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研究成果の概要（和文）：マウス気管上皮細胞におけるDNA合成およびタンパク合成を測定した実験系では，サルメテ
ロールの存在下で濃度依存的に増加し，β2受容体アンタゴニストにより完全に抑制された．また，サルメテロール刺
激は上皮細胞EGFRのリン酸化とMUC5AC発現を誘導し，これらの反応はEGFRチロシンリン酸化阻害薬やH-Rasのdominant 
negative mutantにより有意に抑制されたことより， 上記の細胞内シグナル伝達におけるRas-ERKの関与が示唆された
．さらに，サルメテロールはマウス気管粘膜における粘液線毛輸送速度や線毛運動周波数を増加させ，気道クリアラン
スの賦活作用を有することも明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Stimulation of mouse tracheal epithelial cells with the long-acting beta-2 agonist
 salmeterol increased DNA and protein synthesis in a concentration-dependent manner, an effect that was ab
olished in the presence of a specific beta-2 receptor antagonist. Salmeterol also induced phosphorylation 
of EGFR and upregulated the expression of MUC5AC in cultured tracheal epithelial cells, and these effects 
were significantly inhibited by a EGFR tyrosine kinase inhibitor and transfection of dominant negative mut
ant of H-Ras, indicating that Ras-ERK cascade may be involved in the salmeterol-induced cell responses. Mo
reover, salmeterol increased mucociliary transport rate from the carina toward oropharynx in the mouse air
way. Ciliary beat frequency of tracheal epithelial cells determined by a photoelectric method was increase
d in response to salmeterol. These findings suggest that simulation of airway epithelial cells with long-a
cting beta-2 agonist causes an improvement of airway clearance.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 長時間作用性β2刺激薬は，強力かつ長時
間にわたる気管支拡張効果を発揮すること
から，吸入ステロイドとならんで喘息のコン
トローラー治療に広く用いられている．とこ
ろが，本薬剤の長期使用による有害事象とし
て喘息の増悪や気道過敏性の亢進が報告さ
れており，2010 年米国食品医薬品局 (FDA)
は，喘息に対する長時間作用性β2 刺激薬を
単独使用することを禁忌とした．そのメカニ
ズムは不明であるが，β2刺激薬による G 蛋
白 共 役 受 容 体 の 刺 激 が Ras-ERK 
(extracellular signal-regulated kinase)カス
ケードを活性化させ細胞増殖を亢進させる
ことが報告された（Cell 80: 179-185, 1995）．
また，このような細胞反応における上皮成長
因子受容体 (EGFR)とそれに関連する様々
なアダプター分子との会合の役割が明らか
にされ（Curr Opin Cell Biol 11: 177-183, 
1999），さらに近年では EGFRのリン酸化に
はHB (heparin binding)-EGFが内因性のリ
ガンドとして重要であることも想定されて
いた． 
 
(2) 一方我々は，これまでに気道上皮細胞に
おける cAMP の増加が線毛運動を亢進させ
ることや(Am J Physiol 268: C1342-C1347, 
1995)，上皮細胞の増殖・分化を促進させる
こと(Eur Respir J 20: 353-358, 2002)を報告
し，また EGFRの活性化が気道ムチンの発現
を遺伝子レベルで亢進させることも明らか
にしてきた(Clin Exp Allergy 38: 857-865, 
2008)．このような従来の研究成果を踏まえ，
今回は長時間作用性β2 刺激薬による喘息の
増悪において，粘液分泌の亢進，気道クリア
ランスの障害，気道リモデリングに基づく気
道過敏性の亢進などが重要な役割を果たし
ている可能性を想定した．さらに，それらの
病態はEGFRからRas-ERKに至る細胞内シ
グナル伝達を介する可能性も推測された． 
 
２．研究の目的 
本研究では，気道粘液分泌，気道クリアラン
ス，気道リモデリングに対する長時間作用性
β2 刺激薬の影響を検討し，その細胞内メカ
ニズムを解明するとともに，シグナル伝達に
関わる分子群を同定することを目的とした．
(1) マウス気管上皮細胞を長時間作用性β2

刺激薬（サルメテロール）の存在下で培養し，
細胞増殖を評価するため，DNA 合成とタン
パク合成の測定を行う (Am J Physiol 287: 
L1127-L1133, 2004)． 
 
(2) 上記と同様の実験系において，EGFR 遺
伝子の発現と EGFR 蛋白のリン酸化を検討
する． 
 
(3) また，同様にマウス気管上皮細胞をサル
メテロールの存在下で培養し， MAC5ACの
遺伝子およびタンパク発現に与える影響を

検討する． 
 
(4) さらに，HB-EGFの遺伝子発現と蛋白の
sheddingからEGFRのリン酸化，さらにRas
の活性化に至る過程で惹起される種々のア
ダプター分子のアセンブリー，Ras-ERK カ
スケードの活性化などの関与を明らかにす
る． 
 
(5) また，in vivoの系における気道クリアラ
ンスを評価する目的で，マウス気管粘膜表面
に滴下した Evans blue dyeの移動速度を測
定する．さらに培養上皮細胞を用い，
photoelectric 法により線毛運動周波数に対
するサルメテロールの効果を明らかにする
こととした． 
 
３．研究の方法 
本研究では，in vitro と in vivo の２実験系
を用いて遂行した． In vitro の系では培養
上皮細胞の増殖・分化，ムチン(MAC5AC)遺伝
子および蛋白発現，細胞内シグナル伝達分子
(EGFR〜Ras-ERK カスケード)活性化の評価を
行い，また線毛運動周波数の反応性は
photoelectric 法により測定した．Ex vivo
ではマウス気管粘膜における Evans blue dye
の移動速度を測定し，粘液線毛輸送能の指標
とした． 
(1) マウス気管粘膜より採取した上皮細胞
を種々の濃度のサルメテロールの存在下で
最長 72 時間まで培養し，タンパク合成と DNA
合成の指標として，各々[3H]-thymidine と
[3H]-leucine の取り込みを評価した．すなわ
ち，培養終了前に 1μCi/ml の[3H]-thymidine
あるいは[3H]-leucine を添加し，細胞内にお
けるトリクロロ酢酸非溶解の放射活性を測
定した．ムチン分泌は，サルメテロール刺激
によるMAC5AC mRNA発現をRT-PCRとNorthern 
blot により評価し，MAC5AC 蛋白の発現は免
疫染色によって確認した．また，これらの反
応において実際にβ2 受容体の活性化を介し
ているか否かを確認する目的で，選択的β2
受容体ブロッカー（ICI-118551）を添加しそ
の影響を観察した．さらに，Ras-ERK カスケ
ードの関与を明らかにするため，アデノウイ
ルスにて dominant-negative Ras mutant 
(AdRasY57)を上皮細胞にトランスフェクト
した系でサルメテロールの効果も検討した． 
 
(2) ERK の活性化は，免疫細胞化学と Western 
blot にて評価した．サルメテロールとともに
培養した気道上皮細胞において，ERK（非活
性型）とリン酸化 ERK（活性型）のそれぞれ
のモノクローナル抗体を用いた免疫染色を
施し，また，Northern blot と Western blot
により，サルブタモール刺激によるリン酸化
ERK mRNAの発現および同蛋白発現を解析した．
さらに，ERK の直接的な評価として，培養上
清 中 の ERK 活 性 を phenyulmethyl 
sulfonylfluoride の存在下でアッセイキッ



ト（Amersham BioTec） を用いた測定を行っ
た． 
 
(3) アダプター分子の会合の解析は，EGFR と
Grb2 関連蛋白のイムノブロット解析を行い，
サルメテロールによる EGFR のリン酸化以降
の細胞内シグナル，特に Ras-ERK カスケード
の関与を検討した．本実験では GST 
(glutathione-S-transferase)-Grb2 fusion 
protein を用いて，サルメテロール刺激によ
る EGFR および Shc の発現を観察し，またア
ダプター分子の会合における HB-EGF の役割
を解明するため，Shc のリン酸化に対する
[Glu52]diphtheria toxin（特異的 HB-EGF ブ
ロッカー）の阻害効果を検討した． 
 
(4) HB-EGFのsheddingとmetalloproteinase
の関与をさらに検証するため，ERK リン酸化
に対する[Glu52]diphtheria toxin の効果を
検討した．また，HB-EGF の産生・遊離におけ
る metalloproteinase の役割については，細
胞上清中の酵素活性を ELISA にて測定し，さ
らに EGFR のチロシンリン酸化に対する選択
的metalloproteinase阻害薬の効果を検討す
ることによって評価した． 
 
(5) 気道上皮細胞の線毛運動周波数（in 
vitro）は，マウス気管上皮細胞を Rose 
chamber にマウントし，種々の濃度のサルメ
テロールを灌流し，線毛運動周波数を
photoelectric 法により測定しフーリエ解析
を行った． 
 
(6) 粘液線毛輸送・気道クリアランスは，マ
ウスを麻酔し，気管を縦切開し粘膜表面を露
出させ，気管分岐部直上に Evans blue dye (1
μl)を滴下し，サルメテロールを大腿静脈よ
り投与した．次いで経時的に気管を摘出し，
近位部から遠位部まで４等分し，各々の組織
片中の色素量を測定することにより，粘液線
毛輸送速度を評価した(Am J Physiol 282: 
L566-L562, 2002)． 
 
４．研究成果 
(1) マウス気管上皮細胞をサルメテロール 
(1nM〜100μM)の存在下で培養し，一方コン
トロール群では生理食塩水のみを添加して
同様に培養を行った．DNA 合成およびタンパ
ク合成は，各々細胞への[3H]-thymidine と
[3H]-leucine の取り込みにより評価した．そ
の結果，サルメテロール群では DNA 合成，タ
ンパク合成ともに濃度依存的に増加が認め
られた．β1選択的アゴニストであるドブタミ
ン，β3アゴニストである CL316243 による刺
激も行ったが，これらの薬剤ではいずれの合
成も観察されなかった．また，β2受容体アン
タゴニストであるプロプラノロールによる
前処置を行うと，サルメテロールの効果は完
全に消失したことより，気道上皮細胞のβ2
受容体を介する反応であることが確認され

た．次に，サルメテロールの効果における
EGFR の関与を検討するため，リン酸化 EGFR
モノクローナル抗体を用いて免疫染色を行
ったところ，サルメテロール刺激により EGFR
のリン酸化が誘導された．さらに，EGFR チロ
シンリン酸化阻害薬である AG1478 および
BIBX1382 は，上皮細胞の無刺激状態における
DNA およびタンパク合成自体に影響を与えな
かったが，サルメテロールに対する反応を抑
制した．次いで，細胞内シグナル伝達におけ
る Ras-MEK-ERK カスケードの役割も検討し，
上皮細胞に H-Ras の dominant negative 
mutant (AdRas57)を移入することにより，
[3H]-thymidineと[3H]-leucineの取り込みが
有意に抑制された． 
 
(2) 上記の同様の系の実験において，サルメ
テロール存在下で培養したマウス気管上皮
細胞の MAC5AC mRNA の発現を RT-PCR 法と
Northern blot 法により評価すると，このよ
うなムチン遺伝子の発現が時間および濃度
依存的に誘導された．また，上記のいずれの
効果もβ2 受容体の選択的アンタゴニストで
ある ICI-118551 の前投与により消失した．
さらに，サルメテロールの投与後に ERK (非
活性型)とリン酸化 ERK (活性型)のそれぞれ
のモノクローナル抗体を用いた免疫染色を
行うとともに，Western blot を施行した．そ
の結果，サルメテロールはリン酸化 ERK の発
現を惹起し，さらにメタロプロテアーゼ阻害
薬の存在下で測定したERK活性も濃度依存的
に増加した．アダプター分子の会合を検討す
るため，EGFR と Grb2 関連タンパクのイムノ
ブロット解析を行った実験では，サルメテロ
ールによる EGFR リン酸化以降の細胞内シグ
ナル，特にRas-ERKの関与について評価した．
サルメテロール刺激は EGFR および Shc の発
現を誘導することが判明し，Shc のリン酸化
と得的 HB-EGF ブロッカーであるジフテリア
トキシンによって有意に抑制された． 
 
(3) マウス気管上皮細胞の線毛運動周波数
は，定常状態では 15〜16Hz であったが，サ
ルメテロールの添加により濃度依存的に増
加し，最大増加率は 20％程度であった．以上
の効果は，ICI-118551 の前投与によりほぼ完
全に消失した．また，in vivo で測定したマ
ウス気管粘膜における粘液線毛輸送速度は，
気管粘膜表面に滴下した Evans blue dye が
サルメテロールの投与により用量依存的に
増加し，β2受容体刺激を介する気道クリアラ
ンスの改善効果が認められた．  
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