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研究成果の概要（和文）：線毛運動は線毛運動頻度(CBF)と線毛運動振幅(CBAあるいはCBD)の二つのパラメータ
で表される。鼻粘膜線毛運動は、カルシウムや水素やクロライドなどの細胞内イオンによって制御されており、
細胞内クロライド濃度の減少により増強する。ヒト鼻粘膜線毛培養細胞を用いてビデオ付き高速度カメラでCBF
とCBAを測定する系を我々は確立した。その結果細胞内クロライド濃度の低下はCBFではなくCBDの増加をまた細
胞内クロライド濃度の増加はCBFとCBD両者の低下を引き起こすことが判明した。軸糸構造は細胞内クロライドイ
オンのセンサーを有し細胞内クロライドイオンの増減により線毛運動を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The functional activities of beating cilia are assessed by their frequency 
and the amplitude. Nasal ciliary beating is controlled by intracellular ions (Ca2+, H+ and Cl－), 
and is enhanced by a decreased concentration of intracellular Cl－ ([Cl－]i) in ciliated human nasal
 epithelial cells (cHNECs) in primary culture, which increases the ciliary beat amplitude. A novel 
method to measure both ciliary beat frequency (CBF) and ciliary beat distance (CBD)in cHNECs has 
been developed, which revealed that a decrease in [Cl－]i increased CBD, but not CBF, and an 
increase in [Cl－]i decreased both CBD and CBF. Thus, [Cl－]i inhibits ciliary beating in cHNECs, 
suggesting that axonemal structures controlling CBD and CBF may have Cl－ sensors and be regulated 
by [Cl－]i. These observations indicate that the activation of Cl－ secretion stimulates ciliary 
beating (increased CBD) mediated via a decrease in [Cl－]i in cHNECs. Thus, [Cl－]i is critical for 
controlling ciliary beating in cHNECs.

研究分野：耳鼻咽喉科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
線毛運動は健全な鼻粘膜線毛輸送系を担う重要な細胞である。また線毛細胞を標的にした治療法はいまだにほと
んど開発されておらず、未開拓の分野である。今回我々は細胞内クロライドイオン濃度の変化で線毛運動が変化
することを示した。この制御機構をさらに詳細に研究することにより線毛運動の制御機構が明らかにできる。ま
た細胞内クロライドイオンの低下を来たす薬剤を開発することにより線毛運動を活性化できる可能性が示唆され
た。慢性副鼻腔炎やアレルギー性鼻炎などの上気道炎症性疾患における今後の新たな薬剤開発のターゲットの一
つになりうると考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 
鼻粘膜上皮における粘液線毛輸送系の重要性は以前からしられており、杯細胞や腺細胞が分泌
する airway surface liquid(ASL)と呼ばれる気道粘液と線毛細胞の相互作用により維持されてい
る。その作用としては気道粘膜の加湿や潤滑に加え、微生物・粒子などの補足、排泄するための
輸送系としての役割が挙げられる。したがって線毛細胞は粘液線毛輸送系を構成する重要な細
胞と考えられる。感染やアレルギーなどの病的状態で生じる低酸素状態や血管透過性の変化な
どにより細胞外のイオン組成や PH などの細胞外環境は容易に変化することがしられている。
しかしながらこういった細胞外環境に対する線毛細胞の機能変化についてはほとんど解明され
ていない。 
 
２．研究の目的 
細胞外環境の変化に対する気道上皮細胞の反応性を線毛細胞に着目して検討することにした。
細胞外環境変化に対する線毛細胞の反応を明らかにすることで炎症発生時の線毛細胞の機能回
復に着眼した新たな治療法開発につなげたい。 
 
３．研究の方法 
ヒト培養鼻粘膜上皮細胞の作製とその線毛運動の観察 
手術時に得られた組織を使用する。まずディッシュ上で一次培養を行い次に culture insert 内
に継代し、細胞がほぼコンフルエントになった時点で apical 面の培地を除去し air liquid 
interface(ALI)culture で細胞を発育させる。培養細胞は ALI culture で 2～3週発育させる。
なお本法により上皮は分化を開始し極性をもった杯細胞や線毛細胞といった in vivo に近い
種々の形態の細胞を観察することが出来る。 
高速度カメラによる鼻粘膜線毛運動の観察 
培養鼻粘膜上皮細胞をチャンバーに固定し、高速度カメラ(500fr/sec)を接続した顕微鏡下
(37℃)に線毛運動を観察する。実験には 95%CO2 と 5%O2 を含気した溶液を使用する。線毛運動の
指標として高速度カメラで撮影したビデオイメージ画像から周波数(CBF)と振幅(CBA or CBD)を
測定する。 
細胞内 Cl-の測定 
細胞内 Cl-濃度の測定はクロライドイオン蛍光色素である MQAE を用いて行う。培養細胞を単離
した後に 40分間 MQAE と incubate する。その後 2光子励起レーザー顕微鏡システムを用いて細
胞内 Cl-濃度を計測する。MQAE は 780nm で励起されるので発振波長である 510nm との蛍光強度
の比を算出し計測する。 
 
４．研究成果 
以下の 5編の論文に成果を発表した。 
(1) マウス鼻粘膜における線毛運動回数の自発的オシレーションは細胞内ストアからのカルシ
ウム放出により制御される 
マウス鼻粘膜線毛細胞において CBF Oscillation を認めた。Oscillation の原因は細胞内カルシ
ウム Oscillation であった。CBF Oscillation は cAMP ではなく IP3 受容体を介した小胞体から
のカルシウム放出が引き金になっていると考えられた。鼻粘膜における CBF は主に Ca2+によっ
て調整されており、他の気道部位とは異なる特徴を持っていることが明らかとなった 1)。 
(2) ダイゼインの[Cl-]i 減少を介したヒト鼻粘膜培養上皮における線毛運動振幅の増加 
イソフラボンの一種であるダイゼインはヒト鼻粘膜培養線毛細胞の線毛運動において[Cl-]i を
低下させることにより CBD を増加させるが、CBF を変化させない。生理的条件下において CBD 増
加は線毛輸送能の亢進に重要な役割を果たしている 2)。 
(3)ヒト鼻粘膜線毛細胞における線毛運動振幅の細胞内クロライドと高 CO2産生による制御 
ヒト鼻粘膜上皮培養細胞を用いて線毛運動の[Cl-] i による運動調節について検討した。CBD を
用いて鼻粘膜線毛運動の評価を行った。[Cl-] i の変化により CBD と CBF では異なる反応を認め
た。ヒト鼻粘膜線毛細胞において[Cl-] i は線毛運動の機能制御に関与すると考えられた 3)。 
(4)ヒト鼻粘膜線毛細胞におけるカルボシステインの線毛運動振幅増強作用 
ヒト鼻粘膜培養線毛細胞を用いて、カルボシステインの線毛運動に対する効果を調べた。カルボ
システインは CBF には影響せず CBA を増加させた。CBA 増加作用は CFTR クロライドチャネル活
性化を介した[Cl-] i 低下により引き起こされていると考えられた 4)。 
(5)ヒト鼻粘膜線毛細胞における線毛運動の細胞内クロライド制御機構：高速度ビデオカメラを
用いた CBF と CBA の観察 
クロライドイオンは線毛運動を阻害する。このことは CBD と CBF を制御する線毛運動の軸糸構
造がクロライドイオンのセンサーを有している可能性がある。 [Cl-] i によって線毛運動は制
御されている。クロライド分泌の増加は[Cl-] i の低下を引き起こし CBD 増加による線毛運動を
活性化する 5)。 
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