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研究成果の概要（和文）：本研究では，ヒト気道上皮細胞を上皮成長因子受容体 (EGFR)のリガ

ンドである TGFαで刺激したところ，MUC5ACと Bcl-2の遺伝子およびタンパクの発現が誘導さ

れ，その効果は EGFR阻害薬や NFκB阻害薬で抑制された．また，ラット喘息モデルにおける粘

液分泌亢進と気道過敏性亢進は，EGFR阻害薬による抑制を受けた．よって，気道杯細胞増生に

関わるシグナル伝達分子として EGFRが重要であることが明らかとなった． 
 
研究成果の概要（英文）：We studied human airway epithelial cells and found that stimulation 
with TGFα, a ligand of epidermal growth factor receptor (EGFR), increased the expression 
of genes and proteins of MUC5AC and Bcl-2, and that these effects were inhibited by EGFR 
and NFκB inhibitors. Furthermore, mucus hypersecretion and airway hyperresponsiveness 
in the rat model of asthma were attenuated by pretreatment with an EGFR inhibitor. These 
results suggest that EGFR may play an important role as a signal transduction molecule 
in airway goblet cell hyperplasia. 
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１．研究開始当初の背景 
 重症難治性気管支喘息患者でみられる気
道粘液の分泌亢進は，杯細胞や粘膜下腺の粘
液分泌細胞自体の過形成によるものとされ，
とくに最重症患者や喘息死症例の末梢気道
においては著明な杯細胞過形成が認められ
る (Curr Opin Pharmacol 4: 241, 2004)．
さらに，最近では軽症〜中等症の喘息におい
ても杯細胞過形成とともにムチン遺伝子発

現の亢進が報告され (Am J Respir Crit Care 
Med 163: 517, 2001)，このような気道リモ
デリングは喘息の重症度にかかわらず重要
な治療ターゲットと目されている．しかし，
アレルギー性気道炎症が杯細胞過形成をき
たす経路のシグナル伝達分子や，いったん誘
導された過形成を維持するメカニズムは不
明であった．さらに，副腎皮質ステロイドや
抗ロイコトリエン薬などの抗炎症薬は杯細
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胞過形成には無効とされており，有効な治療
法がない現状であった (Thorax 56: 19, 
2001; Am J Respir Crit Care Med 163: 674, 
2001)． 
 ところが 2000 年以降，気道杯細胞過形成
の誘導や維持において，ムチン蛋白質である
MUC5ACや抗アポトーシス蛋白質である Bcl-2
の関与が示唆されるようになり  (Am J 
Respir Cell Mol Biol 22: 253, 2000; Am J 
Physiol 279: L1210, 2000)，また我々は同
時期に，ムチン遺伝子発現やアポトーシスと
上皮成長因子受容体 (EGFR)との関連性を見
出した (呼吸 19: S121, 2000; Am J Physiol 
280: L165, 2001)．  
 
２．研究の目的 
 上記の背景より，本研究では，杯細胞過形
成は EGFRを介した持続的な MUC5AC発現と抗
アポトーシス作用に起因するという可能性
を検証することを目的とし以下の項目につ
いて実験を行った． 
（１）ヒト気道上皮培養細胞を，EGFRリガン
ドであるTGFαにより刺激し，MUC5ACとBcl-2
の遺伝子および蛋白質発現を評価する． 
（２）上記の反応に対する EGFR 阻害薬と核
内遺伝子転写因子 NFκB阻害薬の抑制効果の
有無を検討する．また，PI3 kinase/Aktやカ
スペースの特異的阻害薬の効果，EGFRのリン
酸化から Rasの活性化に至る過程で惹起され
る種々のアダプター分子の会合，Ras-ERK 
(extracellular signal-regulated protein 
kinase)カスケードの活性化などの関与を明
らかにする． 
（３）In vivo の系では，ラット喘息モデ
ルの気道粘膜における EGFR 陽性細胞と杯細
胞過形成を定量的に評価し，ムチン発現亢進
に対する EGFR阻害医薬の効果を検討する． 
 
３．研究の方法 
（１）気管支上皮細胞の培養：ヒト気管支上
皮の細胞株（NCI-H292細胞）を RPMI 1640培
地にて 10%血清の存在下で培養し，コンフル
エンスに達した時点でヒト TGFαを添加しさ
らに 24 時間培養した．各種阻害薬の実験に
おいては，EGFRチロシンリン酸化阻害薬であ
る AG1478，Ras-ERK カスケードにおける MEK
阻害薬である PD98059，PI3 kinase阻害薬で
ある LY294002，NFκB 阻害薬である CAPE，
phospholipase Cγ阻害薬である U73112，
AG1478のコントロールとして tyrphostin A1
のいずれかを，TGFα刺激の 30分前にメディ
ウムに添加した． 
（２）ERKの活性化の評価：ERKの活性化は，
免疫細胞化学と Western blotにて評価した．
TGFαとともに培養した NCI-H292細胞におい
て，ERK（非活性型）とリン酸化 ERK（活性型）
のそれぞれのモノクローナル抗体を用いた

免疫染色を施した．また，Northern blot と
Western blot を行い，TGFα刺激によるリン
酸化 ERK mRNA の発現および同タンパク発現
を解析した．さらに，ERK の直接的な評価と
して，培養上清中のERK活性をphenyulmethyl 
sulfonylfluoride の 存 在 下 で Amersham 
BioTecアッセイキットを用いて測定した． 
（３）アダプター分子の会合：NCI-H292細胞
における EGFR のリン酸化から Ras-ERK カス
ケードの活性化に至るシグナル伝達に関わ
る代表的な分子群を解明するため， アダプ
ター分子のリン酸化およびそれらの会合（ア
センブリー）について検討した．すなわち，
TGFα刺激を行った後，NCI-H292細胞の EGFR
と Grb2 関連タンパクのイムノブロット解析
を 行 っ た ． す な わ ち ， あ ら か じ め 
glutathione-S-transferase (GST)-Grb2 融
合蛋白質の存在下で，TGFαで刺激した際の
リン酸化 EGFR (p-EGFR)および Shc の発現を
観察した． 
（４）MUC5ACおよび Bcl-2発現とアポトーシ
スの評価：NCI-H292 細胞を TGFα刺激の後，
Alcian blue/PAS 染色を施し粘液糖蛋白分泌
の観察を行った．MUC5AC と Bcl-2 の mRNA お
よび蛋白質発現は，従来の方法 (Proc Acad 
Sci USA 96: 3081, 1999; Am J Respir Crit 
Care Med 163: 511, 2001)に従って，各々
Northern blotと Western blotを行い評価し
た． 一方，細胞のアポトーシスについては，
in situ apoptosis detection kit を用いて
TUNELを行い評価した． 
（５）気道上皮細胞における HB-EGF の
processing と shedding：NCI-H292 細胞にお
ける HB-EGFの動態を検討するため， HB-EGF
のprecursorである細胞膜結合型pro-HB-EGF
の processing をフローサイトメトリーにて
解析し，また可溶性 HB-EGF のメディウム中
への遊離を Western blot により確認した．
前者は，細胞表面の硫酸プロテオグリカンに
よって捕捉された HB-EGFを除去した後，FITC
標識 IgGとインキュベートし FACScanにより
解析した．また，可溶性 HB-EGF の遊離は，
細 胞 を 刺 激 し た 後 の 遠 心 上 清 を
heparin-Sepharose CL-6B カラムにアプライ
し，SDS-PAGE の後，HB-EGF の Western blot
を行った． 
（６）ラット OVA 感作モデルでの検討：
SPF-Brown Norwayラットを用い，OVAを水酸
化アルミニウムとともに，１週間隔で２回腹
腔内投与し感作させた．その後 Day14-Day16
に 1% OVA による吸入チャレンジを連日行っ
た．また，本実験系における EGFR の役割を
検討するため，Day17-24 において 48 時間毎
に AG1478の気管内注入を行った． 
 その後，経時的に屠殺し気管および主気管
支を摘出し，Alcian blue/PAS染色と MUC5AC
免疫染色を行い，各々粘液糖蛋白と MUC5AC



 

 

蛋白質を染色しそれらの陽性細胞数をイメ
ージ自動解析装置を用いてカウントした 
(Am J Crit Care Med 163: 511, 2001)． 
 また，上記の OVA感作およびチャレンジの
効果が実際に EGFR のリン酸化を介している
かを確認する目的で，in situ hybridization
法を用いて気管粘膜上皮層におけるリン酸
化 EGFR mRNAの発現を検討した (J Biol Chem 
278: 45737, 2003)．また，リン酸化 EGFRの
モノクローナル抗体を用いて免疫組織化学
を行い，蛋白質レベルでの発現も検討した 
(J Biol Chem 277: 32258, 2002)． 
（７）気道過敏性の評価：杯細胞過形成と気
道過敏性との関連を確認するため，OVA チャ
レンジ後に経時的にラットを麻酔し，吸入メ
サコリンに対する気道抵抗の反応性を Penh
により測定し，ベースラインの気道抵抗の
300％の増加に必要なメサコリン濃度 (PD400)
を求め，OVA 非感作コントロール群と比較し
た．また， AG1478 を前投与した後に OVA を
吸入させた群についても同様の解析を行い，
気道過敏性の誘導における EGFR の役割を検
証した． 
 
４．研究成果 
（１）気管支上皮細胞である NCI-H292 細胞
における ERKの活性化およびアダプター分子
の会合：ヒト気管支上皮細胞株 NCI-H292 細
胞を TGFαで刺激した結果，免疫細胞化学お
よび Western blot によりリン酸化 ERK の発
現が誘導された．また，ERK発現は EGFRチロ
シンリン酸化阻害薬である AG1478 や MEK 
(MAP kinase kinase)阻害薬である PD98059
などによる抑制を受けた．さらに，ERK 酵素
活性を直接アッセイした結果，TGFα刺激に
よる ERK活性の濃度依存的かつ時間依存的な
上昇が確認された． 
 次に，上記の EGFRのリン酸化から Ras-ERK
カスケード活性化に至るシグナル伝達分子
を検索した結果，GST-Grb2融合蛋白質の存在
下での TGFαは Shc の発現を誘導した．これ
らの成績より，上皮細胞の EGFR にリガンド
が結合すると，同受容体のリン酸化が起こり，
次いで上記 Shc-Grb2 へのアダプター分子の
会合を介して Ras-ERKカスケードの活性化に
至ることが明らかとなった． 
（２）気道上皮細胞における粘液分泌顆粒の
増加および MUC5AC の発現： TGFαによって
NCI-H292細胞を刺激すると，Alcian blue/PAS
陽性細胞の著明な増加が認められた．また，
同時に施行した免疫細胞化学では，上記の粘
液産生細胞に一致して MUC5AC の強発現が観
察された．したがって，EGFRの活性化が何ら
かのシグナル伝達を介して，粘液糖蛋白分泌，
MUC5AC発現を惹起させることが判明した． 
（３）気道上皮細胞のアポトーシス：気道上
皮細胞を上記の方法で TGFα刺激を行ったと

ころ， Bcl-2 の mRNA および蛋白質発現が有
意に増加した．上記の遺伝子発現および蛋白
質発現を引き起こす TGFαの濃度は，粘液糖
蛋白分泌と MUC5AC の発現を惹起する濃度と
同一であった．よって，EFFR刺激に基づく粘
液分泌亢進には，Bcl-2 発現の誘導によりア
ポトーシスが抑制され，これが通常の線毛上
皮細胞から粘液分泌細胞（杯細胞）への形質
転換 (Transdifferentiation)に重要な役割
を果たしている可能性が示唆された． 
（４）上皮細胞 HB-EGFの processingおよび
shedding：気道上皮細胞における細胞膜結合
型 pro-HB-EGF は，TGFα刺激により経時的に
減尐した．また，pro-HB-EGF の減尐に伴い，
メディウム中の可溶性 HB-EGF 濃度の上昇が
認められた．以上の成績より，EGFRT 刺激は
上皮細胞における pro-HB-EGF が細胞膜から
の shedding を起こし，細胞膜から遊離した
分子は HB-EGFへ processingされることがわ
かった． 
 また，これらの反応は phenanthrolinの前
投与により完全に抑制されたため，上記
processingの過程にはmetalloproteinaseが
関与しているものと考えられた． 
（５）ラット気道における杯細胞増生：ラッ
トを OVAで腹腔感作し，その後 OVAによる吸
入チャレンジを行ったところ，気管および主
気管支粘膜の Alcian blue/PAS 陽性細胞と
MUC5AC 陽性細胞の著明な増加が認められた．
また，これらの陽性細胞は同一のものであり，
気道粘膜上の杯細胞に一致するものと考え
られた． 
 さらに，in situ hybridizationでは，OVA
感作およびチャレンジにより，気管粘膜上皮
層におけるリン酸化 EGFR mRNAの発現が増加
した．またリン酸化 EGFR のモノクローナル
抗体を用いた免疫組織化学的検討において
も，上記チャレンジによりリン酸化 EGFR の
発現が蛋白質レベルで誘導されることが明
らかとなった．したがって，in vitroの実験
系で観察された気道上皮細胞 EGFR 活性化と
それに引き続いて起こる粘液糖蛋白分泌の
増加は，おそらく同様のメカニズムを介して
in vivo の系においても起こっているものと
思われた． 
（６）気道過敏性：ラットの吸入メサコリン
に対する気道抵抗の反応性を Penh により測
定した結果，OVA 感作およびチャレンジを施
した群では，これらの処置を行わなかったコ
ントロール群に比較して，ベースラインの気
道抵抗の 300％の増加に必要なメサコリン濃
度である PD400が有意に低値であった．すなわ
ち，気道収縮反応の閾値が減尐し，気道過敏
性が獲得されたものと判断した． 
 次いで，かかる気道過敏性の誘導における
EGFR の関与を検討した結果，あらかじめ
AG1478 を投与した群では，OVA 感作による



 

 

PD400の低下が有意に抑制された．しがたって，
OVA刺激はEGFRの活性化を介して気道過敏性
を亢進させるものと考えられた． 
 これまでの実験成績を総括すると，気道上
皮細胞に対する TGFαの刺激は， MUC5AC と
Bcl-2のmRNAおよび蛋白質発現を濃度依存的
かつ時間依存的に引き起こし，それらの効果
はいずれも EGFR 阻害薬や NFκB 阻害薬によ
って抑制された．また，このような変化と同
時に EGFRのリン酸化， EGFRとアダプター分
子(Shc および Grb2)の会合，ERK のリン酸化
などが惹起されることがわかった．さらに，
TGFα刺激の後に EGFR 阻害薬や PI3 kinase
阻害薬を投与すると上皮細胞のアポトーシ
スが誘導され，その効果はカスペース阻害に
よって抑制されるが，Ras-ERK カスケードと
は無関係であることも判明した．一方，in 
vivoの系では，ラットの OVA感作およびチャ
レンジにより気道粘膜の EGFR 陽性細胞数が
増加し，杯細胞過形成が惹起されることが確
認された．また，これらの効果は，EGFR阻害
薬の前投与によって抑制されたことより，か
かるインターベンションにより上皮細胞の
正常化を指向した治療法の可能性が期待さ
れた． 
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