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研究成果の概要（和文）：気管支喘息における血小板由来成長因子（PDGF）による気管支平滑筋細胞増殖のメカ
ニズムの解明を目指し，Neurokinin-1(NK1)受容体を高発現させたヒト気管支平滑筋由来の初代培養細胞に，G蛋
白βγシグナリング阻害薬（Gallein）で前処理を行ったところ，PDGFによる細胞増殖が抑制され，その抑制効
果は以前報告したNK1受容体作動薬のSM-SubPよりも強かった．LAM 細胞を用いた検討では，その異常な細胞増殖
のメカニズムの一つとしてPTENを介する細胞増殖抑制の制御異常の可能性を示す結果を得た．

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of platelet-derived growth factor (PDGF)-induced 
airway smooth muscle cells proliferation in bronchial asthma, human airway smooth muscle cells 
stably transfected with the Neurokinin-1 receptor were pretreated with G protein βγ signaling 
inhibitor (Gallein). PDGF-induced cell proliferation was inhibited by Gallein, and the inhibitory 
effect was stronger than that of SM-SubP, an NK1 receptor agonist we reported previously. In 
addition, our experiment of LAM cells showed that the dysregulation of PTEN-mediated inhibition of 
cell proliferation may be one of the mechanisms of abnormal cell proliferation in LAM cells.

研究分野： 炎症免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
気管支喘息は気道過敏性の亢進，気道狭窄を特徴とする慢性閉塞性の肺疾患である．G蛋白βγシグナリング阻
害薬（Gallein）はPI3KおよびRac1を介するシグナリングを抑制する．本研究により，G蛋白βγサブユニット
が，NK1受容体を介するPDGFの気管支平滑筋細胞増殖に関与することが示唆された．気管支平滑筋の細胞増殖に
関わる分子シグナル伝達経路は，喘息由来の気管支狭窄に対して潜在的治療標的になる可能性が考えられ，この
分野の新しい治療法が確立できれば，学術的および社会的にも意義の高いものになる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 気管支喘息はアレルギー反応や細菌・ウイルス感染などが発端となった気管支の炎症が慢性
化することで気道過敏性の亢進，可逆性の気道狭窄を起こし，発作的な喘鳴，咳などの症状をき
たす呼吸器疾患である．喘息発作時にはこれらの症状が特に激しく発現し，死（喘息死）に至る
こともある．全世界に 3億人以上の喘息患者がおり，年間 25 万人以上の人が喘息で死亡してい
る．アレルゲン，運動，タバコ，アルコール，気圧変化等のストレス刺激が引き金となり，これ
らに対する過敏反応として気管支平滑筋収縮，気道粘膜のむくみ，気道分泌亢進などにより気道
の狭窄・閉塞が起こることが分かっているが，気管支喘息の病態生理は不明な部分が多い． 
血小板活性化因子（Platelet-Activating Factor: PAF）は，血小板凝集や脱顆粒，炎症，ア

ナフィラキシーに関連し，気管支収縮の重要なメディエータである．PAF と喘息の研究は多いが，
喘息発作時の血小板の気管支や肺での動態に関する研究はない．PAF との関連を考えると肺に集
積することが考えられるが，アレルギー喘息患者およびその発作時に末梢血小板数が増加する
との報告もある 1)．また，癌細胞と血小板を co-culture すると，血小板の脱顆粒による内容物
の作用の他に癌細胞と血小板が直接接触し,相互に活性化し合い，癌細胞の増殖・浸潤・血管新
生に関わっているとの報告もある 2)．気管支平滑筋の細胞増殖にも血小板本体の関与が強く示唆
される． 
 
２．研究の目的 
喘息は気道過敏性の亢進，気道狭窄を特徴とする慢性閉塞性の肺疾患である．Gタンパク質結

合受容体は Akt のリン酸化を含むシグナル伝達を介して気管支平滑筋(Airway Smooth Muscle: 
ASM)の細胞増殖を促進する事が報告されている 3)．また Neurokinin-1(NK1)は気道収縮を引き起
こすことが知られている．当初 NK1 受容体の活性化は病的な ASM増殖を促進すると考えていた．
しかし，我々は，予想に反して NK1 受容体作動薬の SM-SubP は，NK1を高発現させた ASM細胞を
用いた実験で，血小板由来成長因子(Platelet Derived Growth Factors: PDGF)による細胞増殖
を阻害したことを報告した．本研究では NK1 受容体を高発現した ASM細胞における PDGF による
細胞増殖のメカニズムの解明をめざして，G 蛋白βγシグナリング阻害薬（Gallein）を用いた
実験を行った． 
リンパ脈管筋腫症(Lymphangioleiomyomatosis:LAM)は，異常な平滑筋様細胞(LAM 細胞)が肺，

体軸リンパ節(肺門・縦隔，後腹膜腔，骨盤腔など)，腎臓で増殖して病変を形成し，病変内にリ
ンパ管新生を伴う疾患である．通常，生殖可能年齢の女性に発症し，労作時息切れ，気胸，咳，
痰，血痰，喘息様の喘鳴などの契機に診断される．臨床的には進行性肺嚢胞化，反復性の肺気腫，
胸水貯留が認められ, 多くの症例では進行性に呼吸不全となる．結節性硬化症に合併する場合
には TSC1，TSC2 という遺伝子が，孤発性でも TSC2 遺伝子の異常が検出されると報告されてい
る．気管支喘息による気道の狭窄・閉塞の原因解明を目指して，LAM細胞における異常な平滑筋
様細胞の増殖のメカニズムについて，血小板との関連を検討した． 
 
３．研究の方法 
（1）G 蛋白βγシグナリング阻害薬（Gallein）の効果 
まず，ヒト気管支平滑筋初代培養細胞にレンチウィルスを用いた NK1 受容体の遺伝子導入を
行った．細胞増殖の評価については BrdU の取り込み: Cell Proliferation ELISA, BrdU 
(chemiluminescent) (Roche)を用いた．遺伝子導入を行い NK1 受容体を高発現させたヒト気管
支平滑筋由来の初代培養細胞に PDGF，Gallein，および SM-Sub を作用させ，細胞増殖の指標で
ある BrdUの取り込みを検討した. 
（2）LAM細胞における PDGF による細胞増殖と NK1 受容体作動薬の効果 
LAM細胞とヒト気管支平滑筋初代細胞に PDGF を用いた細胞増殖試験および NK1 受容体作動薬

の効果を検討した．細胞増殖の評価については BrdUの取り込みを指標とした． 
（3）LAM細胞における NK1 受容体 
 LAM細胞に NK1 受容体が存在するか確認するため，NK1 受容体作動薬の SM-SubP を用いた細胞
内カルシウムアッセイを実施した．細胞内カルシウムイオン測定試薬として，Fura-2 AM
（Calbiochem）を用いた． 
（4）LAM細胞の異常な細胞増殖のメカニズムの解明 
LAM 細胞の異常な細胞増殖のメカニズムを明らかにするため，腫瘍抑制因子として同定され，

細胞増殖抑制に深く関与する PTEN をターゲットとして，PTEN フォスファターゼ活性を測定し，
ヒト気管支平滑筋細胞株と比較した． 
 
４．研究成果 
（1）G 蛋白βγシグナリング阻害薬（Gallein）の効果（図１） 



遺伝子導入を行い NK1 受容体を高発現させたヒト気管支平滑筋由来の初代培養細胞に PDGF
（10ng/ml）を作用させると，Gallein (10 uM)の前投与により PDGF による細胞増殖が抑制され，
その抑制効果は以前報告した NK1 受容体作動薬の SM-SubP（10 uM）よりも強かった．Gallein は
PI3Kおよび Rac1を介するシグナリングを抑制する．G 蛋白βγサブユニットが，NK1 受容体を
介する PDGF の細胞増殖に関与することが考えられる．気管支平滑筋の細胞増殖に関わる分子シ
グナル伝達経路は，喘息由来の気管支狭窄に対して潜在的治療標的になる可能性が考えられた． 
 

 

（2）LAM 細胞における PDGF による細胞増殖と
NK1 受容体作動薬の効果（図 2） 
LAM 細胞の増殖スピードが異常に速く，ヒト

気管支平滑筋初代細胞との比較が困難であっ
た． LAM 細胞は，PDGF（ 10ng/ml）および
Lysophosphatidic acid（LPA）（10 uM）で細胞
増加を認めたが， NK1 受容体作動薬の SM-SubP
（10 uM）を併用しても以前報告したような細胞
の増殖抑制は認められなかった． 
（3）LAM細胞における NK1 受容体（図 3） 
LAM細胞にPDGFを用いた細胞増殖試験を行っ

た際に，NK1 受容体作動薬の SM-SubP を併用し
ても以前報告したような細胞の増殖抑制は認め
られなかったため，LAM 細胞に NK1 受容体が存
在するのかどうか，SM-SubP を用いて細胞内カ
ルシウムアッセイを実施した．Positive 
control として Bradykinin（10 uM）を使用し
た．SM-SubP（10 uM）においても，Bradykinin
よりは少ないが産生増強を認めたため NK1 受容
体は存在するが，それを上回る細胞増殖のメカ
ニズムが示唆された． 
（4）LAM細胞の異常な細胞増殖のメカニズムの
解明（図 4） 
LAM 細胞の異常な細胞増殖のメカニズムを明

らかにするため，PTENフォスファターゼ活性を
測定したところ，ヒト気管支平滑筋細胞株に比
べ，LAM細胞は低い PTENフォスファターゼ活性
を認め，PTENを介する細胞増殖抑制の制御異常
の可能性を示す結果を得た． 
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