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研究成果の概要（和文）：ヒト気管支平滑筋細胞(BSMC)はOGR1を介して細胞外酸性を感知し、サイトカインを産
生する。BSMCをpH6.3または7.4に調整した.0.1%BSA含有DMEMで刺激し、IL-8 mRNA発現をRT-PCRで、IL-8をELISA
で測定した。pH6.3刺激によりBSMCは十分量のIL-8を産生、遊離したが、OGR1をsiRNAによってノックダウンした
BSMCでは酸性刺激によるIL-8産生は減弱した。PKC阻害薬、MEK1/2阻害薬、IkBリン酸化阻害薬、デキサメサゾン
（DEX)は酸性刺激によるIL-8産生を抑制した。DEXはNF-kB p65リン酸化、DNAへの結合に影響しなかった。

研究成果の概要（英文）：Human bronchial smooth muscle cells (BSMCs) are involved in airway 
inflammatio mation. Ovarian cancer G protein-coupled receptor 1 (OGR1) sense extracellular protons 
and mediate cytokine production in BSMCs. BSMCs were stimulated  by pH 6.3 or pH 7.4-adjusted DMEM 
containing 0.1% BSA (0.1% BSA-DMEM). As a control stimulant, TNF-alpha (10 ng/ml) was used. IL-8 
mRNA expression in BSMCs was quantified by RT-PCR. Acidic pH induced mRNA expression of IL-8 and a 
substantial amount of IL-8 production in BSMCs. BSMCs transfected by siRNA specific for OGR1 
produced less IL-8 compared with those transfected non-targeting siRNA. PKC inhibitor, MEK 1/2 
inhibitor, and the inhibitor of IkB phosphorylation reduced acidic pH-stimulated IL-8 production in 
BSMCs. Dexamethasone inhibited acidic pH-stimulated IL-8 production of BSMCs in a dose-dependent 
manner. Dexamethasone did not affect either phosphorylation or binding to consensus DNA site of 
NF-kB p65. 

研究分野： 呼吸器内科学
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１.研究開始当初の背景 
 
気管支喘息などの病態を考えるうえで，気

道平滑筋細胞，気道上皮細胞などの気道構成
細胞の果たす役割は大きい.特にヒト気管支
平滑筋細胞は気管支収縮に直接関与し，気流
閉塞を惹起するだけでなく，気管支平滑筋細
胞の肥大，増殖による気管支平滑筋層の増加
は気道過敏性亢進にも寄与する.気管支喘息
患者における気道局所の pH は 5.2 まで低下
すると報告されており，気管支平滑筋細胞は
細胞外酸性環境にさらされている.細胞が細
胞外酸性を感知するメカニズムとして知覚
神経に存在し，カプサイシンに反応する
TRPV１channelやacid-sensing ion channelが良
く知られているが，近年，プロトン感知性 G
タンパク質共役型受容体ファミリーの存在
が報告され，これらの受容体は多種の細胞に
おいて生理的な pH の変化を，ヒスチジン残
基を介して感知し，細胞内シグナル伝達を誘
導することがわかってきた.私たちの研究グ
ル―プではヒト支平滑筋細胞にはプロトン
感知性 G タンパク質共役型受容体ファミリ
ーのなかで，Ovarian cancer G protein-coupled 
receptor 1 (OGR1)が発現しており，OGR1 を介
するプロトン刺激によって interleukin-6 
(IL-6) やマトリセルラー蛋白質の一種
connective tissue growth factor (CTGF)を産生
誘導することを報告してきた.また，卵白アル
ブミン感作によるマウスアレルギー性気管
支喘息モデルにおいて，OGR１ノックアウト
マウスでは，気道への好酸球集積，気道上皮
細胞の杯細胞化，BAL 液中の Th2 サイトカイ
ンの増加，気道過敏性亢進などの野生型マス
スで観察される現象が改善されることを報
告し，OGR1 は Th2 型気道炎症や，気道リモ
デリング形成に促進的に作用するものと予
想している. 
 
２.研究の目的 
 
気管支喘息の気道炎症は一般的には好酸

球性炎症であり，ステロイドに反応良好な炎
症である.しかしながら，近年，好酸球性気道
炎症にはアレルゲンによる獲得免疫系を介
する Th2 型免疫応答によるもののほかに，
IL-33 や group 2 自然免疫リンパ球の関与する
自然免疫系によって惹起される好酸球性炎
症も存在することが明らかになってきた.こ
れら好酸球性気道炎症による喘息のなかで
吸入ステロイド薬をベースとした標準的薬
物療法では症状や増悪が十分にコントロー
ルされない重症喘息，難治性喘息に対しては
オマリスマブ（抗 IgE 抗体）やメポリズマブ
（抗 IL-5 抗体），ベンラリズマブ（抗 IL-5 レ
セプター抗体）などの生物学的製剤の効果
が期待できる.一方で，上記の重症喘息とは
異なる非好酸球性気道炎症，好中球性気道炎
症による重症喘息の存在が指摘されている
が，その病態は不明な点が多く，一般にステ

ロイド抵抗性と考えられている.好中球を気
道炎症局所に引き寄せるケモカインとして
interleukin-8 (IL-8)は最も重要であると思われ
る.本研究でははヒト気管支平滑筋細胞に焦
点を当て，ヒト気管支平滑筋細胞から細胞外
酸性環境（プロトン）によって産生，遊離さ
れる IL-8 の遺伝子転写に至る細胞内メカニ
ズムとステロイドの Il-8 産生に対する効果に
ついて検討した. 

 
３.研究の方法 
 
正常ヒト気管支平滑筋細胞（Normal human 

bronchial smooth muscle cell: BSMC）は Lonza
社より購入し，5%FBS，ヒト EGF，insulin，
ヒト FGF-B，gentamicin/amphotericin B を含む
平滑筋基本培地で培養した.IL-8 測定用実験
では BSMC は 12-well plate で，mRNA 回収実
験では 6-well plate で培養した.実験に用いる
BSMC は 0.1%牛血清アルブミン(BSA)含有
DMEM で一定時間培養後，pH 7.4 または pH 
6.3 に調整した 0.1% BSA 含有 DMEM に培地
を交換して刺激した.一部の実験では TNF- 
(10 ng/mL)により細胞を刺激した.各種細胞内
シグナル伝達因子阻害薬，デキサメサゾンは
細胞刺激 30min 前に培養液中に添加した. 
 細胞上清中の IL-8 は ELISA 法により測定
し，IL-8 mRNA，OGR1 mRNA 発現は RNA
抽出後，Taqman プローブを用いた real-time 
PCR 法により測定し，GAPDH mRNA によっ
て標準化した. 
 OGR1の発現をOGR1に特異的な siRNAを
transfection してノックダウンした.対照とし
て non-targeting siRNA を transfection した細胞
を用いた. 
 転写因子 NF-B p65 のリン酸化は細胞を
RIPA buffer で溶解し，SDS-PAGE で展開後，
Ser 536 リン酸化 NF-B p65 に特異的な抗体
を一次抗体として Western blot 法によって検
出した. 
 NF-B p65 の DNA への結合は Trans AM キ
ット（Active Motif 社製）を用いて測定した.
すなわち核蛋白質抽出後，NF-B コンセンサ
ス配列 DNA（5’-GGGACTTTCC-3’）を固相
化した 96 well plate で incubation し，結合した
p65 を p65 に特異的に反応する抗体を用いて
検出した. 
 
４.研究成果 
 
(1)細胞外酸性（プロトン）刺激による BSMC
の IL-8 産生，遊離 

BSMC からの IL-8 産生は pH7.4 の medium
刺激でも 24 時間後に確認されたが，pH6.3 の
medium ではその約 5 倍の遊離がみられた.細
胞外 pH 6.3 で刺激 24 時間後に遊離される
IL-8 は TNF-(10 ng/mL，pH 7.4)刺激で観察さ
れる IL-8 の約 25%だった.Real-time PCR 法で
半定量された IL-8 mRNAの発現はpH6.3刺激
2 および 5 時間後において pH 7.4 刺激に比べ



て有意に増加した. 
 
(2) 細胞外酸性（プロトン）刺激によるBSMC
の IL-8 産生への OGR1 の関与 
 OGR1に特異的な siRNAでOGR1の発現を
十分にノックダウンした . Non-targeting 
siRNA で処理した BSMC に比べ, 95%まで
OGR1 mRNA 発現が抑制された。OGR1 をノ
ックダウンした  BSMC では Non-targeting 
siRNA で処理した BSMC に比べて，pH6.3 刺
激による IL-8 産生が有意に抑制された. 
 
(3) プロトン刺激によるOGR1を介する IL-8
産生における protein kinase C (PKC) ，
extracellular signal-regulated kinase (ERK) ， 
NF-Ｂの関与 
 PKC 阻害薬 bisindolylmaleimide I，MEK1/2
阻 害 薬  U0126 ， IkB リ ン 酸 化 阻 害 薬
BAY-11-7082 はプロトン刺激による IL-8 産生
を有意に抑制したが，p38 MAP kinase 阻害薬
SB203580 は抑制しなかった.したがって，
OGR1 を介する細胞内シグナル伝達経路とし
て，PKC 活性化，MEK1/2，ERK1/2 活性化，
NF-B の転写活性が BSMC における IL-8 産
生に必須であると予想された. 
 
(4) プロトン刺激による IL-8 産生に対するス
テロイドの効果 
デキサメサゾン(dexamethasone: DEX)はプ

ロトン刺激による IL-8 産生を濃度依存性に
抑制した.DEX はプロトン刺激による IL-8 
mRNA 発現も有意に抑制した. 

DEX は TNF-刺激による IL-8 産生を同様
に抑制したが，プロトン刺激に対する抑制率
は TNF-刺激に対する抑制率よりも有意に
大きかった
 
(5) NF-B p65 Ser 536 リン酸化に対するステ
ロイドの作用 
プロトン刺激により，対照として用いた

TNF-刺激と比べて弱いものの NF-B p65 
Ser 536 のリン酸化が観察された.このリン酸
化に DEX は影響しなかった. 
 
(6)NF-Bコンセンサス部位へのp65の結合に
対するステロイドの作用 
プロトン刺激 1 時間後に核タンパク質を抽

出し，5’-GGGACTTTCC-3’DNA コンセンサ
ス配列への p65 の結合を検討した.プロトン
刺激，TNF-刺激によって p65 の DNA への
結合は増加したが，DEX は p65 の DNA への
結合には影響しなかった. 
 
以上の結果より DEX は NF-B を介する遺

伝子転写を抑制する可能性はあるが，少なく
とも，p65 のリン酸化や p65 の DNA への結合
には影響しなかった.今後，p65 が DNA に結
合した後の過程での DEX の作用を解析する
必要がある. 
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