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はじめに

今回，ファイザーフェローシップによる助成を受け，
2004 年 10 月 1 日～2006 年 9 月 6 日の約 2 年間，Lon-
don，Imperial 大学国立心肺研究所気道疾患部門にて
LE Donnelly 先生，PJ Barnes 先生のご指導のもと，貴
重な留学の機会を経験することができた．以下，その研
究成果を簡単に報告する．

課　　題

COPD の病態におけるアセチルコリン（acetylcho-
line：ACh）の役割を解明することを課題として与えら
れ，SL Travesとともに①AChの炎症細胞に与える影響1），
および②末梢気道におけるACh による気道収縮反応の
制御2）に関して検討を行った．

ACh の炎症細胞に与える影響の検討

1．背　　景
AChは，ムスカリン性ACh受容体（ムスカリン受容

体）やニコチン性ACh 受容体（ニコチン受容体）を刺
激し神経伝達，分泌，平滑筋収縮，血管拡張など多くの
重要な活動を制御している物質である．気道では神経系
気道収縮経路においてコリン性気道径制御が優位であり，
慢性閉塞性肺疾患（COPD）では抗コリン薬が気道閉塞
症状軽減に用いられている．
肺胞マクロファージはCOPDの病態生理に重要であり，
IL-8 や IL-6 などの炎症性サイトカインや LTB4 を放出
する．近年，ウシ肺胞マクロファージはACh 刺激によ
り好中球，単球，好酸球遊走刺激物質を放出し3），また
COPD患者の喀痰細胞はACh 刺激により LTB4 放出を
増強するという報告もある4）．以上よりACh は，マク
ロファージからの炎症性メディエーターの放出を刺激し
て COPDの病態生理に関与し，ムスカリン受容体拮抗

薬は抗炎症作用を有する可能性がある．
2．目　　的
ヒトマクロファージにおけるムスカリン受容体の発現
および機能を検討した．
3．方　　法
単球，単球由来マクロファージ［monocyte-derived-

macrophages（MDM）：末梢血単球をGM-CSF で 12 日
間培養］，気管支肺胞洗浄マクロファージ，手術肺マク
ロファージ（手術肺の洗浄により得られたマクロファー
ジ）から RNA を採取し，M1～M5受容体発現を real-
time PCR 法を用いて検討した．また，M2 およびM3 受
容体を免疫染色で確認した．受容体機能評価のため
MDMおよび手術肺マクロファージを100μMカルバコー
ル（carbachol：CCh）で 30 分間刺激し，LTB4 放出量
を測定した．
4．結　　果
マクロファージの分化においてM2，M4，M5 受容体

発現に違いはなかった（図 1）．手術肺マクロファージ
では，単球やMDMよりM1 mRNAの発現は有意に高かっ
た（図 1A）．また，手術肺マクロファージや気管支肺
胞洗浄マクロファージでのM3 mRNA発現は，単球や
MDMに比べ有意に高かった（図 1C）．COPDでは健常
者と比べ受容体発現に違いがなかった．免疫染色では
M2，M3 受容体はすべてのサンプルで認められた（図 2）．
健常者，喫煙者，COPD患者のマクロファージではM2

およびM3 受容体の染色性に明らかな差は認めなかった
（n＝3）（図 2）．CChは，MDM（278.9±84.9 vs 230.4±
84.8 pg/ml，n＝6）ではなく手術肺マクロファージ（325.9
±113.2 vs 1,789±994.3 pg/ml，n＝9，p＜0.05）で，LTB4
の放出を増加させた（図 3）．
5．結　　論
COPD 患者においてマクロファージ上のムスカリン
受容体は，LTB4 放出を介し気道炎症に影響を与えてい
る可能性があり，ムスカリン受容体拮抗薬は抗炎症作用
を有する可能性が示唆された．
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図 1　単球，MDM，手術肺マクロファージ，気管支肺胞洗浄マクロファージにおけるムスカリン受容体
発現の検討．real-time PCR を用いてそれぞれのサンプルの，（A）M1 mRNA，（B）M2 mRNA，（C）
M3 mRNA，（D）M4 mRNA，（E）M5 mRNAの発現を測定した．内因性コントロールであるヒポキサ
ンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ mRNAに対する割合で表記した．水平の線は平均値を表し
ている．mono：単球，MDM：単球由来マクロファージ，LM：手術肺マクロファージ，AM：気管支
肺胞洗浄マクロファージ．
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末梢気道における ACh による気道収縮反応の 
制御に関する検討

1．背　　景
気道では神経系気道収縮経路においてコリン性気道径

制御が優位であり，COPD では抗コリン薬が気道閉塞
症状軽減に用いられている5）．ACh は神経末端より放出
され，平滑筋上に存在するM3 受容体を介して気道収縮
させる．M3 受容体刺激は Gq 蛋白を介しホスホリパー
ゼ Cを活性化し，IP3 の増加および細胞内Ca2＋を増大さ
せ平滑筋の収縮を生じる．ACh はまた，M2 受容体刺激
により Gi 蛋白を介し cAMPを減少させ，平滑筋の弛緩
反応を減弱させることで気道収縮に関与しているとも考
えられている6）．しかしながら現在までこれらの気道収
縮の機序は中枢気道を用いた検討により確立されたもの
である．
最近，末梢気道病変が COPDの重症度と相関のある

ことが認められ7），COPD病態生理における末梢気道病
変の重要性が脚光をあびているが，末梢気道における気
道収縮反応の制御に関してはいまだ不明であり，末梢気
道におけるACh による気道収縮反応の制御を明らかに
することを目的に，顕微鏡下で末梢気道収縮反応を観察

できる precision cut lung slices（PCLS）システムを用
いて検討を行った8）．
2．目　　的
ラットおよびヒト末梢気道収縮反応におけるM2 およ

図 2　免疫染色を用いたM2，M3 受容体発現の検討．健常者，喫煙者，COPD患者からのMDM，気管支肺胞洗浄
マクロファージ（AM），喀痰細胞（sputum）における細胞免疫の結果として，それぞれグループ（n＝3）の代
表的な画像を示した．negative control：一次抗体としてウサギ IgG を使用し，オレンジ色は autofluorescence
を示す．NS：健常者，smoker：喫煙者，COPD：COPD患者．
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図 3　100 μM carbachol による手術肺マクロファージ
LTB4 放出増強効果．100 μM carbachol で 30 分間刺
激後の手術肺マクロファージからの LTB4 放出量の比
較 （n＝9）．Wilcoxon matched pairedテストを用いた．
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図 4　ヒト末梢気道における気道収縮反応および tiotropium の効果．ヒト末梢気
道を含んだ PCLS をメディアまたは 0.3 nM tiotropium とともに 90 分間培養後
carbachol で低濃度より刺激した．（A）メディアまたは 0.3 nM tiotropiumで処
理したヒト末梢気道の carbachol に対する気道収縮反応の代表的な画像．（B）
メディア（□）または 0.3 nM tiotropium（▲）で処理したヒト末梢気道の car-
bachol に対する代表的な用量反応曲線．
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図 5　ヒト末梢気道における tiotropium およびAF-DX116 の気道収縮反応に対する抑制
効果．ヒト末梢気道を含んだ PCLS を（A）tiotropium または（B）AF-DX116 ととも
に 90 分間培養後 carbachol で低濃度より刺激した．（A）肺切片をメディア（□，n＝5）
または tiotropium：3×10－11 M（▲），1×10－10 M（▼），3×10－10 M（♦），1×10－9 M（●）
（n＝5）で前処理した．（B）肺切片をメディア（□，n＝5）またはAF-DX116：1×10
－7 M（▲），1×10－6 M（▼），1×10－5 M（♦）（n＝5）で前処理した．データを平均±
標準誤差で表示した．
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びM3 受容体の役割について検討した．
3．方　　法
肺組織は肺切除術を受けた患者肺から得て，アガロー

スを注入拡張後，組織をKrumdieck-Tissue Slicer®を用
いて 250～300 μmの厚さで切り出した．培養液で繰り
返し肺切片を洗浄することでアガロースを洗い出し一晩
培養後，顕微鏡下で実験を行った．末梢気道（ラット：
気道径 50～300 μm，ヒト：100～1,500 μm）は顕微鏡下
に画像を取り込み，刺激前の気道内腔面積を測定しこれ
を 0％，ムスカリン受容体アゴニストである CCh 刺激
により完全閉塞した状態を 100％と定義し，実験を行っ
た．
4．結　　果
ラットおよびヒト末梢気道では，3×10－5 M CCh によ
り最大収縮反応が得られた．ラット末梢気道では，1×
10－6 M CCh（最大収縮の 76％の反応）による気道収縮
反応に対する抑制効果は，M3 受容体拮抗薬であるチオ
トロピウム（tiotropium）および 4-DAMPがM2 受容体
拮抗薬（AF-DX116）よりも大きかった（EC50：tiotro-
pium：1.8±0.2×10－10 M，4-DAMP：2.2±0.6×10－9 M，
AF-DX116：8.3±2.6×10－7 M，n＝6）．次に末梢気道収
縮反応に対するM2 受容体の関与を調べるために Gi 蛋
白阻害薬である百日咳毒素（pertussis toxin）の効果を
調べた．ラットでの CCh による気道収縮反応を，per-
tussis toxin は小さいが有意に抑制した（EC50：con-
trol：2.3±0.3×10－7 M，pertussis toxin：1 μg/ml＝9.6
±0.2×10－7 M，pertussis toxin：10 μg/ml＝1.1±0.3×
10－6 M，p＜0.05，n＝6）．ヒト末梢気道は CCh により
濃度依存性に収縮し（EC50＝1.7±0.1×10－7 M，n＝5），0.3 
nM tiotropium前投与により収縮反応はほぼ完全に抑制
された（図 4）．ラット同様ヒト末梢気道でも tiotropi-
um およびAF-DX116 は濃度依存性に CCh による気道
収縮反応を抑制し，その抑制効果は tiotropium のほう
が AF-DX116 よりも大きかった（pKB：tiotropium ：
10.05±0.05，AF-DX116：6.37±0.13，n＝5）（図 5）．ヒ
ト末梢気道ではラットとは異なり，pertussis toxin は明
らかな気道収縮抑制効果は認めなかった（n＝5）．
5．結　　論
ラットおよびヒト末梢気道ではM3 受容体が気道収縮

反応において主な役割をしており，M2 受容体はラット
では収縮反応に対する関与が認められたが，ヒト末梢気
道では認められなかった．M3 受容体拮抗薬は中枢気道
と同様，末梢気道でも気道収縮反応を効果的に抑制する

ことが示された．

ま と め

本検討により，COPDにおいてACh がマクロファー
ジを刺激し気道炎症に影響を与えている可能性，および
末梢気道でのACh による気道収縮反応が，中枢気道同
様M3 受容体優位であることを示し，COPD治療におけ
るムスカリン受容体拮抗薬の有用性の機序の解明に貢献
できたと考えられる．
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