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研究成果の概要： 
 本研究は難治性の慢性気道炎症疾患における病的分泌機序の解明と新たな治療戦略の確立を

目的として行われた。研究代表者らによって気道分泌腺細胞内での分泌調節機構に NO が重要

な意義を持つことが明らかとされた。本研究によって、病的分泌が病態の中心をなす難治性疾

患に対する今後の新たな治療戦略の対象として細胞内 NO が候補となりうることを示したこと

になり、非常に有意義なものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

慢性気管支炎や気管支喘息など種々の炎
症性気道疾患では気道上皮細胞でNO産生が
亢進していることが知られているが、NO が
気道分泌の細胞内調節に対してどのような
関与をするのかについてはいまだ明らかに
されていない。 
 

 

２．研究の目的 
生理的刺激下および慢性炎症性気道疾患

における病的過分泌状態においてNOが気道

電解質分泌に対して及ぼす影響を確認する。

これらの細胞内メカニズムが明らかになり

将来的に治療薬として応用できる可能性を

探ることも本研究の目的のひとつである。  

 
３．研究の方法 
(1)電気生理学的手法について 

我々がこれまで使用してきたパッチクラ
ンプ法を用いた実験の関連設備の多く（実体
顕微鏡、倒立顕微鏡、マニピュレーター、ピ
ペットホルダー、灌流装置、膜電流および膜
電位測定用アンプ[EPC-9]、データ解析用パ
ソコン、ディスプレー、ペンレコーダー、DAT



記録装置等）を用いて、物理的および酵素的
に単離したブタ気道粘膜下腺を研究対象と
する。ガラス電極で感知される電気信号が膜
電位を調節することで目的のイオンのみの
電流として記録される。はじめに NOS 阻害
剤存在下での細胞でNOの関与しない電流を
観察し、通常の細胞で NO が関与する電流と
比較し、NO 非存在下では同じ大きさの電流
を得るのにより高濃度の ACh が必要である
ことを確認する。次に生理的に近い低濃度の
30nM の ACh 溶液で刺激して得られる持続
するイオン電流に対して、膜透過性 PKG 阻
害 剤 で あ る KT-5823 1μM お よ び
Rp-8-Br-cGMP 1μM を上乗せしその抑制効
果を確認する。また、同様に NOS 阻害剤で
ある L-NAME 1mM および 7-NI 1mM も用
いる。この際 NO 合成の基質である
L-Arginine 1mM によってこの抑制効果が解
除されることも確認する。データ解析には単
位時間あたりの平均電流を指標として用い
る。統計学的処理に必要な例数が出るよう、
各実験のデータを十分に集積する。次に PKG
がどのような機序で関わっているかを確認
するために、細胞内 Ca2+測定装置を用いて
NO が[Ca2+]iを上昇させない、かつイオンチ
ャンネルのカルシウム感受性を高めること
も確認する。前者は蛍光色素 Fura-2 を用い
るが、十分に細胞内 Ca2+測定が感度以下の時
には Ca2+イオン選択的微小電極を用いる。後
者はパッチクランプによる単一チャンネル
解析法にて評価可能である。 

(2)蛍光発色法による細胞内NO合成および

定量化について 

NO 特異的蛍光発色基質である膜透過性

DAF-2DA をあらかじめ充分に（40 分間以

上）細胞内に浸透させておくと細胞内

Esterase により速やかに膜非透過型の

DAF-2 に変換され細胞外に流出しなくなる。

この処理により細胞内で発生した NO が全

てDAF-2と結合しDAF-2Tという形で存在

し 495nm の紫外線で励起し 515nm の波長

で 発 色 す る 。 単 離 細 胞 を 低 濃 度

ACh(30-100nM)で刺激することによりそ

の発色の程度から経時的に NO の合成が観

察される．これを定量化するために、あら

かじめ発色輝度と NO 濃度の定量曲線を作

成し、これと照らし合わせることにより細

胞内 NO 濃度の定量化が可能である。ACh
によるNO合成およびこれがNOS阻害剤で

抑制されることを証明する。 
 
４．研究成果 

気道分泌腺細胞内での NO の合成を確認
するため、NO 特異的蛍光発色基質である

DAF-2DA を用いた。単離細胞を低濃度
ACh(100nM)で刺激することによりその発
色の程度から経時的に NO の合成が観察さ
れた。合計 7 細胞塊から同様に時間依存性
に発色強度が増強することが確認された。
平均すると刺激前に比べて約 2.3 倍増加す
ることが分かった(図１)。細胞内 NO の産
生量を推測するために、既知の NO 濃度が
設定できる NO ドナーを用いて同様に測定
した。NOC-5 は１分子から２分子の NO を
放出しその半減期は 10 数分と比較的短い
ためこれを用いた。その結果、100nM の
ACh による発色強度は 0.5μM の NOC-5 に
よる発色強度と 10μM の NOC-5 による発
色強度の中間であることが判明し、これら
から細胞内 NO 合成量は数 μM 程度である
と推測された。これは血球成分や脳神経細
胞内の既知の合成量（2-30μM）とほぼ一致
しており、生理的範囲内で妥当な値である
ことも確認できた。さらに、この NO 産生
はカルシウムイオノフォアであるイオノマ
イシンでも同様に認められたことから細胞
内カルシウム濃度上昇に依存していること
も確認できた。 
 

 

 
図１ 腺細胞内での NO の合成 

 

さらに２種類の NOS 阻害剤（非特異的な
阻害剤である L-NAME と nNOS 特異的な
阻害剤である 7-NI）であらかじめ前処置し
ておくと ACh 刺激下でも発色強度が上昇
せず、L-arginine を上乗せして初めて発色
強度が上昇し始めることも確認され、細胞
内 NOS、特に nNOS の活性化を介してい
ることも明らかにされた（図２）。 
 



 

 

図２ NO 合成における NOS の関与 

 

次に気道粘膜下腺で内因性に合成され

る NO が、生理活性物質である ACh によ

って生じる電解質分泌に対して持つ影響を

検討した。非特異的 NOS 阻害剤である

L-NAME1mM を投与すると ACh30nM で

刺激して確認されるイオン電流が減弱した。

さらに nNOS の特異的阻害剤である

7-NI1mM の場合も同様に減弱した。しか

しながら完全には消失してはいないことか

ら、ACh による電解質分泌の維持には細胞

内の nNOS の活性化が重要であることが

確認された（図３）。 

図４ 電解質分泌に対する PKG 阻害剤

の抑制効果 

 

 

 

図５ 電解質分泌の細胞内情報伝達機構

におけるNOの位置づけ 
 
内因性NOは生理的である低濃度ACh刺

激下でのみイオン電流の維持に寄与してい

た。この意義としては以下のように考えら

れる。すなわち、本来細胞内カルシウムの

過度の上昇は細胞毒性が顕著になり細胞に

とって不利である。気道分泌腺細胞は基礎

分泌を常に行っており、また必要に応じて

速やかな追加分泌を要求される。このため、

なるべく低濃度の細胞内カルシウム上昇で

効率よく分泌活動を行えるように、内因性

NOの増強効果を利用しているものと考え

られる。慢性気道炎症疾患の病態における

内因性NOの意義として、気管支喘息の気道

上皮ではNOが過剰に産生されていること

および嚢胞性線維症では逆にNO産生が低

下していることは以前より知られているが、

今回の我々の結果を踏まえて考えると、そ

れぞれの疾患においてNOの過剰および不

足がそれぞれ気道の過分泌または気道表面

の脱水状態を招き、病態をさらに悪化させ

ている可能性も示唆された。 
以上の研究成果は、ヨーロッパ呼吸器学

会年次総会にてポスター発表し、さらにア

 
図３ 電解質分泌に対する NOS 阻害剤の 

抑制効果 

 

さらに、PKG の阻害剤である KT-5823 
1μM および Rp-8-Br-cGMP1μM の nNOS
阻害剤同様に部分的にイオン電流を減弱し

た（図４）ことで nNOS の活性化以降の下

流にある PKG の活性化を介した情報伝達

機構に至るまでの系が重要であることが確

認された（図５）。   



メリカ呼吸器学会機関誌に報告し掲載され
た。 
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