管支平滑筋における STAT6 活
性化が惹起され、下流の遺伝子発現を増大さ
せる可能性が示唆された。 
 

 

図 3. 
 

 
図 4. 

 
また、hBSMCs に対する IL-4 あるいは IL-13 
(100 ng/mL)処置により、処置 24 時間後に
RhoA タンパク質発現が有意に増大していた
が、この増大は STAT6 inhibitor である
AS1517499 (10、30、100 nM)前処置により有
意に抑制された(図 5)。 
 

 

図 5. 
 
マウスに AS1517499 (10 mg/kg, i.p.)を処置
することにより、抗原反復チャレンジにより
増大した RhoA タンパク質発現が有意に抑制
された(図 6)。抗原反復チャレンジによる ACh
収縮反応性の増大も AS1517499 (10 mg/kg, 
i.p.)により有意に抑制された(図 7)。 
 



 

 

 

図 6. 
 

 

図 7. 
 
以上の結果より、抗原反復チャレンジにより
STATファミリーの中で STAT6が著明に活性化
されることが明らかになった。STAT6 は気管
支喘息発症時に IL-4 および IL-13 により活
性化され、次いで気管支平滑筋における RhoA
発現増大に関与することにより気道過敏性
発現に重要な役割を担っている可能性が示
唆された。また、STAT6 inhibitor は新規喘
息治療薬として有効である可能性が示唆さ
れた。 
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