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研究成果の概要（和文）：COPD における過分泌は予後と関連する。マウス気道内にエラスター

ゼを反復投与して杯細胞化生を作成し、COPD 治療薬の効果を検討した。杯細胞化生と気道の炎

症細胞浸潤、気管支肺胞洗浄液中の炎症細胞とケモカインの増加、M3受容体発現はチオトロピ

ウムで抑制され、in vitro での MUC5AC 産生亢進も抑制された。チオトロピウムは抗炎症作用

と気道上皮細胞への直接作用により過分泌を抑制すると示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Airway occlusion by mucus in COPD is associated with a poor 
prognosis. Repeated-elastase aspiration induced marked goblet cell metaplasia in mice. 
The goblet cell metaplasia, increase in inflammatory cells and chemokine levels in BALF, 
M3 receptor expression, MUC5AC production in vitro were inhibited by tiotropium. This 
result suggests that tiotropium may be useful for the treatment of mucus overproduction 
by anti-inflammatory action and a direct action on epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)慢性閉塞性肺疾患(COPD)はタバコ消費量

の増加や人口の高齢化から、今後さらに死亡

率の増加が推測されている。COPD において肺

容量減少術により採取された肺組織の解析か

ら、その生命予後を規定したものは気道内の

粘液による閉塞の程度であったと報告されて

いる。すなわち、過分泌による粘液線毛クリ

アランスの低下は気道閉塞を引き起こし、換

気不全や換気血流不均等をもたらし、死亡に

結びつくと考えられる。従って、COPDにおけ

る過分泌への対策は重要な治療上の課題とな

っている。 
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(2) COPD の病因論としてプロテアーゼ・ア

ンチプロテアーゼ不均衡は古くから有力な仮

説の一つとして知られている。種々のプロテ

アーゼが関わっているとされるが、そのうち

で最も重要なものに好中球エラスターゼがあ

る。実際、好中球エラスターゼを気道内に単

回注入する動物実験では比較的容易に肺気腫

が形成される。しかし、COPD のもう一つの重

要な病理所見である気管支における杯細胞化

生について検討した報告は極めて少ない。

我々はエーテル麻酔下にマウスにエラスター

ゼを点鼻してaspiration を起こさせ、これを

反復投与することで、肺気腫の他に、気管支

内に著明な杯細胞化生の動物実験モデルを作

成することに成功した。この方法は簡便で再

現性がよいことを確認している。そこで、こ

のモデルを用いて、COPDの過分泌治療法の開

発を着想するに至った。 

 
２．研究の目的 

好中球エラスターゼが急性の粘液分泌反応

を引き起こすことは古くから知られていた

が、杯細胞化生にいたるメカニズムはこれま

で明らかにされていない。現在、COPD の治

療は主として気管支拡張薬を中心に行われ

ているが、長時間作働性ムスカリン受容体阻

害薬のチオトロピウム は気流閉塞の改善の

みならず抗炎症効果も知られてきている。し

かし、チオトロピウムをはじめとする COPD

治療薬が COPD の過分泌病態や杯細胞化生に

対して抑制効果があるかどうか十分な検討

がなされていない。本研究では、エラスター

ゼ誘起性杯細胞化生マウスモデルを用いて

COPD 治療薬が杯細胞化生に与える効果と作

用機序を明らかにし、COPD の過分泌に対す

る治療法の開発をめざすことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) C57/BL6 マウスを用いてエラスターゼ

反復投与による杯細胞化生モデルの作成と解

析 

C57/B6 マウスをchamber にいれ生食または

チオトロピウム を超音波ネブライザーで吸

入させた。ついで好中球エラスターゼをPBS 

に溶解し、エーテル麻酔下にC57/B6 マウスに

点鼻し、下気道へaspirationさせた。これを

Day 1, 4, 7 の3 回行った。Day 8,11,14, 20 

にマウスを気管支肺胞洗浄し、また光顕標本

を作成した。染色はHE染色とPAS/Alcian blue

染色を用いた。気管支肺胞洗浄液(BALF)中の

総細胞数を算定し、またMay-Grünwald-Giemsa 

染色標本により細胞分画を算定した。さらに

BALF上清中のサイトカインやロイコトリエン

B4をELISAキットで測定した。杯細胞化生につ

いてはPAS/Alcian blue 染色標本を作成し、

Nagai1)らの方法により200 mm 以上の気管支

の気道上皮にしめる杯細胞の割合でスコア化

し、その総和の平均値で評価した。またM3受

容体抗体を用いて免疫染色を行った。次にす

でに確立した杯細胞化生に対する受容体阻害

薬の治療的効果についても検討した。すなわ

ち、C57/B6 マウスにエラスターゼをDay 1, 4, 

7 の点鼻投与で杯細胞化生を作成し、その後、

チオトロピウムを吸入させた群と生食吸入群

に分割し、さらに連続してエラスターゼをDay 

10,13,16 に点鼻してDay 20 に上記と同様の

解析を行った。 

 

(2) 培養上皮細胞を用いた粘液産生に対する

in vitro の検討 

粘液産生能のあるヒトのmucoepidermoid 

carcinomaのcell lineであるNCI-H292細胞を

用いてM3受容体が存在するか、抗ヒトM3受容

体抗体を用いて免疫染色を行った。この受容

体の機能発現を可視的に確認するため、カル

バコールを用いて、Kondo2)の報告に基づき



Fura-2法で細胞内Ca濃度を測定し、受容体阻

害薬の抑制効果も検討した。次にエラスター

ゼまたはカルバコールで刺激後、細胞を洗浄

し培養、24 時間後に細胞を剥離回収し、cell 

lysateを作成後、MUC5AC の濃度をTakeyama3)

の報告に基づきELISA 法で測定した。また、

これらの反応がムスカリン受容体阻害薬など

により抑制されるかを検討し、エラスターゼ

による粘液産生におけるムスカリン受容体と

の関わりの有無を検討した。 

さらにCOPDの治療薬として期待されているフ

ォスフォジエステラーゼ4（PDE4）阻害薬のエ

ラスターゼ刺激による粘液産生への影響につ

いても検討した。PDE4阻害薬としては現在臨

床使用が可能なイブジラストを用いた。

NCI-H292細胞をイブジラスト存在下にエラス

ターゼで刺激し、その細胞溶解液中のMUC5AC

濃度をELISAで測定した。そのシグナル伝達機

構の解明のため細胞内cAMPの濃度もEIAで測

定した。 
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４．研究成果 

(1) エラスターゼ誘起性杯細胞モデルにおけ

る検討 

エラスターゼ気道内投与は気管支上皮に杯細

胞化生と気道周囲の炎症細胞浸潤をもたらし

た。この反応はチオトロピウムで著明に抑制

された（図１）。また気管支肺胞洗浄液中の好

中球、好酸球細胞数の増加もチオトロピウム

で抑制された。また気管支肺胞洗浄液中のKC、

ロイコトリエンB4の増加はチオトロピウム投

与により有意に抑制された。さらに気道上皮

細胞、炎症細胞にM3受容体の発現が認められ

たが、チオトロピウムの投与により発現が低

下した。エラスターゼ誘起性杯細胞化生が確

立した後にチオトロピウムを投与しても、杯

細胞化生の抑制効果が認められた。 

 

図１エラスターゼ誘起性杯細胞化生に対する

チオトロピウムの抑制効果 

a)エラスターゼ投与群、b)チオトロピウム＋

エラスターゼ投与群 PAS/AB染色、Scale=200

㎛. 

 

(2) 培養上皮細胞を用いたin vitroでの検討 

①ムスカリン受容体阻害薬の検討 

粘液産生能を有するNCI-H292細胞にM3受容体

が発現していることを免疫染色で確認した。

次いで、コリン作働薬であるカルバコールで

刺激したところ、MUC5ACの産生は増加した。

この反応はチオトロピウムにより有意に抑制

された。また、Fura-2法を用いて、本細胞の

細胞内カルシウム動態への影響を検討した。

その結果、カルバコールは細胞内カルシウム

上昇を惹起し、ムスカリン受容体阻害薬はこ

の反応を有意に抑制した。以上のことから、



NCI-H292細胞のM3受容体の活性化は細胞内カ

ルシウムを上昇させ、粘液産生を引き起こす

ことが示唆された。次に、NCI-H292細胞にエ

ラスターゼ刺激を行ったところ、有意に

MUC5AC産生が亢進した。この反応はチオトロ

ピウムやイプラトロピウムの前処置 により、

用量依存性に抑制された。以上のことから、

エラスターゼ刺激はNCI-H292細胞のM3ムスカ

リン受容体の活性化を通して粘液産生をもた

らし、ムスカリン受容体阻害薬は粘液産生を

抑制することが示唆された（図２）。 

 

図２ NCI-H292細胞におけるMUC5AC蛋白の産

生に対する薬剤の効果 

NE;好中球エラスターゼ,Tio;チオトロピウ

ム,Ipra; イプラトロピウム, Carb; カルバ

コール. 

チオトロピウム、イプラトロピウムはエラス

ターゼ刺激によるMUC5AC産生を抑制する。ま

たチオトロピウムはカルバコール刺激による

MUC5AC産生を抑制する。 

 

②PDE4阻害薬の検討 

PDE4阻害薬であるイブジラストもエラスター

ゼ刺激によるMUC5AC産生亢進を有意に抑制し

た。またイブジラストはエラスターゼ刺激後

の細胞内cAMP濃度を有意に増加させた。同様

に細胞外から投与した8-Br-cAMPもエラスタ

ーゼ刺激後のMUC5AC 産生亢進を有意に抑制

した。以上のことから、イブジラストは細胞

内cAMPの増加を介してエラスターゼ刺激後の

粘液産生を抑制することが示された。 

 

(3) 本研究の評価と今後の展望 

以上の結果から、COPD 治療薬であるムスカリ

ン受容体阻害薬、PDE4 阻害薬は抗炎症作用と

気道上皮細胞への直接作用により過分泌を

抑制する可能性が示された。本研究の主たる

成果は Eur Respir J（発表論文⑥） に掲載

され、COPD 治療における過分泌に対してのチ

オトロピウムの作用機序を解明したことか

ら海外からも注目されている（Karaklulakis 

G., Mediators Inflamm 2012, Yohannes AM., 

Int J Chron Obstruct Pulmon Dis 2013）。

さらに、COPD や気管支喘息の過分泌病態にお

いてカルシウム活性化クロルイオンチャネ

ルが関わっていることも報告されているこ

とから、その阻害薬である niflumic acid の

過分泌治療への可能性についても研究を発

展させた。その結果、動物実験モデルを用い

て niflumic acid が気道杯細胞からの分泌反

応を抑制することを見出した（発表論文①）。

以上の成果は既存の治療薬のみならず、過分

泌に対する新規治療法への道を開くもので

あり、今後さらなるメカニズム解明のための

研究を展開する予定である。 
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