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研究成果の概要（和文）：　ヒト培養気道上皮細胞株において、タバコ煙抽出液(CSE)曝露後に気道炎症の初期
段階として産生される気道粘液（MUC5AC）を測定した。GABAB受容体刺激薬であるバクロフェンを前処置または
後処置したがMUC5ACの産生量に影響はなかった。GABAB受容体拮抗薬を同様に投与したが有意な変化はみられな
かった。CSE暴露後の気道上皮細胞株において炎症収束因子（リゾルビン）の発現を経時的に測定したが有意な
変化がみられず、測定方法や測定時間の設定に問題があった可能性がある。
　気道上皮細胞において喫煙で惹起される炎症の発生・収束にGABABの関与を証明することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：Airway mucus (MUC 5 AC), which is known to play an important role as a first
 step of airway inflammation, was measured after cigarette smoke extract (CSE) exposure in human 
cultured airway epithelial cell line. Pre-treatment or post-treatment of baclofen (a GABAB receptor 
stimulant) or CGP35348 (one of the GABAB receptor antagonists) had no significant effect on the 
production of MUC5AC. Expression of the inflammatory convergence factor (resolvin D2) was measured 
over time in airway epithelial cell line after exposure to CSE using ELISA kit. However, there was 
no significant change in production of resolvin D2. There may be some technical problems in 
measurement settings.
These results failed to demonstrate the involvement of GABAB receptors in the development and 
convergence of inflammation induced by smoking in airway epithelial cells.

研究分野：麻酔科学
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１． 研究開始当初の背景 
（１）神経伝達物質として知られるγ- 
aminobutyric acid （GABA）に対する受容体
は現在GABAA,B,C受容体の三種が同定されて
おり、主に中枢神経系に存在しているが、神
経系以外の末梢組織にも発現していること
が注目されている。近年 GABAA 受容体が気道
上皮に発現し、粘液の産生に関与すると報告
された。それに対し、本研究者はヒトおよび
guinea pigの気道上皮と気管平滑筋において
GABAB 受容体が存在することを発見し、さら
に、GABAB 受容体刺激によって細胞外シグナ
ル制御キナーゼ（ＥＲＫ）が活性化すること
や、GABAB 受容体を介した抑制性Ｇ蛋白の活
性化により細胞内サイクリックＡＭＰ産生
抑制がおこることも報告した。これらの研究
結果は呼吸器系のGABAB受容体がさまざまな
細胞活動に関わっている可能性を示唆して
いる。さらに本研究者は気道上皮細胞におい
て麻酔薬（プロポフォール）が GABAA 受容体
を介して炎症性サイトカイン産生を修飾し
ているというデータを得、気道免疫機構に
GABA 受容体がなんらかの役割を果たしてい
る可能性を示した（日本麻酔科学会第 57 回
日本学術集会 2010 にて発表）。しかし、気道
上皮における GABAB 受容体の生理学的、病理
学的役割についていまだ十分解明されてい
ない。 
（２）気道炎症の収束・抗炎症に重要な役割
をもつリゾルビンの受容体も同様に GPCR の
一つとして知られている。近年、GCRP 同士で
の複合体形成や、リガンド-受容体の相互作
用によって細胞機能が多様化することが知
られており、気道上皮・肺胞上皮における
GABAB 受容体がリゾルビン等と関連して気道
炎症の収束機転に関与する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
気道上皮細胞はサイトカイン、成長因子を
産生し、気道の免疫、炎症に重要な役割を果
たすとされる。本研究では培養気道上皮細胞
を用いてGABAB受容体が呼吸器系の細胞機能
に重要な役割を果たすこと、また、気道炎症
の収束に重要な役割をもつリゾルビンに対
する GABAB 受容体の相互作用を解明し、その
結果をもとに敗血症、呼吸器疾患モデルのラ
ットを作製して気道炎症修復に対する GABAB
受容体作動薬の作用を検討する。 
 
３．研究の方法 
培養ヒト気道上皮細胞のモデルとして、ヒ
ト肺粘液性類表皮癌細胞株である、NCI-H292

細胞を継代培養して用いた。NCI-H292 細胞を
10% 仔牛血清および、抗生剤含有 RPMI-1640
液体培地で培養し、80％コンフルエント状態
になった時点で血清を除いた培地で 24 時間
インキュベーションした。その後、タバコ煙
抽出液（CSE）を加えて培養した。CSE 刺激か
ら 16時間後に抗 MUC5AC モノクローナル抗体
を用いて培養液中に分泌された気道粘液
（MUC5AC）を、slot blot 法で測定した。Slot 
blot で得られたバンドの濃さをデンシトメ
トリーで数値化し、定量化した。さらに、そ
の作用がGABAB受容体を介したものかを検討
するため、GABAB 受容体拮抗薬や刺激薬を前
処置してMUC5ACの産生量の変化を検討した。 
次にCSEによる刺激での気道粘液（MUC5AC）産
生を気道炎症のポジティブコントロールとし
て用い、炎症惹起後のリゾルビンD2（炎症収
束因子として知られる物質）の産生・分泌の
経時変化を検討しようとした。各刺激後の培
養液中および細胞のリゾルビンD2について
ELISA法を用いて定量的に測定した。 
統計処理は分散分析（with Bonferroni 
test）をおこない、p < 0.05 を有意とした。 
 
４．研究成果 
NCI-H292 細胞の培養液中に CSE を加えて
16 時間培養維持すると濃度依存性に MUC5AC
の産生・分泌の増加が確認されたものの、細
胞の継代を進めるにしたがい、MUC5AC の増加
現象に再現性が見られなくなり一定した結
果が得られなくなってしまった。そのため、
CSE の作製方法や刺激濃度・時間を調整した
り、MUC5AC 検出のための slot blot 法の条件
や、NCI-H292 細胞の培養条件を調整したり、
異なるロットの凍結細胞や早い継代数での
細胞を使用してみたりしたが、以前得られて
いた MUC5AC 増加量よりも変化量が少ないま
まであった。文献検索や学会での情報収集に
努めたが原因は明らかにできなかった。よっ
て新たに細胞を購入し、継代培養中に細胞が
過剰成育して形質変化が起きないよう留意
して再度実験をおこなったところ、CSE 刺激
（市販たばこ 1本分の煙を 50ｍLの培養液中
へバブリングしたものを 100％CSE として 10
－20％CSE で反応を観察）でのムチン産生や
炎症性サイトカイン（IL-8）の産生は有意に
増加した。しかし炎症収束因子といわれるリ
ゾルビンＤ２の産生についてはCSE刺激によ
り経時的にサンプルを採取しても有意な変
化はみられなかった。慢性的なタバコ暴露の
現象を観察するのが目的であったため暴露
時間が 1 時間から 48 時間と長く設定してお



り、長期間ではリゾルビンが不安定となり、
その経時変化を捉えられなかった可能性が
あった。そこで炎症性サイトカインであるＴ
ＮＦαを細胞培養液へ添加してその後のリ
ゾルビン D２の短時間での産生について経時
的に測定したがリゾルビンの測定は感度以
下となり、うまくいかなかったため、次のス
テップである、炎症収束因子の調節に GABAB
受容体アゴニストやアンタゴニストの作用
をみる段階には至らなかった。リゾルビン D2
の測定にはELISAキットを用いて測定したが、
リゾルビンは脂質性のメディエーターであ
り、培養液中の測定を行うには刺激時間も測
定系についてもその安定性が問題であった
可能性がある。学会・論文検索等で情報収集
したところ脂肪酸代謝物を網羅的に測定す
る質量分析の測定系が有用と判明したが当
研究施設・共同研究施設では測定できず、研
究期間内に解決することができなかった。 
CSE刺激により産生増加したMAC5ACに対して、
GABAB 受容体拮抗薬（CGP35348 100μg）お
よびGABAB受容体刺激薬 （バクロフェン100
μg）の前処置で産生量に有意な変化がなく、
培養気道上皮細胞においてCSEによる炎症反
応にGABAB受容体の関与は証明されなかった。 
喫煙と炎症に関連した臨床研究として、喫
煙状況と肺悪性手術後の遷延性術後痛との
関連性を検討する研究を追加した。2011 年お
よび 2013 年それぞれ 6カ月間の肺悪性腫瘍
手術 80 症例を診療録より抽出し後ろ向きに
調査した。統計処理は Fisher の正確検定を
用いた。抽出期間の間は術後痛に対する別の
介入研究が行われていたため対象から除外
している。術後 3ヵ月で 16％、6ヵ月で 7％
の患者に創部痛が残存していた。術後鎮痛薬
は主治医により処方され、2011 年には術直後
より全例ロキソプロフェン 180mg/日（10 - 59
日間）が、2013 年には全例セレコキシブ
400mg/日（6 - 166 日間）が投与されていた。
術式（開胸/鏡視下）や麻酔法でも遷延性術
後痛発生に差はなかった。コデインを追加さ
れた症例は有意に術後1,3,6カ月後の創部痛
（＋）症例が多く、術後１カ月に鎮痛薬処方
がある症例では有意に3ヵ月後にも鎮痛薬処
方があった。術後鎮痛薬の COX2 選択性は遷
延痛発生に影響しないことが示唆され、また
従来の報告通り、コデインの追加処方を要す
るような強い痛みは遷延痛に関連する可能
性があることがわかった。喫煙者（手術前 1
年未満の禁煙）は全体で 20％いたが遷延性術
後痛の発生と有意な関連性はみられなかっ
た。今回の研究では喫煙による炎症反応増強、

創部炎症収束遅延や術後痛の遷延化助長の
可能性は証明できなかったが、今後は肺手術
後症例を対象とした炎症反応の推移や術後
感染症・術後呼吸器合併症のイベントと喫煙
状況の関連性をさらに症例数を増やして検
討する予定としている。 
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