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研究成果の概要（和文）： 

好酸球は喘息をはじめとしたアレルギー疾患の病態形成に関わっている。我々は主に炎症細胞

に発現し、遊走・生存など様々な細胞機能を制御することが知られているPI3Kgammaの好酸球

機能への影響を、選択的阻害薬を用いて検討した。その結果、PI3Kgamma選択的阻害薬が好酸

球のeotaxinによる遊走・活性化を抑制することを見いだした。本研究により、PI3Kgammaが

好酸球の細胞機能に重要な役割を果たすことが明らかとなり、PI3Kがアレルギー疾患治療の新

たなターゲットとなりうることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  Eosinophils are involved in the pathogenesis of asthma.  In this research, we 
investigated the role of PI3Kgamma for functions of human eosinophils using PI3Kgamma 
selective inhibitor.  As a result, PI3Kgamma selective inhibitor suppressed 
eotaxin-induced eosinophil migration and activation.  This study indicates that 
PI3Kgamma is involved in human eosinophil function and PI3Kgamma might be new therapeutic 
target of asthma and allergic diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

 

現在でも喘息死患者は年間約2000人おり、

喘息の治療応用に向けた新規治療ターゲット

の検索は喘息研究における中核のひとつであ

る。喘息の病態は炎症細胞による気道炎症が

根幹にあると考えられており、炎症細胞をタ

ーゲットとした新規分子の探索が重要と考え

られる。本研究で検討を行う、

phosphoinositide 3-kinase(PI3K)gammaは、

主に炎症細胞に発現し、遊走・生存など様々

な細胞機能を制御することが知られている。

我々は既に、動物実験による検討から、
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PI3Kgammaのノックアウトマウスでは、喘息病

態の形成が減弱し、局所への好酸球集積が

Wild typeと比較し有意に抑制されることを

報告した。 

 
２．研究の目的 
 

以上の背景から、喘息病態に関与する主要
な炎症細胞である、好酸球について、
PI3Kgamma の細胞機能への関わりについて
PI3Kgamma 選択的阻害薬を用いて検討する。
以上の研究を通して PI3Kgammaをターゲット
とした喘息治療への臨床応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)末梢血好酸球の分離 
 ヒト好酸球の分離については、末梢血好酸
球の軽度上昇した健常人より、インフォーム
ドコンセントを行ったのち、同意を取得し、
末梢血を採取する。末梢血は、percoll によ
る比重遠心を行い、顆粒球を抽出したのち、
CD16マグネチックビーズを用いて、MACSシ
ステムにより negative selectionを行い、
好酸球を選択的に分離する。分離された好酸
球の純度は 99%以上のものを用いた。 
 
(2)好酸球生存能への影響の検討 
 分離好酸球を Vehicle、PI3K阻害薬
LY294002 および PI3Kgamma 選択的阻害薬
AS605240 で 1時間刺激し、その後の好酸球の
生存の変化（24 時間、48時間、72 時間）に
ついて検討した。具体的には、AnnexinV、PI
を用いて、好酸球と反応させ、生存への影響
を flowcytometer により検討した。 
 
(3) 好酸球接着能への影響の検討 
 Lab-Tech chamber slide を用いて、このス
ライドに接着分子である、ICAM-1 をコートし、
このスライドに対する好酸球の接着を検討
した。具体的には、Vehicle、PI3Kgamma 選択
的阻害薬で好酸球を 1 時間刺激したのち、
eotaxin 存在下、非存在下に ICAM-1がコート
されたスライドと 1時間反応させ、反応後
Diff Quick 染色にて細胞を染め、顕微鏡にて
スライドに接着した細胞数をカウントする
ことで、接着細胞について検討を行った。 
 
(4) 好酸球遊走能への影響の検討 
 Eotaxin による好酸球の遊走能に対する
PI3Kgammaの影響については、Boyden chamber
を用いて行った。具体的には、Vehicle、
PI3Kgamma 選択的阻害薬と 1 時間反応させた
好酸球を 5 mの孔のあいた膜で隔てた
chamber の上層に置き、下層に 10nMの
eotaxin を添加する。 
37度で 1時間培養を行ったのち、膜を染色し、

上層から下層に移動した好酸球数を顕微鏡
下にカウントを行うことで、遊走能への影響
を検討した。 
 
(5) 好酸球脱顆粒への影響の検討 
 EDN は好酸球の顆粒蛋白のひとつである。
好酸球の脱顆粒について eotaxin 刺激後の
EDN産生について ELISA法を用いて検討した。
具体的には、Vehicle、PI3Kgamma 選択的阻害
薬で 1時間前処理を行ったのち、20nMの
eotaxin で好酸球を刺激し、培養上清を採取
する。採取した培養上清について PI3Kgamma
の EDN産生への影響を EDN ELISA kit を用い
て検討した。 
 
(6) 好酸球遊走に対する影響の 
  メカニズムについての検討 
Eotaxin による好酸球の遊走増強については、
好酸球細胞表面の eotaxin 受容体 CCR3 の発
現増強や、細胞内シグナル経路、ERK1/2 のリ
ン酸化が関与していることが知られている。
PI3Kgamma 選択的阻害薬が eotaxin による好
酸球の遊走を抑制するメカニズムについて
各々を検討した。 
 
①好酸球細胞表面 CCR3受容体発現の検討 
 分離好酸球を Vehicle、PI3Kgamma 選択的
阻害薬で 1時間刺激したのち、FITCでラベル
された、抗 CCR3抗体と反応させ、CCR3発現
への影響をフローサイトメーターを用いて
検討した。 
 
②好酸球細胞内シグナル、ERK1/2 リン酸化へ
の影響 
 
分離好酸球を Vehicle、PI3Kgamma選択的阻
害薬で 1 時間刺激・前処理を行ったのち、
eotaxin 10nM で 1分間刺激後、フローサイト
メーターにより、ERK1/2 のリン酸化について
検討した。 
 
(7) 実験の解析方法 
 以上の実験の解析は、student t 検定を用
いて行った。P < 0.05を有意として検定を行
った。全ての結果のグラフは、標準誤差を用
いて表示している。 
 
４．研究成果 
(1) 好酸球生存能への影響の検討 
 
 PI3Kgamma 選択的阻害薬の好酸球生存への
影響を検討した。対照として、Pan-PI3K阻害
薬 LY294002も用いて実験を行った。Pan-PI3K
阻害薬刺激後の好酸球は、阻害薬非刺激群
(Vehicle)と比較して、24時間、48 時間後の
生存が有意に低下していた。一方で、
PI3Kgamma 選択的阻害薬を前処理した好酸球



 

 

では、Vehicle と同程度の生存曲線を描き、
vehicle との間に有意差を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 好酸球接着能への影響の検討 
 
 PI3Kgamma 選択的阻害薬の eotaxin による
好酸球接着能への影響を検討した。阻害薬非
刺激群では、eotaxin 刺激によって、eotaxin
非刺激群と比較し、有意に接着能の亢進を認
めた。この eotaxin による接着能の亢進につ
いて、PI3Kgamma 選択的阻害薬 AS605240 の前
処理により、濃度依存性に接着能の抑制を認
め、AS605240 100nM の濃度において、阻害薬
非刺激群と比較し、有意な接着能の抑制を認
めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 好酸球遊走能への影響の検討 
 
 Eotaxin による好酸球遊走に対する
PI3Kgamma 選択的阻害薬の影響について検討
した。阻害薬非刺激群では、eotaxin 刺激に
よって、有意な遊走能の亢進を認めた。 
この eotaxin による遊走亢進に対して、
PI3Kgamma 選択的阻害薬の前処理により、濃
度依存性に好酸球遊走の抑制が認められ、
AS605240 10nM, 100nM において有意な抑制が
観察された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 好酸球脱顆粒への影響の検討 
 
好酸球の活性化により、好酸球は内部の顆粒
蛋白を放出する。顆粒蛋白のひとつである、
EDN 産生を ELISA 法にて検出することで、
PI3Kgamma の好酸球脱顆粒に対する影響を検
討した。PI3Kgamma 選択的阻害薬非刺激群で
は、eotaxin 20nM 刺激によって、有意に EDN
産生亢進が認められた。この eotaxin による
EDN 産生亢進に対して、PI3Kgamma 選択的阻
害薬 100nM を前処理することで、有意に EDN
産生が抑制されることが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 好酸球遊走に対する影響の 
  メカニズムについての検討 
 
①好酸球細胞表面 CCR3受容体発現の検討 
 
 PI3Kgamma 選択的阻害薬が eotaxin による
好酸球遊走を濃度依存性に抑制することが
認められたことから、遊走抑制のメカニズム
について、eotaxin の受容体である CCR3の発
現を測定することで検討した。PI3Kgamma 選
択的阻害薬 AS605240を 3段階に濃度を変え、
CCR3 の好酸球表面上の発現をフローサイト
メーターを用いて検討したが、CCR3の発現は
Vehicle 群と同程度であり、いずれの濃度で
も非刺激群と比較し、有意な差を認めなかっ
た。 
 
 
 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②好酸球細胞内シグナル、ERK1/2 リン酸化へ
の影響 
 

PI3Kgamma 選択的阻害薬が eotaxin による
好酸球遊走を濃度依存性に抑制することが
認められたことから、遊走抑制のメカニズム
について、好酸球細胞シグナル ERK1/2 のリ
ン酸化を測定することで検討した。 

PI3Kgamma 選択的阻害薬 100nM で好酸球を
前処理したのち、eotaxin 刺激 1 分後の
ERK1/2 のリン酸化をフローサイトメーター
を用いて検討した。Eotaxin 10nM で好酸球を
刺激することで、ERK1/2 のヒストグラムが右
に移動し、リン酸化が確認されたが、
PI3Kgamma 選択的阻害薬で前処理された好酸
球のヒストグラムは左に移動していた。
MFI-ratio によって、有意差検定を行うと、
PI3Kgamma 選択的阻害薬で好酸球を前処理す
ることで、有意に ERK1/2 のリン酸化が抑制
されることが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 以上の、研究により、PI3Kgamma 選択的阻
害薬で好酸球を前処理することで、eotaxin
による、好酸球の①接着②遊走③EDN 産生が
有意に抑制されることが観察された。また、
この抑制のメカニズムについては、eotaxin
刺激による好酸球細胞内シグナル経路の
ERK1/2 のリン酸化を抑制することで引き起
こされることが示唆された。 
 
 好酸球は喘息をはじめとしたアレルギー
疾患の病態に重要な役割を果たす炎症細胞
と考えられている。今回の PI3Kgamma 選択的
阻害薬を用いた検討により、好酸球の接着、
遊走、活性化といった細胞機能に PI3Kgamma
が関与することが示唆された。 
 
 また、PI3K は多くの細胞の生存を含めた機
能に関与していることが知られているが、
Pan-PI3K 阻害薬を用いた生存への影響の検
討では、Vehicle 群と比較し、Pan-PI3K阻害
薬は有意に好酸球の生存を抑制したが、
PI3Kgamma 選択的阻害薬は、細胞の生存に影
響を及ぼさず、Vehicle と同程度の生存能を
示した。 
 
 動物実験における検討でも、 PI3K の
isoformである PI3Kalphaや PI3Kbetaのノッ
クアウトマウスは、マウスが胎生死すること
が報告されている。このことから、PI3Kのす
べての isoform を阻害する Pan-PI3K 阻害薬
は生体への多大な影響も懸念され、生体への
治療応用には難点を多く抱えている。 
 一方で PI3Kgammaのノックアウトマウスは、
マウスの生存に影響を及ぼすことはなく、ま
た今回の実験でもヒト好酸球に対して
PI3Kgamma 選択的阻害薬が生存に影響を及ぼ
さなかったことから、PI3Kgamma 選択的阻害
薬の細胞毒性・生体への影響は低いことが予
想される。 
 
 以上の結果より、PI3Kgamma 選択的阻害薬
は、生体細胞の生存に影響を及ぼすことなく、
好酸球の遊走や活性化を抑制する可能性が
あることから、喘息をはじめとしたアレルギ
ー疾患の新規治療ターゲットとして有望で
あると考えられる。 
喘息治療では吸入ステロイド薬の登場に

よりその治療効果や患者の QOLは飛躍的に向
上したが、ステロイド抵抗性など、吸入ステ
ロイドが奏功しない症例も存在し、わが国に
おいても年間約 2000 人の患者が喘息により
命を落としているという現状がある。今回の
研究では、PI3Kgamma 選択的阻害薬が、ステ
ロイド抵抗性の喘息患者に使用できる新た
な喘息治療薬となり得ることを明らかにし
たものであり、国内外の喘息治療において重
要な結果をもたらしたものと考えている。今

 

 

 



 

 

後、PI3Kgamma 選択的阻害薬の好酸球細胞機
能への影響を検討し、PI3Kgamma 選択的阻害
薬が臨床応用されることが期待される。 
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