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研究成果の概要（和文）：正常ヒト気道平滑筋細胞を用いた実験においてメカニカルストレス刺激により細胞内からの
ATP放出が認められ、強度・時間依存性に認められた。
正常ヒト肺線維芽細胞を用いた実験において、細胞伸展装置を用いて伸展刺激を与え、さらに繰り返し伸展刺激を与え
た後の細胞上清のATP濃度を測定した。細胞伸展刺激によりCa濃度は速やかに上昇し、強度依存的に認められた。またC
a濃度の上昇とともにATP濃度の上昇も認められた。
以上の知見よりメカニカルストレスにより気道平滑筋細胞や肺線維芽細胞においてCaシグナルを介したATP放出が認め
られ、肺炎症疾患の病態に関してのメカニカルストレスの関与が推測された。

研究成果の概要（英文）：This study was designed to determine whether mechanical stretching affects lung 
disease such as ALI/ARDS, asthma, COPD and interstitial pneumonia. We investigated whether mechanical 
stretch induces ATP release from airway smooth muscle cells. Concentrations of ATP in cell culture were 
significantly elevated by cyclic stretch. We further visualized the stretch-induced ATP release from the 
cells in real time using a luminescence imaging system. In primary human lung fibroblasts, the 
intracellular Ca2+ concentration transiently increased in a strain-dependent manner following mechanical 
stretching and subsequent unloading. Moreover, cyclic stretching induced significant ATP releases from 
fibroblasts. Our findings suggest that increased intracellular Ca2+ concentration in airway smooth muscle 
cells and lung fibroblasts in response to mechanical stress would play a role in physiology and 
pathophysiology of athma, COPD, ALI/ARDS and interstitial pneumonia.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： メカニカルストレス　ATP　カルシウム
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１．研究開始当初の背景 
ALI/ARDS は肺の炎症と血管透過性亢進を

基本病態とした疾患群である。様々な臨床研
究がなされているが、薬物治療として全身ス
テロイド療法・好中球エラスターゼ阻害剤・
抗凝固療法などが挙げられるが確立された
ものはなく、死亡率は約 40%と予後の悪い病
態であり、病態解明・治療開発が緊急の臨床
課題となっている。生存する上で様々なスト
レスを受けているが、この多様なストレスの
中でメカニカルストレスは生体内の細胞や
組織に負荷される物理的な刺激である。
ALI/ARDS においては、呼吸による肺の過伸展
や末梢血管の血流・血圧の増加によりメカニ
カルストレスにさらされている。さらに呼吸
不全に対して人工呼吸器による機械換気が
必要となるが、この呼吸器管理による肺の受
動的な伸展・弛緩の繰り返しは肺微小血管内
皮細胞傷害などを介して VILI を生じる。こ
のようなALI/ARDSの病態の条件下において、
肺微小血管内皮細胞は過剰なメカニカルス
トレスを受け続ける環境下にある。このよう
な病態においては過剰な伸展刺激が与えら
れ、傷害と線維化がさらに進行する。この機
械的伸展刺激と ALI/ARDS の重症化のメカニ
ズムにおいて明らかにされていない。 
気道壁内の気道平滑筋細胞は持続的機械

刺激を受けており、この機械刺激によりさま
ざまな細胞機能が影響を受ける。細胞外 ATP
は気道におけるメディエーターとして働く
ことに加え、喘息や COPD の病態に重要な役
割を果たすこと考えられている。しかしなが
ら、気道内の ATP 放出に関わる気道平滑筋細
胞の役割は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ALI/ARDS・COPD・喘息・間
質性肺炎などの肺炎症疾患の病態における
機械的刺激（メカニカルストレス）による肺
線維芽細胞・気道平滑筋細胞などのヒト正常
細胞における Adenosine Triphosphate（ATP）
の産生、さらにこれらの肺炎症疾患における
ATP の役割を解明することである。具体的に
は申請者らが以前より実験手法として確立
している培養細胞伸展装置を使用して、ヒト
肺線維芽細胞やヒト気道平滑筋細胞におけ
る ATP 産生を確認し、そのメカニズムを解明
する。このことにより肺炎症疾患における
ATP の役割を解明することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）正常ヒト気道平滑筋細胞を使用し、細
胞伸展装置を使用して水平方向の伸展刺激
を与えた。細胞上清 ATP 濃度は、ルシフェリ
ン・ルシフェラーゼ反応による発光測定で評

価した。細胞内 Ca2+濃度は fura-2 蛍光強度
比で測定した。画像強調と高感度 EM-CCD カ
メラ機能を有する顕微鏡を使用しATP放出に
よる発光をリアルタイムで観察した。 
（２）正常ヒト肺線維芽細胞をコラーゲンコ
ーティングしたシリコン膜上で培養し、細胞
伸展装置を用いて伸展刺激を与えた後に強
度 10％～30％の単回伸展刺激による細胞内
Ca2+濃度の変化を fura-2 蛍光強度比により
測定した。繰り返し伸展刺激を与えた後の細
胞上清の ATP 濃度はルシフェリン・ルシフェ
ラーゼ反応による発光にて測定した。
Cytochalasin Dのアクチン細胞骨格に対する
効果は蛍光 phalloidin 染色にて観察した。 
４．研究成果 
（１）ヒト気道平滑筋細胞による結果 
①繰り返し伸展刺激による ATP 放出 
 細胞上清 ATP 濃度はストレッチ強度 12％、
20％の周期的伸展刺激（10回/分および 30 分
/分）によって有意に増加した。伸展刺激
（20％,30 回/分）による ATP 濃度上昇は
10-15 分で最大となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 1 ATP 放出におけるメカニカルストレスの効果 
 
②伸展刺激によるATPリアルタイムイメージ
ング画像 
強度 22％、1秒間の伸展刺激によって数個

の細胞からATPが放出され周囲へ拡散する様
子が観察された。ATP 放出箇所の分布は不均
一であった。 
 
③伸展刺激によるATPリアルタイムイメージ
ングの経時的変化 
強度 22％、1秒間の伸展刺激後、28 箇所か

ら ATP 放出が観察された。ATP 濃度は伸展刺
激約30秒後に最大となり、次第に低下した。
ATP 放出時間は発光強度変化率の最大値と最
小値を呈した時点の時間差で計算され、代表
例では 29 秒間であった。28 箇所の ATP 放出
時間の範囲は平均 66.5 秒であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ATP 放出の経時的変化 
 
④複数回伸展刺激によるATP放出のリアルタ
イムイメージング 
15 分以上の間隔を開けて、14％、22％、31％

の順に連続した 3 回の伸展刺激を与えた。
14％伸展刺激により観察範囲内で１箇所 ATP
放出を認めた。22％、31％伸展刺激による ATP
放出細胞数はそれぞれ 28、22 箇所で ATP 濃
度の最大値は同等であった。22％と 31％伸展
刺激に応答して一部ATP放出の重複を認めた
が、多くは 1回のみ ATP を放出した。 
 
⑤伸展刺激による ATP 放出機序における
vesicular exocytosis の役割 
Ca2+依存性 vesicular exocytosis を阻害

す る 作 用 を 有 す る 薬 剤 (BPTA, 
N-ethylmaleimide, monensin, bafilomycin）
はいずれも伸展刺激（20％, 30 回/分）によ

る細胞上清ATP濃度の増加を抑制した。一方、
pannexin hemichannel 阻 害 剤
（carbenoxolone）は伸展刺激による細胞上
清ATP濃度上昇との関連は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Ca 阻害薬の効果 
 
⑥伸展刺激による ATP 放出に対する
rhuthenium red の効果 
TRPVチャネルファミリー阻害薬ruthenium 

red は GSK1016790A による Ca2+濃度の増加を
抑制した。一方、20％伸展刺激による細胞上
清 ATP 濃度の増加を抑制しなかった。 
 
以上より、ヒト気道平滑筋細胞が伸展刺激に
応答してATPを放出し、その機序がvesiculat 
exocytosis によることが示された。また ATP
放出と Ca2+濃度上昇における TRPV の関与は
否定的であった。 
 
（２）ヒト肺線維芽細胞による結果 
①ヒト肺線維芽細胞は伸展刺激により Ca2+
濃度が一過性に上昇する。 
伸展刺激により Ca2+濃度は速やかに上昇

しピークを形成し、ゆっくり低下した。この
一過性 Ca2+濃度上昇は強度依存的(10%-30%)
であった。低浸透圧刺激による細胞膜伸展刺
激でも同様に Ca2+濃度上昇が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Ca2+濃度におけるメカニカルストレスの効果 
 
②Ca2+濃度上昇は細胞外からの Ca2+流入に
よりもたらされる 
Ca2+未添加の細胞外液に EGTA を加えた細

胞外液を作成し、伸展刺激を与えたところ、
Ca2+濃度上昇は著しく抑制された。また、選
択的伸展活性型イオンチャネル阻害薬
GsMTx-4、伸展活性型チャネル阻害薬 Gd3+、
非選択的 Ca2+チャネル阻害薬 ruthenium red
を加えたが Ca2+濃度上昇は抑制されなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 Ca 阻害薬の効果 
 
③Ca2+濃度上昇と ATP 放出の関係 
伸展刺激により細胞上清のATP濃度は有意に
上昇した。しかし、ATP 分解酵素 apyrase や
プリン受容体阻害薬 suramin において、伸展
刺激による Ca2+濃度上昇は抑制されなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 ATP 放出におけるメカニカルストレスの役割 
 
④Ca2+流入とアクチン細胞骨格の関係 
ヒト肺線維芽細胞のアクチン細胞骨格は、ア
クチン重合阻害薬 cytochalasin D において
効果的に阻害されていることが確認された。
次に cytochalasin D 処理後の肺線維芽細胞
に伸展刺激を与えたところ、Ca2+上昇は抑制
されなかった。 
 
以上より、ヒト肺線維芽細胞は伸展刺激によ
り、細胞外からの Ca2+流入による Ca2+濃度
の上昇と ATP を放出することが示された。 
 
本研究にいて、肺炎症疾患において細胞内
Ca2+濃度の上昇とATP放出を介したメカニカ
ルストレスの関与が示唆された。 
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