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研究成果の概要（和文）：喘息患者では、気道がわずかな刺激でも過剰に収縮して発作を引き起こす。この過剰な収縮
が引き起こされるメカニズムについては不明な点が多く、したがって喘息を根治する薬物の開発には至っていない。本
研究では、気道収縮をつかさどる細胞である気管支平滑筋細胞に焦点を当てて検討を行い、喘息時にはこの気管支平滑
筋細胞の種々の遺伝子発現がダイナミックに変化しており、その結果過剰な収縮がもたらされる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Current study was carried out to make clear the mechanism(s) of development of air
way hyperresponsiveness in asthmatics. In bronchial smooth muscles of mice with allergic asthma, an up-reg
ulation of RhoA protein and a down-regulation of miR-140-3p were observed. In cultured human bronchial smo
oth muscle cells, an up-regulation of RhoA protein was observed when the function of endogenous miR-140-3p
 was inhibited by its antagomir. Treatment of the cells with interleukin-13 caused an up-regulation of Rho
A protein and a down-regulation of miR-140-3p. These findings suggest that RhoA protein expression is nega
tively regulated by miR-140-3p in bronchial smooth muscle cells. The increased expression of interleukin-1
3 in the airways of asthmatics might, at least in part, contribute to the reduction of miR-140-3p, resulti
ng in an up-regulation of RhoA protein and augmented smooth muscle contraction of the airways.
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１．研究開始当初の背景 
気道過敏性は、アレルギー性気管支喘息患
者共通に認められ、喘息病態の増悪因子とさ
れている。この気道過敏性発症のメカニズム
を解明するには適切な動物モデルが必要で
あるが、研究代表者らは、感作ラットに抗原
を反復吸入させることにより、著しい気道過
敏性状態が獲得されていることを見いだし
た。この気道過敏性ラットより摘出した気管
支平滑筋の各種収縮性アゴニストに対する
反応性は、正常動物のものと比較して、著明
かつ有意に亢進していることを明らかにし
た。この時、気管支平滑筋の細胞膜受容体お
よびアゴニストによる細胞内 Ca2+濃度上昇
については正常レベルであることも明らか
にしている。一方、最近になって、血管等各
種平滑筋のアゴニストによる収縮反応には
Ca2+感受性の増大が確認されており、そのメ
カニズムが解明されつつあり、低分子量 GTP
結合蛋白質である RhoA がアゴニスト誘発
Ca2+感受性亢進機構に関与していることが
示唆されてきている。この Ca2+感受性亢進機
構の変化が、気道過敏性時の気管支平滑筋収
縮増大に関与しているものと考え、平成 9, 10
年度に交付を受けた奨励研究(A)(課題番号 
09772004)および平成 12, 13年度に交付を受
けた奨励研究(A)(課題番号  12770047)をも
とに検討を行った結果、気道過敏性時に気管
支平滑筋の RhoA タンパク質発現量が増大
(up-regulation)しており、RhoA およびその
下流の Rho-kinase 系を介する収縮反応が著
しく亢進していることを見出した。さらに、
マウスアレルギー性気管支喘息モデルにお
いても同様の現象が認められることも確認
している。したがって、過敏性気管支平滑筋
においてはこの RhoA/Rho-kinase 系を介す
る Ca2+感受性が大きく増強され、その結果、
過剰な収縮反応が惹起されて呼吸困難等の
喘息症状がもたらされる可能性が示唆され
た。これらの研究成果をもとに本研究計画の
着想に至った。 

 
２．研究の目的 
平成 18, 19 年度に交付を受けた基盤研究

(C)(課題番号  18590079)をもとに検討を行
った結果、気管支喘息時に遊離される IL-13
が RhoA upregulationをもたらし、過剰な気
管支平滑筋収縮、すなわち気道過敏性の発現
に深く関与することが証明された。さらに、
平成 20-22 年度に交付を受けた基盤研究
(C)(課題番号  20590093)をもとに検討を行
っ た 結 果 、 こ の IL-13 誘 発 RhoA 
upregulation のメカニズムとして、STAT6
活性化を介する transcription 増加に加え、
あ る 種 の microRNA に よ る
post-transcriptional inhibition の減弱が深
く関与している可能性を示唆してきた。本研
究計画では、この microRNAに着目して、気
管支平滑筋過敏性のメカニズムを明らかに
することにより、アレルギー性気管支喘息時

の気道過敏性発症機序の解明に迫るととも
に、microRNAをターゲットとした新規気管
支喘息治療薬開発の可能性を探る。 

 
３．研究の方法 
気道過敏性モデルマウスの作製:	 BALB/c
系マウスに ovalbumin(OA)を抗原とし、感作
および追加感作を施し、さらに霧状にした OA
を反復的に吸入チャレンジさせることによ
り気管支喘息症状を惹起させた。コントロー
ル群として、感作を施した後 OA	 の代わりに
saline	 を吸入させた動物を使用した。	 
	 
マウス摘出左主気管支平滑筋収縮反応性
の測定:	 マウスより左主気管支を摘出し、
95%	 O2-5%	 CO2を通気した Krebs-Henseleit	 液
の入った organ-bath	 内に懸垂し、等尺性張
力を測定した。Acetylcholine	 (ACh:	 10-7-10-3	 
M)を累積投与することにより、その濃度収縮
反応を観察した。	 
	 
培養ヒト気管支平滑筋細胞(hBSMCs)の培
養 お よ び 薬 物 処 置 :	 hBSMCs	 (3	 x	 104	 
cells/well)を 6-well	 plates	 に播種し、5%
ウシ胎児血清含有 SmBM	 培地中にて 80%コン
フルエントまで培養した。その後、無血清培
地に交換して 24	 時間インキュベートした後、
IL-13	 (100	 ng/mL) を 処 置 し た 。 各 種	 
microRNAあるいはそのinhibitorsの処置は、
Lipofectamine2000TM を用いてマニュアルに
したがい行った。	 
	 
マウス主気管支平滑筋組織および hBSMCs
における各種タンパク質レベルおよび
mRNA 発現レベル、microRNA 発現レベル
の測定:	 マウス主気管支平滑筋は最終抗原
チャレンジ終了	 24	 時間後に摘出し、hBSMCs	 
は	 IL-13	 (100	 ng/mL)処置 1、3、6、12	 およ
び	 24	 時間後に回収し、常法にしたがい
total	 protein	 samples あるいは microRNA を
含む total	 RNA	 samples を調製した。各種タ
ンパク質発現レベルの測定は western	 blot	 
法を用いて、各種 mRNA 発現レベルあるいは
microRNA 発現レベルは real-time	 RT-PCR 法
を用いて行った。	 
	 
抗 原誘発気道過敏性マウスにおける
microRNA 発現変動の網羅的解析:	 上記の	 
microRNA を含む total	 RNA	 sample について
Exiqon 社の miRCURY™	 LNA	 miRNA	 Array を用
いてコントロール群との比較検討を行うこ
とにより、発現変動する microRNA の網羅的
解析を行った。	 
	 
４．研究成果	 
抗原誘発気道過敏性マウスの気管支平滑
筋組織において発現変動する microRNAs
の同定:	 Exiqon 社の miRCURY™	 LNA	 miRNA	 
Array を用いて網羅的解析を行ったところ、
抗原誘発気道過敏性マウスの気管支平滑筋



組織において miR-140-3p、miR-140-5p およ
び miR-133a-3p 発現の有意な減少が認められ、
miR-1971 などの 11 種類の microRNAs の有意
な増加が認められた(表 1)。	 

表 1.	 
これらの発現変動の認められた microRNAs
のうち、miR-140-3p および miR-140-5p に着
目し、以下の検討を行った。	 
	 
アレルギー性気管支喘息時の気管支平滑
筋 RhoA	 up-regulation に お け る
miR-140-3p の役割:	 まず上記マイクロア
レイの結果について real-time	 RT-PCR 法を
用いて確認したところ、図 1に示すように喘
息マウスの気管支平滑筋組織において
miR-140-3p 発現レベルの有意な低下が認め
られた。	 

バイオインフォマティック解析の結果、こ
の miR-140-3p の標的遺伝子の一つとしてマ
ウスおよびヒトにおいて RhoA が予測された
(図 2)。	 
喘息マウスの気管支平滑筋組織における
RhoA 発現について検討を行ったところ、我々
のこれまでの報告同様 RhoA タンパク質発現
レベルの著明かつ有意な増加が認められた
が(図 3A)、RhoA	 mRNA 発現レベルはコントロ
ールレベルであった(図 3B)。したがって、喘
息 時 の 気 管 支 平 滑 筋 に お け る RhoA	 
up-regulation には、その翻訳レベルでの変
化が関与している可能性が示唆された。	 
次に hBSMCs を用いて検討を行った。hBSMCs
に miR-140-3p	 inhibitor を transfect した
ところ、RhoA タンパク質発現の有意な増加が
認められた	 (図 4)。さらに、hBSMCs に IL-13
を処置することにより、抗原誘発 AHR マウス
の気管支平滑筋組織で認められたような
RhoA	 up-regulation が惹起された	 (図 5)。
一方、miR-140-3p	 mimic を transfect した
hBSMCs において、この IL-13 誘発 RhoA	 

up-regulation が有意に抑制された	 (図 5)。
さらに、IL-13 処置した hBSMCs において、
miR-140-3p 発現が有意に低下していた	 (図
6A)。したがって、喘息時に気道局所で増加
するIL-13が miR-140-3pの down-regulation
を引き起こし、その結果 RhoA	 translation
が亢進して AHR が惹起される可能性が示唆さ
れた。一方、IL-13処置したhBSMCsにおいて、
わずかではあるものの有意な RhoA	 mRNA 発現
の増加も認められ	 (図 6B)、これも喘息時の
RhoAタンパク質up-regulationに一部関与し
ている可能性が示唆された。	 

図 1. 
図 3. 

図 2. 



	 

	 

miR-140-3p のターゲットとしての CD38
の可能性:	 図 1 や図 6A に示したように、ア
レルギー性気管支喘息時の気管支平滑筋細
胞において miR-140-3p の down-regulation
を証明し、上述の通り、この miR-140-3p の
ターゲットの一つとして RhoA の可能性を示
した。しかしながら、ある microRNA のター
ゲットとして複数の遺伝子が存在すること
が予想され、実際にバイオインフォマティッ
ク解析の結果、図 7に示すように、CD38	 mRNA
も miR-140-3p のターゲットとなることが予
想された。そこで次に、CD38 に焦点を当てて
検討を行った。	 
	 

	 
喘息マウスの気管支平滑筋組織における
CD38 発現について検討を行ったところ、CD38
タンパク質発現レベルの著明かつ有意な増
加が認められたが(図 8A)、CD38	 mRNA 発現レ

図 4. 

図 6. 

図 5. 

図 7. 

図 8. 



ベルはコントロールレベルであった(図 8B)。
したがって、喘息時の気管支平滑筋における
CD38	 up-regulation には、その翻訳レベルで
の変化が関与している可能性が示唆された。	 
次に hBSMCs を用いて検討を行った。hBSMCs
に miR-140-3p	 inhibitor を transfect した
ところ、CD38 タンパク質発現の有意な増加が
認められた	 (図 9)。さらに、hBSMCs に IL-13

を処置することにより、抗原誘発 AHR マウス
の気管支平滑筋組織で認められたような
CD38	 up-regulation が惹起された	 (図 10)。

一方、miR-140-3p	 mimic を transfect した
hBSMCs において、この IL-13 誘発 CD38	 

up-regulation が有意に抑制された	 (図 10)。
さらに、IL-13 処置した hBSMCs において、
miR-140-3p 発現が有意に低下しており	 (図
11A)、このとき CD38	 mRNA 発現レベルはコン
トロールレベルであった	 (図 11B)。したがっ

て、喘息時に気道局所で増加する IL-13 が
miR-140-3pのdown-regulationを引き起こし、
その結果 CD38	 translation が亢進して AHR
が惹起される可能性が示唆された。一方、
CD38 はその活性化により cyclic	 ADP-ribose	 
(cADPR)	 を産生し、この cADPR が細胞内 Ca2+

濃度を上昇させることが報告されている。し
かしながら平滑筋細胞における機能につい
ては不明な点が多い。そこで次に、マウス摘
出気管支平滑筋の張力に及ぼす cADPR および
その antagonist である 8-Br-cADPR の効果に
ついて検討を行った。まず baseline	 tension
に及ぼす効果について検討を行ったところ、
cADPRおよび8-Br-cADPRともに収縮も弛緩も
認められなかった	 (data	 not	 shown)。さら
に、あらかじめ acetylcholine	 (10-5	 M)	 にて
収縮させた気管支平滑筋組織においても、
cADPRおよび8-Br-cADPRともに影響を及ぼさ
なかった	 (図 12)。したがって、気管支平滑

筋における CD38 の機能について、さらに喘
息時の気道過敏性発現における CD38 の役割
について、今後さらに詳細に検討していく必
要がある。	 
	 
アレルギー性気管支喘息時の気管支平滑
筋 TLR4	 up-regulation に お け る
miR-140-5p の役割:	 	 
	 

（紙数の都合で割愛）	 
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図 11. 

図 12. 
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