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研究成果の概要（和文）：　今回我々は、細胞膜エストロゲン受容体であるGPR30の喘息病態への関与を検討した。喘
息マウスを用いた研究では、GRP30アゴニストであるG-1投与によって、アレルギー性の気道炎症や気道抵抗の抑制が認
められた。この現象は、IL-10ノックアウトマウスでみられず、GPR30がIL-10を介して喘息病態に関与することが示唆
された。
　一方でヒト好酸球を用いた研究においては、G-1投与によって、IL-5非存在下では、好酸球の生存延長、IL-5存在下
では、生存抑制的に作用した。今後さらなる検討の余地を残してはいるが、GPR30が喘息病態において機能的な役割を
果たす可能性が本研究によって示唆された。

研究成果の概要（英文）：　We investigated the role of GPR30, one of estrogen receptor, in the 
pathogenesis of asthma. We revealed that administration of G-1, GPR30-specific agonist, attenuated airway 
inflammatory cell accumulation and airway hyperresponsiveness in OVA-sensitized and OVA-challenged mice. 
On the other hand, these responses were not induced in IL-10-deficient mice. These results indicate that 
extended GPR30 activation negatively regulates the acute asthmatic condition by altering IL-10 producing 
lymphocyte population.
 In addition, we investigate the role of G-1 in human eosinophil function. We revealed that 
administration of G-1 inhibited eosinophil spontaneous apoptosis in absence of IL-5. In contrast, G-1 
induced apoptosis when human eosinophils were co-stimulated with IL-5. These results indicate that GPR30 
plays an important role in the pathogenesis of asthma.

研究分野：アレルギー学
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１．研究開始当初の背景 
喘息は呼吸器疾患の中でも最も患者数が

多い疾患の 1つであり、わが国の喘息患者数

は約 90 万人にのぼる。喘息ガイドラインや

吸入ステロイドの普及により、喘息患者のコ

ントロールは以前より改善しつつあるが、今

なお年間 1000 人を超える喘息死の存在は無

視できない。このような背景の中、治療に抵

抗する難治性喘息の病態解明が喫緊の課題

となっている。 

 最近、喘息は様々な病態が混在した症候群

として理解されるようになってきた。すなわ

ち、個々の病態の理解と、それに即した個別

化治療が必要であるとする意見が台頭して

おり、喘息患者のクラスター解析表現形など

により難治化因子が明らかになりつつある。

疫学調査では、小児期では男児に多く、思春

期以降は女性に多いことがわかっている。成

人喘息では女性が男性よりも圧倒的に多く

1)、女性の方が重症化・難治化しやすい 2,3)。

我々は喘息モデルによる検討から、この性差

が難治性喘息の病態として知られている気

道リモデリング形成や、種々の増殖因子の増

加によるものであることを明らかにしてい

る 4)。  

 このような喘息の性差や女性の難治化の

要因として、女性ホルモン、とりわけエスト

ロゲンの関与が示唆されている。エストロゲ

ン投与を行った喘息モデルマウスでは、喘息

の特徴である気道過敏性、気道抵抗の上昇が

確認されている。また、卵巣結紮術を行った

喘息モデルでは気道過敏性、気道抵抗が有意

に低下することも報告されている 5)。 

エストロゲンの受容体としては、これまで

核内受容体である Estrogen receptor(ER)の

存在が知られていた。しかし、細胞膜上にも

エストロゲン結合部位が存在することが以

前から指摘されており、2005 年になって、

それまでオーファン受容体であった GPR30

が細胞膜エストロゲン受容体であることが

報告された 6)。GPR30 は、エストロゲンに

よる迅速な細胞内シグナルの活性化や機能

に関与しているが、興味深いことに、ER と

拮抗した作用を有することで、細胞の働きを

調節していることがわかってきた 7,8)。 

GPR30 は、性ホルモンの関連する乳癌や卵

巣癌以外にも、免疫･炎症性疾患の病態形成

に関与することも明らかになりつつあり、例

えばGPR30 の活性化は多発性硬化症や糖尿

病などの動物疾患モデルの病態を改善する

9)。 

 興味深いことに、GPRが主に分布する臓器

のひとつは肺であるが 10)、これまでのとこ

ろ肺疾患における GPR30 の機能解析はなさ

れていない。 
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4) Takeda M et al. Respirology, 2013 
5) Riffo-Vasquez Y et al. Clin Exp Allergy, 
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２．研究の目的 
既に当施設で確立しているマウス喘息疾

患モデルを用いて、GPR30 の合成アゴニス

ト(G-1)投与の影響を検討し、喘息病態におけ

る GPR30の機能的役割を検討する。 

加えて、我々は GPR30 が喘息のリモデリ

ング形成に深く関わっている好酸球にも発

現していることを確認している。そこで本研

究では、in vitro の実験として好酸球細胞機

能における GPR30 の役割についても検討し、

エストロゲンの細胞膜上受容体である

GPR30 について、そのアレルギー性炎症細

胞・気道炎症における働きや ERとの機能的

な違いを検討し、将来的な難治性喘息の個別

化治療につながる基盤知見を得ることを目

的とする。 



３．研究の方法 
1) マウス喘息モデルにおけるGPR30の機能
的役割に関する検討 
①卵白アルブミン(OVA)を雌性マウスに腹腔
内投与することによって、感作を成立させた
のち、OVAの 3日間連続吸入により曝露を行
い、喘息疾患モデルを作成する。以上のモデ
ル作成において、OVA3日連続吸入の 1日前
から 1 日後までの合計 5 日間、GPR30 
agonist である、G-1 を皮下注し、G-1 投与/
非投与群での比較を行う。 
具体的には、 
②Methacholine に対する気道抵抗、肺コン
プライアンスの測定(invasive system, Baxco 
Inc) 
③気管支肺胞洗浄液(BALF)を採取し、好酸球
などの細胞分画の計測 
④BALF中のサイトカインの測定（ELISA法
による） 
を行い、G-1投与の影響について検討する。 
2) ヒト好酸球細胞機能における、GPR30 
agonistの機能的役割に関する検討 
①ヒト好酸球は、CD16 negative selection
法を用いて分離抽出する。 
②好酸球細胞表面における GPR30 の発現に
ついて、RT-PCR法、フローサイトメーター
による発現解析、免疫蛍光染色法による解析
によって検討する。 
③IL-5非存在下での好酸球のeotaxin(10nM)
に対する遊走能について、Boyden chamber
法を用いて検討する。 
④IL-5 存在下/非存在下での好酸球の生存に
対する GPR30 agonist の影響について検討
する。 
⑤好酸球の生存について、シグナル経路であ
る Caspase-3 の 活 性 を APOPCYTO 
colorimetric assay kitで測定する。 
 
４．研究成果 
1) マウス喘息モデルにおけるGPR30の機能

的役割に関する検討 11) 

①喘息疾患マウスにおいて、G-1投与群/非投

与群における、Methacholine に対する気道

抵抗および肺コンプライアンスを測定した。

その結果、Methacholine 25mg/ml, 50mg/ml

の濃度において、G-1投与群では、有意に非

投与群と比較して、気道抵抗の低下ならびに

肺コンプライアンスの上昇が認められた。こ

の現象は、GPR30 agonistである G-1投与に

よって喘息の気道抵抗・気道過敏性が改善す

ることが示唆されるものと考えられた

(Figure 1)。 
 
 

 
Figure 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
②BALF中の細胞解析においては、G-1投与

群において、アレルギー性気道炎症に重要な

役割を果たしている好酸球、リンパ球の細胞

数が有意に減少していた(Figure 2)。このこ

とは、肺組織についてH.E染色をすることで

も確認したが、気道周囲の炎症細胞浸潤は、

G-1投与群において有意に抑制されていた。 

Figure 2. 

 
 
③BALF 中のサイトカイン測定については、

Th2サイトカインである、IL-5, IL-13におい

て、G-1投与群のマウスが有意にその値の低

下が認められた。 

④以上よりG-1投与によって喘息病態のアレ



ルギー性気道炎症が抑制される結果が得ら

れた。この現象について、我々はアレルギー

性気道炎症に対して抑制的に作用する、

IL-10 に着眼し、さらなる検討を行った。具

体的には、マウスより脾細胞を取り出し、G-1

刺激することで IL-10の産生が増加するかを

確認した。結果、G-1刺激を行うことで脾細

胞からの IL-10産生が有意に上昇する結果が

得られた。 

⑤以上の結果より、GPR30 刺激による喘息

病態抑制的な作用は IL-10を介して引き起こ

されていると仮説を立て、次に我々は、IL-10 

KOマウスを用いて、同様の G-1刺激実験を

行った。結果、IL-10 KOマウスでは、Wild 

type でみられたアレルギー性気道炎症や

Th2 サイトカインの産生増加が認められな

かった(Figure 3)。 

⑥以上の結果より、動物実験による in vivo

の研究では、GPR30 は IL-10 の産生を介し

て、喘息病態に対して抑制的に作用すること

が示唆された。 
Figure 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2) ヒト好酸球細胞機能における、GPR30 

agonistの機能的役割に関する検討 12) 

①ヒト好酸球の細胞機能に対するG-1の影響

を検討した。まずはじめに、ヒト好酸球細胞

表面に GPR30 が発現しているかを種々の方

法を用いて検討した。結果、RT-PCR、フロ

ーサイトメトリー法、免疫蛍光染色法、いず

れにおいてもヒト好酸球細胞表面上に

GPR30 が発現していることが確認された

(Figure 4)。 

②次に、好酸球の遊走に関わる eotaxinに対

する好酸球遊走能に対するG-1の影響につい

て検討した。Eotaxin 10nMに対する好酸球

の遊走は、G-1の濃度依存性に亢進すること

が確認された。 

③好酸球の生存能についてのG-1の影響につ

いて、フローサイトメトリー法を用いて検討

した。結果、IL-5非存在下では、好酸球の生

存活性は、G-1の濃度が上昇することで有意

に上昇した。また、Caspase-3活性について

もG-1刺激によって有意に低下が認められた。 

④以上の結果は、G-1刺激によってアレルギ

ー性気道炎症に関わる好酸球の機能亢進的

に作用することを示唆するものであり、in 

vivoの実験との乖離が考えられた。しかしな

がら生体内においては、喘息病態では特に、

生体細胞が、IL-5にさらされていることが考

えられることより、IL-5存在下での好酸球の

生存についても検討した。その結果、IL-5存

在下では、G-1の濃度上昇により、生存活性

が有意に減少し、また Caspase-3活性も G-1

投与により有意に上昇が認められた。 

⑤以上の結果より、まだ検討の余地を残して

いるが、好酸球における GPR30 刺激は、好

酸球の細胞機能を調節している可能性があ

ることが示唆された。 

 

⑥以上、GPR30 の喘息病態における機能に

ついて in vivo, in vitroで解析を本研究内に

て行った。特にヒト好酸球の実験では、IL-5

の存在の有無で、異なる結果が得られており、

今後さらなる検討の余地を残してはいるが、

GPR30 が喘息病態において機能的な役割を

果たす可能性が本研究によって示唆された。

喘息病態の性差の存在はひろく知られた事

実であり、本研究は、喘息の性差のメカニズ

ムについてもその一翼を担う知見が得られ

たものと考えられる。また in vivo では

GPR30 刺激がアレルギー性気道炎症抑制的

に働いたことから、喘息治療の新たなストラ



テジーのひとつとなりうる知見が得られた

ものと考える。今後、生体内での働きなど、

さらなる研究を行い、喘息の新規治療や個別

化治療への可能性について探求していきた

い。 

11) Itoga M et al. PLos One, 2015 

12) Tamaki M et al. Immunol Lett, 2014 
Figure 4. 
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