
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６９０

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

アレルギー性炎症に及ぼすメタボリック症候群の影響の解析と治療応用への試み

Analysis of metabolic syndrome on allergic diseases.

２０４５３６９９研究者番号：

鈴川　真穂（Suzukawa, Maho）

独立行政法人国立病院機構東京病院（臨床研究部）・その他部局等・その他

研究期間：

２５４６１１６８

平成 年 月 日現在２８   ５ １３

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、メタボリック症候群と喘息との関連のメカニズムを解明することを目的とした。
まずヒト気道上皮細胞株、BEAS-2Bがレプチンのレセプター、Ob-Rを遺伝子およびタンパクレベルで発現することを確
認した。さらにBEAS-2Bをレプチンで刺激すると、接着因子の発現およびサイトカイン産生が増強し、細胞死が抑制さ
れた。また、レプチンは正常ヒト気道上皮細胞の遊走能を増強した。以上の結果から、肥満による喘息増悪の機序とし
て、レプチンによる気道上皮細胞に対する活性作用が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study investigated the effects of leptin on human airway epithelial 
cells by using human primary airway epithelial cells and a human airway epithelial cell line, BEAS-2B. 
Airway epithelial cells expressed leptin receptor (Ob-R). Leptin enhanced ICAM-1 expression and 
production of CCL11, G-CSF, VEGF, and IL-6 by BEAS-2B cells. Leptin induced migration of primary airway 
epithelial cells toward leptin, suppressed BEAS-2B apoptosis, and enhanced proliferation of primary 
airway epithelial cells. In summary, leptin was able to directly activate human airway epithelial cells.

研究分野：呼吸器内科
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、本邦のみならず世界において気管支
喘息を始めとしたアレルギー疾患は増加の一
途にあり、その病態解明は大きな課題である。
肥満は喘息の重要な増悪因子として指摘され
ているが、最新の喘息ガイドライン(JGL 
2009)でも喘息の発症・増悪の危険因子として
肥満が記載されている。しかしながら現在ま
でに肥満やメタボリック症候群とアレルギー
疾患との関連メカニズムを検討した研究は極
めて少ない。 
	 肥満は、呼吸生理面への影響のみならず、
様々な液性因子(アディポカイン)を介してア
レルギー疾患に影響することが近年明らか
になってきた。申請者は、アディポカインで
あるレプチンがヒト好塩基球を強力に活性
化することを最近報告した（J Immunol 
186:5254,2011）。そこで肥満や糖尿病を含
むメタボリック症候群と喘息との関連のメ
カニズムを、気道構成細胞に対する影響を含
めさらに包括的に検討し明らかにするため、
本研究を計画した。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、炎症の場でもある気道およ
び肺の構造細胞に対するアディポカイン、レ
プチンの作用と、その機序を解明することで
ある。 
３．研究の方法 
⑴	 細胞 
	 ヒト培養気道上皮細胞株、BEAS-2B、ヒト
気管支上皮細胞（NHBE）を用いた。 
	 帝京大学倫理委員会による承認を受けた後、
患者のインフォームドコンセントを得た上で、
帝京大学呼吸器外科において腫瘍等により肺
葉切除手術を受けた患者切除肺から、NHBE
を分離し、LHC-9メディウムで培養した。継
代数１〜３の細胞を用いて、実験を行った。 
⑵	 細胞表面分子発現 
	 細胞表面に発現しているレプチンレセプタ
ー、Ob-R、および接着分子、ICAM-1の発現
は、Carboxyfluorescein (CFS)-conjugated 
mouse antileptin receptor mAb (IgG2b, 
clone 52263)、FITC-conjugated mouse 
antihuman ICAM-1 mAb (IgG1, clone 
84H10)を用いて染色し、フローサイトメトリ
ーにより解析した。 
⑶	 ELISA 
	 細胞を24 well culture plateで72時間レプ
チン刺激し、プロテアーゼインヒビターを加
えたRIPAバッファーでcell lysateを作成した。
そのcell lysateのICAM-1を、human ICAM-1 
ELISA kit (Abcam)を用いて測定した。 
⑷	 ウエスタンブロット 
	 細胞をレプチンと100 nMカリクリンで刺
激した後、プロテアーゼインヒビターを加え
たRIPAバッファーでcell lysateを作成した。
電気泳動、転写を行った後、antihuman 
RelA/NFkB p65, antihuman 
phospho-RelA/NFkB p65, antihuman 
GAPDH  antibodiesで染色を行った。 

⑸	 Real-time PCR 
	 Taqmanプローブと、プライマーを用いて、
7500 Real Time PCR System (Thermo 
Fisher Scientific)でReal-time PCRを行った。 
⑹	 LUMINEXアッセイ 
	 細胞培養上清中の27種類のサイトカイン値
は、Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex 
(Bio-Rad Laboratories) およびLUMINEX 
200 (Luminex)を用いて、測定した。 
⑺	 細胞遊走 
	 Boyden chamber法を用いて、細胞遊走能
を解析した。 
⑻	 細胞アポトーシス 
	 MEBCYTO apoptosis kit (MBL)を用いて
細胞を染色後、フローサイトメトリーでアポ
トーシスを解析した。 
⑼	 細胞増殖 
	 Cell Proliferation ELISA, BrdU Kit 
(Roche)を用いて染色後、iMark (Bio-Rad 
Laboratories)で細胞増殖能を解析した。 
⑽	 統計 
	 群間の差は one-way ANOVA を用いて解
析 し た 。 two-way ANOVA を 用 い て
interaction test を行い、相乗/相加作用を解
析した。 
４．研究成果 
⑴	 レプチンによる気道上皮細胞の ICAM-1
発現増強 
	 レプチンは、NHBEおよび BEAS-2Bの細
胞表面 ICAM-1発現レベルを増強した（図 1）。 
 
図１．気道上皮細胞表面の ICAM-1発現。A. 
NHBE、B. BEAS-2Bを、レプチン 0 (点線)、
10 (黒実線) mMで 24時間刺激後、細胞表面
の ICAM-1発現をフローサイトメトリーで解
析した。灰実線は、コントロール抗体で染色
した細胞を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その作用は濃度依存的に増強し、10 mM で
最大となった。また、cell lysate を用いて
ELISA で測定した ICAM-1 も、レプチンの
濃度依存的に上昇し、レプチン 0.1-0.3 mM
で最大となった（図２）。以上の結果より、
レプチンは気道上皮細胞の ICAM-1発現を亢
進することが明らかになった。 
 
図２．気道上皮細胞表面の ICAM-1 発現。
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BEAS-2Bをレプチンで 72時間刺激後に cell 
lysateを回収し、細胞内の ICAM-1を ELISA
で測定した。バーは SEMを示す (n = 4). * P 
< 0.05 vs. レプチン刺激無しの細胞. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑵	 レプチンによる NFkB p65のリン酸化 
	 上記のレプチンによる BEAS-2B細胞表面
の ICAM-1発現増強作用は、NFkBの阻害薬
である BAY11-7082を添加することで、著明
に抑制された（図３）。BEAS-2B における
NFkB p65のリン酸化は、レプチン刺激後 15
分程度から認められ、30 分、60 分後と経時
的に増強した（図４）。以上の結果より、レ
プチンは、NFkBのリン酸化を介して気道上
皮細胞の ICAM-1発現を亢進することが明ら
かになった。 
 
図３．BEAS-2Bの ICAM-1発現。BEAS-2B
を、レプチン 0 (点線)、10 (黒実線) mM で
24 時間刺激後、細胞表面の ICAM-1 発現を
フローサイトメトリーで解析した。レプチン
と同時に、BAY11-7082を添加した細胞を灰
色で示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．BEAS-2Bにおける NFkB p65のリン
酸化。レプチン刺激後 0-60 分後のリン酸化
NFkB p65およびGAPDHの発現をウエスタ
ンブロットで解析した。 
 
 
 
 
 
⑶	 気道上皮細胞による Ob-Rの発現 
	 real-time PCRおよびフローサイトメトリ
ーにより、BEAS-2B に Ob-R の発現を認め
た（図５）。Ob-R に対する siRNA をトラン
スフェクトすると、BEAS-2B の Ob-R 発現
は抑制された（図６）。さらに、Ob-R siRNA

をトランスフェクトした細胞においては、レ
プチンによる ICAM-1 mRNA 発現増強作用
を認めなかった（図７）。以上の結果より、
レプチンは Ob-Rを介して、気道上皮細胞の
ICAM-1発現増強作用を示していることが明
らかになった。 
 
図５．BEAS-2B 細胞表面の Ob-R 発現。フ
ローサイトメトリーにより、BEAS-2B 細胞
表面の Ob-R発現（点線）を解析した。コン
トロール抗体で染色された細胞を灰色で示
す。レプチン 10 mMで刺激後（黒塗り）の
細胞は、Ob-Rの表面発現が低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．BEAS-2Bによる Ob-R mRNAの発現。
Real-time PCRで Ob-R mRNAの発現を解
析した。Control RNA（白色）、Ob-R siRNA
（黒色）をトランスフェクトた細胞を示す。
バーは SEMを示す (n = 4). * P < 0.05 vs. 
control RNAをトランスフェクトした細胞. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．BEAS-2Bによる ICAM-1 mRNAの発
現。Real-time PCRで ICAM-1 mRNAの発
現を解析した。Control RNA（白色）、Ob-R 
siRNA（黒色）をトランスフェクトした細胞
をレプチン 0または 10 mMで刺激した細胞
を示す。バーは SEMを示す (n = 6). * P < 
0.05. 
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⑷	 レプチンによる気道上皮細胞のサイト
カイン産生 
	 BEAS-2Bをレプチンで刺激すると、IL-6、
CCL11、G-CSF、VEGF の産生が増強した
（図８）。 
 
図８．BEAS-2B からのサイトカイン産生。
BEAS-2B をレプチン（mM）で２４時間刺
激し、上清中のサイトカインを LUMINEX
法により測定した。バーは SEMを示す (n = 
5). * P < 0.05 vs 無刺激の細胞. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑸	 レプチンによる気道上皮細胞の遊走能 
	 NHBEの遊走能は、レプチンの濃度依存的
に増強し、レプチン 10 mMで最高の遊走能
を認めた（図９）。 
 
図９．レプチン刺激によるNHBEの遊走能。
Boyden chamber の上室に 104個の NHBE
を入れ、下室にレプチンを入れて、６時間後
の下室への遊走細胞数をカウントした。バー
は SEMを示す (n = 3). * P < 0.05, ** P < 
0.01 vs レプチンなしの自然遊走能. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑹	 レプチンによる気道上皮細胞のアポト
ーシス 
	 BEAS-2B のアポトーシス細胞の割合はレ
プチンの濃度依存的に減少し、レプチン 10 

mMで有意に抑制された（図１０）。 
 
図１０．レプチン刺激による BEAS-2Bのア
ポトーシス。TNF-α 10 ng/ml, IFN-γ 15 
ng/ml と共に、レプチンを入れて 72 時間培
養した BEAS-2Bのアポトーシス細胞の割合
を、フローサイトメトリーで測定した。バー
は SEMを示す (n = 4). * P < 0.05 vs レプ
チンなしの細胞. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 以上、本研究から、レプチンは、気道上皮
細胞の ICAM-1発現を増強し、遊走、サイト
カイン産生、生存を誘導することが明らかに
なった。肥満による喘息増悪の機序として、
レプチンによる気道上皮細胞に対する作用
が関与する可能性が示唆された。 
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