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研究成果の概要（和文）：メカニカルストレスが呼吸器細胞の機能に与える影響とその制御機構について検討した。
伸展刺激により気道平滑筋細胞がATPを放出することを見出し、伸展後のATP放出のリアルタイム観察にも成功した。伸
展刺激により気道平滑筋細胞から気道内へATPが放出されることが、気道の生理機能の制御や喘息・COPDなどの病態生
理に関与る可能性が示唆された。
肺線維芽細胞において、伸展刺激により活性化されるCa2+流入機構を見出した。この反応はアクチン細胞骨格に依存せ
ず、放出されたATPによっても影響されなかった。伸展によるCa2+流入は肺線維芽細胞の活性化を介して肺線維化の病
態機序に関与している可能性が推測された。

研究成果の概要（英文）：This study was designed to investigate effects of mechanical stress on cellular 
functions of airway smooth muscle cells and lung fibroblasts and the underlying mechanisms of 
mechanically induced cellular properties.
We found that ATP is released from airway smooth cells in response to mechanical stretch. We successfully 
visualized mechanically induced ATP releases from individual cells. ATP released from airway smooth 
muscle cells in response to mechanical stretch may regulate homeostasis of the airway physiology and play 
a role in the pathophysiology of asthma and COPD.
We also found that mechanical stretch activates the Ca2+ influx pathway independently of the actin 
cytoskeleton and released ATP in human lung fibroblasts. Our findings suggest that Ca2+ influx in 
response to mechanical stress would play a role in the progression of pulmonary fibrosis via activating 
lung fibroblasts.

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
呼吸によって肺・気道は繰り返しての受動

的伸展（ストレッチ）、気流ずり応力を受け
る。更には気道収縮や咳反射に伴って圧縮刺
激・圧負荷が生じる。このような機械的刺激
（メカニカルストレス）は、呼吸器系の発
達・分化の過程、および正常呼吸器機能のホ
メオスタシスを保つ上で必須である。一方で、
過剰なメカニカルストレスは正常呼吸器機
能に不具合を生じさせ、喘息、肺気腫、線維
化など多くの呼吸器疾患の病態に影響して
いると考えられる。このため、メカニカルス
トレスに起因する呼吸器疾患における病態
形成の機序を解明することは、極めて重要な
課題とされてきた。しかしながら、呼吸器疾
患の病態形成に関与する細胞メカノセンサ
ー分子については、気道の知覚神経末端など
を除いてほとんど同定されていなかった。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、メカニカルストレスが気

道リモデリング、肺気道炎症、肺線維化、肺
胞破壊・修復を制御する機序を明らかにし、
呼吸器疾患の病態解明に貢献することであ
る。 
 
３．研究の方法 

培養細胞（ヒト気道平滑筋細胞、ヒト肺線
維芽細胞）を用いた研究を行い、メカニカル
ストレスの細胞機能および喘息・気道リモデ
リング・線維化の病態形成に果たす役割につ
いて検討した。 

 
(1) シリコン膜上に接着したヒト気道平滑筋
細胞に対し、細胞伸展装置を用いてストレッ
チ刺激を与えた。細胞からの ATP 放出を
luciferin-luciferase 反応による発光測定で評価
した。更には、画像強調と高感度 EM-CCD カ
メラ機能のある顕微鏡を用いて ATP 放出に
よる発光をリアルタイム動画撮影した。 
 
(2) シリコン膜上に接着したヒト肺線維芽細
胞に対して細胞伸展装置を用いてストレッ
チ刺激を与えた際の細胞内 Ca2+濃度変化を
fura-2 蛍光強度変化によって測定した。更に
は、細胞からの ATP 放出を、細胞上清の
luciferin-luciferase 反応による発光測定で評価
した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト気道平滑筋細胞がストレッチ刺激
に応答し ATP を放出することを見出した。
更に、ATP 放出のリアルタイム観察にも成功
した（図１）。細胞上清 ATP 濃度はストレッ
チ強度依存性に有意に増加した。 
この ATP 放出は細胞内 Ca2+キレート剤

(BAPTA)および vesicular exocytosis 阻害薬
(bafilomycin, monensin)で有意に抑制された。
一 方 、 pannexin hemichannel 阻 害 薬
(carbenoxolone)では抑制されなかった。この

ことから、放出機序として Ca2+依存性
vesicular exocytosis が関与していると考えら
れた。 
細胞内 Ca2+濃度上昇の機序として TRPV4

チャネルを介した Ca2+流入の関与について
検討した。TRPV4 発現を siRNA 導入により
抑制してもストレッチによる ATP 放出は抑
制されなかった。 
以上の結果から、メカニカルストレスに応

答して気道平滑筋細胞から気道内へ放出さ
れる ATP が、気道の生理機能や喘息・COPD
などの病態生理に関与する可能性が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ヒト気道平滑筋細胞における単回スト
レッチ刺激による ATP 放出。A: 刺激前、B: 
22%ストレッチ刺激（矢印方向）10 秒後。放
出された ATP（白色）が観察されている。 
 
 
 
(2) ヒト肺線維芽細胞における細胞内Ca2+濃
度がストレッチ刺激に応答し上昇すること
を見出した（図 2A,B）。このストレッチによ
る Ca2+濃度上昇は細胞外液の Ca2+非存在下
ではほぼ完全に抑制されたことから、細胞外
からの Ca2+流入により引き起こされると考
えられた。 
低浸透圧刺激による細胞膜伸展によって

も細胞内 Ca2+濃度が認められた（図 2C）。一
方で、アクチン重合阻害薬(cytochalasin D)に
よっては抑制されなかった（図 2D）。以上の
ことから、ストレッチ刺激はアクチン細胞骨
格を介さず、細胞膜伸展により Ca2+流入を引
き起こすと考えられた。 
繰り返し細胞ストレッチ刺激により細胞

上清 ATP 濃度が有意に増加した。一方、ス
トレッチによる細胞内 Ca2+濃度上昇は ATP
分解酵素 (apyrase)や ATP 受容体阻害薬
(suramin)を加えても抑制されなかった。この
ことから、ストレッチにより放出された ATP
が Ca2+流入を引き起こす autocrine/paracrine
作用は関与していないことが示唆された。 
細胞内 Ca2+濃度上昇は肺線維芽細胞の活

性化を促進することから、ストレッチによる
Ca2+流入は肺線維化の病態機序に関与して
いる可能性が推測された。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2. シリコン膜上に培養したヒト肺線維芽
細胞における単回ストレッチ刺激(A,B)およ
び低浸透圧刺激(C)による細胞内 Ca2+濃度上
昇。ストレッチ強度依存性の細胞内 Ca2+濃度
上昇を認めた。D: 20%ストレッチによる細
胞内 Ca2+濃度上昇はアクチン重合阻害薬

cytochalasin D (Cyto D)では抑制されなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. A: シリコン膜上に培養したヒト肺線
維芽細胞における繰り返しストレッチ刺激
（伸展強度 20%、30 回/分、10 分間）による
ATP 放出。B: 20%ストレッチによる細胞内
Ca2+濃度上昇はapyraseや suraminでは抑制さ
れなかった。 
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