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論文目録  
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略語リスト  

 

本論文では、以下の略語を用いた。 

AHR  Airway hyperresponsiveness 

BSM  Bronchial smooth muscle 

CCh  Carbachol 

CPI-17  17 kDa PKC-potentiated inhibitory protein of protein phosphatase I 

ET-1  Endothelin-1 

ETAR  Endothelin A receptor 

ETBR  Endothelin B receptor 

GDP  Guanosin 5’-diphosphatase 

GEFs  Guanine nucleotide exchange factors 

GPCR  G protein coupled receptor 

GTPase  Guanosine 5’-triphosphatese 

MLB  Mg2+ lysis/wash buffer 

MLC  Myosin light chain 

MLCK  Myosin light chain kinase 

MLCP  Myosin light chain phosphatase 

PDBu  Phorbol 12,13-dibutyrate 

PKC  Protein kinase C 

PTD  Protein transduction domain 

VSCC  Voltage dependent calcium channels  
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序論  

気管支喘息は、肺への気流制限を伴う気道閉塞、粘液産生増加を伴う気道炎症お

よび環境刺激物や化学物質への暴露によって引き起こされる気道過敏性 (AHR) に

特徴付けられる閉塞性の呼吸器疾患の一つである (1)。喘息の症状として咳嗽、息

切れ、胸の圧迫感や喘鳴などがあり、夜間または早朝に最も頻繁に発生する (2)。

世界中で約 2 億 3500 万人が罹患している疾患であり、多くの国で有病率が高いた

めに多くの人が喘息で死亡している。さらに、患者数は日々増加しているのが現状

である (3)。 

喘息の症状の中でも、AHR は特に重要な病態の一つであり、気道平滑筋収縮反

応感受性の増強と定義されている (4-6)。軽微な刺激でも反応する過剰な収縮反応感

受性の増強は、結果として増悪後の急激な気道内腔の急速な狭窄をもたらす。喘息

治療の目標は、気道炎症のコントロール、気管支拡張ならびに気管支収縮反応を拮

抗することによる気道狭窄を解消することである。つまり、気管支平滑筋の収縮反

応および AHR の機序を解明することは気管支喘息の治療において重要である 

(7-10)。 

気管支平滑筋の収縮反応は、主に myosin light chain (MLC) のリン酸化によって調

節されている。さらに、MLC のリン酸化はこれまでの研究により、細胞質 Ca2+ 濃

度と筋フィラメントの Ca2+ 感受性 (Ca2+ sensitization) によって調節されているこ

とが明らかになっている。Ca2+ の濃度に依存する経路は、受容体刺激等による受容

体作動性 Ca2+ チャネル (receptor-operated Ca2+ channel; ROC) や電位依存性 Ca2+ 

チャネル (voltage-dependent Ca2+ channel; VDCC) の活性化を介し、細胞質内へのCa2+ 

流入が促進され、Ca2+ の濃度上昇が引き起こされる。この Ca2+ の流入により 

calmodulin (CAM) 1 分子当たり 4 分子の Ca2+ が複合体を形成し、MLC Kinase 
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(MLCK) を活性化し MLC をリン酸化することにより、actin と myosin が相互作

用を引き起こし、平滑筋の収縮反応をもたらすと考えられている (11)。 

一方、Ca2+ sensitization 経路は一定な Ca2+ 濃度においても収縮反応が引き起こさ

れ、この経路として RhoA/Rho kinase 経路と PKC/CPI-17 経路の二つが周知されて

いる。これらの経路は MLC phosphatase (MLCP) 活性を抑制することによって 

MLC をリン酸化させる。G タンパク質を活性化させる GTPγS (非水解性 GTP ア

ナログ) は MLCP 活性を阻害するので、G タンパク質は Ca2+ sensitization に関与

することが示唆されている (12, 13)。 

Rho GTPase superfamily は、G タンパク質の Ras family に関与する 22 の family 

で構成され、Rho superfamily の中でも、Cdc42、Rac1 および RhoA は特に糸状仮

足、葉状仮足およびストレス線維の形成など細胞骨格形成を含む多数の細胞機能に

関連していることが知られている (14)。これらの GTPase は ”ON” 状態である 

GTP の状態と “OFF” 状態である GDP の状態を繰り返しており、この “ON” と 

“OFF” の状態は、グアニンヌクレオチド交換因子 (GEFs)、GTPase 活性化タンパク

質およびグアニンヌクレオチド解離阻害因子などにより制御されている (15)。 

AHR については、BALB/c 系マウスに obalbumin (OVA) 抗原にて感作および

反復吸入チャレンジを施し、気道炎症および気道過敏性が観察されるモデル動物を

作製し、摘出した気管支組織においても GPCR アゴニスト誘発気管支平滑筋収縮

反応が有意に亢進することを当研究グループは確認している (16)。また、このモデ

ル動物では、high K+ 脱分極誘発気管支収縮反応は変化が見られないことから、こ

のアゴニスト誘発収縮反応の亢進には Ca2+ sensitization が強く関与することを

示している (17)。さらに、2018 年には、ダニ抗原を用いた気道過敏性モデル動物

の気管支収縮反応の増強に Rac1 が関与することも報告されている (18)。 



 

 5 

以上のことから、気管支平滑筋収縮反応および気管支喘息時に特徴的に見られる過

剰な気管支平滑筋収縮反応の増強に Rac1 が関与する可能性が考えられるが、気管

支平滑筋収縮反応の増強と Rac1 の関係性については詳細な機序が明らかになっ

ていない。そこで本研究では、Rac1 阻害薬である EHT1864 および NSC23766 

を用いて、通常ラットおよびマウスの気管支平滑筋における収縮反応に Rac1 が関

与するか検討を行なった。その後、マウスにて喘息病態を模した抗原誘発気道過敏

性モデル動物を作製し、このモデル動物における気管支平滑筋収縮反応における 

Rac1 阻害効果、Rac1 関連因子発現変化および Rac1 活性変化を検討した。以上

のことより、AHR 時の過剰な気管支平滑筋収縮反応の増強と Rac1 の関係性を明

らかにすることで新たな予防法や治療法を見出す一環としてとして研究を行った。  
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試薬および方法  

本論文では以下の試薬および実験方法を用いて研究を遂行した。 

 

・ラットおよびマウス 

Wistar 系雄性ラットおよび BALB/c 系雄性マウスは、東京実験動物より購入し

た。全ての実験は、星薬科大学動物実験指針に基づき行った。全ての実験は星薬科

大学動物実験委員会の承認のもと、動物実験規定に則り実施した。 

 

・抗原誘発気道過敏性モデルマウスの作製 

Chiba らの報告 (16, 19) に従い動物を作成した。7 週齢の BALB/c 系雄性マウ

スに無麻酔下、1 匹あたり 8 µg OVA と 2 mg Imject Alum の混合液を 0.1 mL 腹腔

内投与し感作を施した。その 5 日後、同様の方法を用いて追加感作を行った。初回

感作から 12、16 および 20 日目に、プラスチックの箱 (130 x 200 x 100 mm) の中

に感作を施したマウスを無麻酔、無拘束下の状態で入れた。次いで、5 mg/mL OVA 

20 mL を振盪混和した後、アクリル製円柱チャンバー (直径 70 mm、140 mm) 内に

入れて ultrasonic nebulizer を用いてミスト状にし、15 分間、プラスチック箱の中に

送り込み、マウスに反復的に抗原を吸入させることを 2 回行い、気管支喘息症状を

惹起させた (Chal. 群)。また、コントロール群としては、同様の方法にて感作を施

し抗原の代わりに溶媒である saline のみを反復吸入した sensitized control (S.C.) 群

を用いた。最終チャレンジ終了の 24 時間後に実験を行なった。 

 

・組織の摘出 

Wistar 系雄性ラットおよび BALB/c 系雄性マウスを過量イソフルラン吸入に
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て麻酔後、腹部大動脈から瀉血致死させ、開胸し、喉頭直下から肺まで摘出した。

その後、直ちに 95 % O2-5% CO2 を通気した Krebs-Henselet 液 (組成: NaCl 118 mM, 

KCl 4.7 mM, CaCl2 2.5 mM, MgCl2 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 25 mM, glucouse 

10 mM) に組織を浸し、結合組織を丁寧に剥離し、左主気管支リング標本 (幅約 3 

mm) を作製した。 

 

・気管支平滑筋収縮反応の測定 

摘出した左主気管支リングを 95% O2-5% CO2 で通気した Krebs-Henselet 溶液 

(37℃) の入った organ bath 内に resting tension 1 g にて懸垂し、15 分毎に 3 回洗

浄を行って標本を安定化させた後、10 µM CCh投与を行いその最大収縮反応を基準

値とした。その後再び  15 分毎に  3 回洗浄を行って標本を安定化させた後、

EHT1864 (3, 10 µM)、NSC23766 (1, 10, 100 µM)、vehicle である saline を 20 分間前

処置し、CCh の累積投与 (final conc. 3 x 10-9, 10-8, 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 

10-5, 3 x 10-5, 10-4 M)、ET-1 累積投与 (final conc. 3 x 10-9, 10-8, 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 

10-6 M)、0.3 µM calyculin-A 投与、K+累積投与 (10, 30, 60 mM)、NaF 投与 (ラット; 

10 mM、マウス; 30 mM)、Phorbol 12,13-dibutyrate (PDBu) 投与 (60 mM K+ 投与

後に 1 µM PDBu 投与し、さらに 3 µM GF109203X 投与) および 1 µM 濃度 

protein transduction domain (PTD) Rac1 (Q61L) 投与を行った。1 µM CCh を 15 分処

置し、EHT1864累積投与 (1, 3, 10, 30 µM) および 1 µM 濃度 PTD-Rac1 (野生型お

よび T17N) 処置後 CCh累積投与を行なった。ラットにおいては vehicle 群の CCh 

処置の Emax、Normal マウスの CCh 累積投与および PDBu 投与は 10 µM CCh 

投与を、K+ 投与は vehicle 群の 60 mM K+ 投与を、NaF 投与は vehicle 群の 30 

mM NaF 投与を 100% として算出した。S.C. および Chal. マウスの収縮反応は 
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mN または g で表記した。なお収縮力は FD transducer (TB-612T; 日本光電工業) 

およびひずみ圧力用アンプ (日本光電工業, AP-621G) にて等尺性張力を測定し、

PowerLab 4/30 (ADINSTRUMENTS) を用い記録した。なお、使用した PTD-Rac1 

(Q61L)、PTD-Rac1 (野生型) および PTD-Rac1 (T17N) は、マサチューセッツ医科大

学生理学研究室教授池辺光男先生から提供された。 

 

・Total タンパク質の抽出 

前述した方法により、左主気管支を摘出した。これらの組織を 37℃、95% O2-5% 

CO2 で通気させた Krebs-Henselet 溶液中 15 分毎に 3 回 wash し、組織を安定化

させた。この組織に 100 µM NSC23766、10 µM EHT1864、10 µM Y-27632 および 

vehicle (DMSO および saline) を 20 分間処置した後、1 µM CCh および ET-1 (ラッ

ト; 0.1 µM、マウス; 1 µM) を 15 分間処置を行った。続いて、液体窒素にて反応を

停止させ TCA/acetone (10% trichloroacetic acid and 10 mM DTT) に浸け、-80℃にて保

存した。なお、CCh および ET-1 処置を行わずに液体窒素にて反応を停止させ同様

の手順を行った群を vehicle 群とした。その後 TCA を 1 回目は 800 µL、2 回目

以降は 500 µL の acetone で 5 回洗い流し、組織を乾燥させた。これに T-PER 

(Thermo Fisher Scientific) 200 µLを加えてホモジナイズ後、遠心分離 (9000 g, 5 min) 

を行った。次に、タンパク質濃度を測定し、検量線の作成を行った。1.5 mL RNase free 

チューブに 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.125/2, 0.125/4, 0.125/8 mg/mL の BSA を T-PER で

希釈した BSA 溶液を作成した。96 マイクロウェルプレートに各濃度の BSA とサ

ンプルを  5 µL ずつアプライし、そこに  1x Advanced Protein Assay Reagent 

(Cytoskeleton) を 150 µL 加え、吸光度 (560 nm) を測定した。検量線から、サンプ

ルのタンパク質濃度を算出し、タンパク質濃度を 0.5 µg/µL に T-PER で希釈した。
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これに 5 x Sample Buffer (0.125 M pH 6.8 Tris HCl, 10% SDS, 20% Glycerol, 0.04% 

BPB, 10% 2-mercaptoetahnol) を 1x になるように加えた後、5 分間煮沸し、実験に

使用するまで -80℃ にて保存した。 

 

・Pull down assay 

Rac1 Activation Assay Kit (Merck Millipore) を用いて 活性型 Rac1 (GTP-Rac1) の

タンパク質を抽出した。Total タンパク質抽出と同様の手順で気管支組織を液体窒

素にて反応停止までを行なった。その後、組織を液体窒素下で破砕し、kit 付属 1 x 

Mg2+ Lysis/Wash Buffer (MLB; 125 mM pH 7.5 HEPES, 750 mM NaCl, 5% Igepal 

CA-630, 50 mM MgCl2, 5 mM EDTA and 10% glycerol) を加えホモジナイズを行

なった。遠心分離 (14,000 g, 4℃, 10 min) を行い、上清の一部を total Rac1 用サ

ンプルとして、sample buffer を加え、5 分間煮沸し、-80℃にて保存した。残りの

上清に、付属の PAK p21-binding domain (PDB) Agarose beads 懸濁駅を加え、

4℃ で 24 時間インキュベートした。遠心分離 (14,000 g, 10 sec) した後、1 x MLB 

にて 3 回洗浄し、sample buffer を加え、5 分間煮沸し、-80℃にて Rac1 pull down 

sample として保存した。その後、SDS-PAGE およびウェスタンブロット法を用い

て解析した。 

 

・ウェスタンブロット 

タ ン パ ク 質 サ ン プ ル は  e-PAGEL に て 電 気 泳 動 を  sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 法に従い行った (18)。Blotting 

操作を行う前に、ろ紙と PVDF 膜 (RPN2020F; GE healthcare) を methanol にて 1 

分間浸し親水処理した後、blotting buffer にて 1 時間浸しておく。続いて、Trans-Blot® 
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SD Cell (Bio-Rad) を用いてゲルタンパク質の PVDF 膜への転写 (50 V, 220 mA/90 

x 83 mm, 15 W, 30 min) を行った。次に、一次抗体あるいは二次抗体の非特異的結合

を阻害する目的で、PVDF メンブランを blocking buffer にて、震盪しながら 1 時

間インキュベートした。インキュベート終了後、一次抗体を blocking buffer (ATTO) 

にて 1000 倍または 5000 倍希釈し、室温で一晩インキュベートを行った。一次抗

体 と し て は 、 p-MLC antibody と し て Anti-Myosin Light Chain antibody, 

phosphor-specific (Ser19; Merck)、MLC antibody として MRCL3/MRLC2/MYL9 

(FL-172; Santa Cruz Biotechnology)、Phospho-MYPT1 (Thr696) antibody (Cell Signaling 

Technology)、Phospho-MYPT1 (Thr853) antibody (Cell Signaling Technology)、MYPT1 

antibody (Cell Signaling Technology)、Anti-Rac1 antibody produced in Rabbit (Sigma 

Aldrich)、Anti-Trio-C-terminal region, Rabbit-Poly (Bentyl Laboratories)、Anti Tiam1 

(Bentyl Laboratories)、anti-Chrm3 (Santa Cruz Biotechnology)、anti-endothelin A receptor 

(ETAR; Santa Cruz Biotechnology)、anti-endothelin B receptor (ETBR; Santa Cruz 

Biotechnology) および anti-GAPDH Monoclonal Antibody (Cell Signaling Technology) 

を用いた。インキュベート終了後、メンブランの wash (5分 x 2, 10 分 x 3) を行い、

それぞれの一次抗体に特異的な二次抗体として、anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody 

(Cell Signaling Technology) を blocking buffer にて 5000 倍希釈し、インキュベート

を行った。インキュベート終了後、上述と同様の方法にて wash を行った。以上の

操作終了後、目的とするタンパク質を可視化するために  PVDF メンブランを 

ImmunoStar® Basic (和光純薬) を用いて発光させ、画像解析装置 (ImageQuant LAS 

500, グローバルライフサイエンステクノロジーズジャパン) にて検出した。その後、

各バンドをスキャナーにてコンピューターに取り込み、デンシメトリー (Atto 

Densitograph Software for Macintosh ver. 4.0; Atto) を行い、各々のタンパク質の相対的
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発現量を算出した。 

 

・RNA 抽出 

気管支組織を 1.5 mL RNase free チューブに回収し、200 µL の TRI Reagent を加

えてホモジナイズした。その後、TRI Reagent (Sigma Aldrich) を全量が 1 mL になる

ように加え 23 G 注射針および注射筒を用いて組織を溶解させるとともに、ゲノム 

DNA を破壊し、この懸濁液に chloroform 200 µL を加えてよく vortex し、15 分間

室温でインキュベートを行った。その後、遠心分離 (18,800 g, 4℃, 15 min) を行い、

3 層に分かれていることを確認した。このうち上層のみを 1.5 mL RNase free チュ

ーブに分取し、2-propanol 500 µL を加えてよく vortex した後、-20℃ で 30 分以上

冷却した。その後、遠心分離 (18,800 g, 4℃, 15 min) を行った。得られた上清を除去

し、沈殿物に 75% ethanol 500 µL を加えてよく vortex し、遠心分離 (18,800 g, 4℃, 

15 min) を行い白色沈殿物 (RNA pellet) の生成を確認後、上清を除去した。得られ

た沈殿物を風乾した後、DEPC-treated water に溶解させ、total RNA サンプルとした。

得られたサンプルは NANODROP Lite (Thermo Fisher Scientific) を用いて濃度測定

を行い、RNA 濃度 1 µg/µL または 0.5 µg/µL に DEPC-treated water で希釈し、実

験で使用するまで -80℃ にて保存した。 

 

・quantitative RT-PCR 

RNase free 8 連チューブに得られた RNA (0.5 µg)、およびその全量が 6 µL にな

るように ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (Toyobo) の kit 

に含まれる  H2O を加え混合した。これを  PCR thermal cycler (Thermo Fisher 

Scientific) にセットし、pre-incubation (65℃, 5 min) を行った。その後、チューブを
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取り出し氷上にて 5 分程度インキュベートした。これに 4x DN Master Mix (2 µL) 

を加え、PCR thermal cycler にセットし、gDNA 除去反応 (37℃, 5 min) を行った。

その後、チューブを取り出し氷上にて 5 分程度インキュベートした。さらに 5x RT 

Master Mix Ⅱ (2 µL) を加え、PCR thermal cycler にセットし、RT 反応 (37℃ 15 

min, 50℃ 5 min, 98℃ 5 min, 4℃, ∞) を行なった。作成した cDNA に 90 µL の 

DEPC-treated water を加え、10 倍希釈を行い、使用するまで -30℃ にて保存した。

96 well プレートを用いて RT 反応で得られた cDNA solution 2 µL DEPC-treated 

water 1 µL、F-primer (10 µM) ならびに R-primer (10 µM) をそれぞれ 1 µL、2x Fast 

SYBR Green (Thermo Fisher Scientific) 5 µL を加えた。StepOnePlus (Thermo Fisher 

Scientific) に 96-well plate をセットし、Pre-incubation (95℃, 20 sec) にて hot start 

polymerase の活性化を行った後、40 cycle PCR 反応 (1 cycle: 95℃ 3 sec, 60℃, 30 

sec) を行い、各種遺伝子発現量を定量した。なお real-time PCR primer として Table 

1 および Table 2 に示したものを使用した。また、データ解析は 2-⊿⊿CT 法にて行

った。 

 

・データ解析 

データは平均値 ± 標準誤差 (S.E.) で表した。統計学的検定は、unpaired 

Student’s t-test、one-way analysis of variance (ANOVA)、two-way ANOVA なら

びに Bonferroni の post hoc test を用いた。 
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第一章	 ラット気管支平滑筋収縮反応における  Rac1 の役割  

 

第一節	 緒言  

気管支平滑筋は主に MLC のリン酸化によって調節されており、Ca2+ 依存的な 

MLCK を介した経路と、Ca2+ 非依存的な  MLCP を介した経路  (Ca2+ 

sensitization) の二つの経路が明らかにされている  (12, 13)。 RhoA は 

RhoGTPase superfamily の一つで気管支平滑筋収縮反応の Ca2+ sensitization に

関与することが報告されている (20)。 

RhoA 以外の RhoGTPase superfamily である Rac1 は RhoA と比べて平滑

筋収縮反応に関与することが明らかにされた報告は少ないが、Rac1 GEFs 特異的阻

害薬である NSC23766 が phenylephrine 誘発マウス伏在動脈および CCh 誘発膀

胱平滑筋収縮反応を抑制することが知られている  (21)。さらに、2015 年に 

NSC23766 および Rac1 阻害薬である EHT1864 が Ca2+ sensitization を介し

た phenylephrine 誘発ウサギ大腿動脈収縮反応を抑制することが示された (22)。し

かしながら、気道の MLC リン酸化反応および平滑筋収縮反応における Rac1 の

機能については明らかになっていることが少ない。そこで、本研究では、ラット気

管支において Rac1 が MLC のリン酸化および平滑筋収縮反応に関与するかを検

討した。  
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第二節	 実験結果 

CCh 誘発ラット気管支平滑筋収縮反応は、Rac1 阻害薬である EHT1864 およ

び Rac1 GEFs 特異的阻害薬である NSC23766 の前処置により抑制された (Fig. 

1A-E)。しかしながら、無処置である naive 群と溶媒処置群 (vehicle 群) では収

縮反応に違いはみられなかった。また、1 µM CCh 誘発収縮反応に対する EHT1864 

の後処置による累積投与の効果を検討したところ、濃度依存的な収縮反応の抑制が

みられた (Fig. 1F)。さらに、気管支平滑筋の強力な収縮作用を持つ endothelin-1 

(ET-1) による収縮反応に対する Rac1 阻害薬の効果を検討した。ET-1 誘発気管支

平滑筋収縮反応は Rac1 阻害薬である NSC23766 および EHT1864 処置により有

意に抑制された。 

次に、これらの Rac1 阻害薬が MLC のリン酸化反応の変化を引き起こしている

かを検討した。CCh および ET-1 処置により認められた MLC のリン酸化反応の亢

進は、Rac1 阻害薬である NSC23766 および EHT1864 処置により抑制された (Fig. 

2A-D)。さらに、pull down assay を用い Rac1 活性化についても検討を行なったと

ころ、CCh 処置により有意な Rac1 活性化亢進 (GTP-Rac1 の割合の増加) が認め

られた。この  Rac1 活性化の亢進は  Rac1 阻害薬である  NSC23766 および 

EHT1864 処置により抑制されたが、RhoA 経路に関与する Rho kinase 阻害薬であ

る Y-27632 処置では抑制されなかった (Fig. 2E and F)。 

続いて、Rac1 が気管支平滑筋収縮反応において Ca2+ 依存性経路と Ca2+ 非依存

性経路 (Ca2+ sensitization) のどちらに関与するかを検討した。Calyculin-A は強力な

タンパク質脱リン酸化阻害作用があり、MLCP の作用を抑制することで平滑筋の収

縮反応を引き起こすことが知られている。この  calyculin-A 誘発収縮反応は 

NSC23766 および EHT1864 処置により影響を受けなかった。さらに、Ca2+ 依存性 
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MLCK 経路を介した収縮反応である high K+ 脱分極誘発収縮反応についても検討

を行なったところ、high K+ 脱分極誘発気管支平滑筋収縮反応も NSC23766 および 

EHT1864 処置による影響を受けなかった (Fig. 3E-H)。 

Ca2+ sensitization 経路については RhoA 経路と CPI-17 経路の二つが知られてい

るため、この二つの収縮経路に Rac1 が関与するか検討することにした。NaF は三

量体 G タンパク質を活性化し、RhoA 経路の活性化を介してMLCP 活性を抑制す

ることにより収縮反応を引き起こす (23-26)。興味深いことに、NaF 誘発気管支平

滑筋収縮反応は、EHT1864 および Y-27632 処置により抑制されたが、NSC23766 

処置では収縮反応に変化はみられなかった。さらに、EHT1864 および Y-27632 の

共処置は、それぞれの単独投与時と比較して、さらなる NaF 誘発収縮反応の抑制

効果はみられなかった (Fig. 4A-D)。そこで、Rac1 阻害薬が RhoA 経路に関与す

る可能性が示唆されたので、Rac1 が RhoA/MLCP 経路に作用するかをさらに検

討した。MLCP ホロ酵素活性に関して、MLCP のサブユニットである MYPT1 の

Thr696 と Thr853 ２つのサイトが Rho kinase によってリン酸化され、収縮反応

が引き起こされることが報告されているため (27)、これらの阻害サイトのリン酸化

反応に対する Rac1 阻害薬の効果を検討した (Fig. 5A and B)。Th696 では、CCh 

刺激によりリン酸化反応の変化はみれらなかった。一方、Rho kinase の特異的サ

イトである Thr853 では、CCh 刺激により有意なリン酸化反応の亢進がみられた。

さらに、このリン酸化反応の亢進は NSC23766 および EHT1864 処置によって抑

制された (Fig. 5A and C)。 

そこで、PKC/CPI-17 経路を介した収縮反応に対する Rac1 阻害薬の効果につい

て検討した。気管支平滑筋に PKC 活性化薬である PDBu を処置したところ収縮

反応はみられなかったが (Fig. 6A)、high K+ 処置後に PDBu を処置すると気管支
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平滑筋の収縮反応がみられた。この収縮反応は PKC 阻害薬である GF109293X 

処置により抑制された。このことから、この収縮反応は PKC を介していることが

示された (Fig. 6B)。しかし、high K+ および PDBu 誘発収縮反応は NSCC23766 

および EHT1864 処置によって変化はみられなかった (Fig. 6B-E)。 

最後に Rac1 活性自体が気管支平滑筋収縮反応に作用するかを様々な protein 

transduction domain (PTD)-Rac1 を用いて検討を行なった。興味深いことに、恒

常的活性化変異体である PTD-Rac1 (Q61L) 投与によって気管支平滑筋収縮反応

が引き起こされた (Fig. 7A)。この収縮反応は、NSC23766 処置では変化がなかっ

たが、EHT1864 の処置により抑制された (Fig. 7A and B)。野生型 PTD-Rac1 お

よび dominant negative 変異体である PTD-Rac1 (T17N) を処置したところベー

スラインに変化はみられなかったが、そこに  CCh 累積処置を施すと野生型 

PTD-Rac1 処置では CCh 誘発収縮反応の増強がみられた。また、PTD-Rac1 T17N 

処置では CCh 誘発収縮反応の抑制がみられた(Fig. 7C-F)。  
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Fig. 1. Effects of Rac1 inhibitors on receptor agonist-induced contraction in rat bronchial smooth muscle. (A–C) 
Typical trace of carbachol (CCh)-induced force development with naive/vehicle (A), 10 µM EHT1864 (EHT, B) or 100 
µM NSC23766 (NSC, C). (A) shows naive responses followed by those in the presence of vehicle. W represents the 
wash-out. Bronchial tissue was treated with Rac1 inhibitors for 20 min before the first application of cumulative 
CCh. The CCh concentrations are expressed as −logM. (D, E) CCh concentration–contraction curves in the presence 
of EHT (D) and NSC (E). Before treatment of Rac1 inhibitor or vehicle, an accumulative CCh-induced contraction 
(naive) was observed. The contractions are represented as percentages of the first cycles of Emax of CCh-induced 
contraction of naive. (F) Effect of cumulative additional applications of EHT on 1 µM CCh- induced bronchial smooth 
muscle contraction. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. vehicle. (G) Effects of EHT and NSC on endothelin-1 (ET-1) 
concentration-contraction curves. The contractions are represented as percentages of the first cycles of Emax of CCh-
induced contraction (Naive). Values are means ± S.E.M. from 4 to 6 independent experiments from 4 to 6 animals. 
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Fig. 2. Effects of Rac1 inhibitors on receptor agonist-induced phosphorylation of myosin light chain (MLC) and Rac1 
activity in rat bronchial smooth muscle. (A-B) Western blot analysis of MLC and phospho-MLC with EHT1864 
(EHT) treatment. Lanes represent rest (but treatment with vehicle; lane 1) and 15 min after 1 µM CCh with 10 µM 
EHT (lane 3) or without EHT (lane 2). Values are means ± S.E.M. from four independent experiments. **P < 0.01 vs. 
rest (lane 1), #P < 0.05 vs. CCh stimulation (lane 2). (C-D) Western blot analysis of MLC and phospho-MLC with 
NSC23766 (NSC). Lanes represent rest (lane 4), without NSC (lane 5), 15min after 1µM CCh with 10µM (lane 6) or 
100µM NSC (lane 7) and 20 min after 0.1 µM ET-1 with 100 µM NSC (lane 9) or without ET-1 (lane 8). Values are 
means ± . from 4 in- dependent experiments from 4 animals. **P < 0.01 vs. rest (lane 4), #P < 0.05 vs. CCh 
stimulation (lane 5), $$P < 0.01 vs. ET-1 stimulation (lane 8). (E-F) Effects of Rac1 inhibitors on CCh-induced 
augmentation of Rac1 activity (GTP-Rac1). Lanes represent rest (lane 10), without inhibitors (lane 11) 15 min after 1 
µM CCh with 10µM EHT (lane 12) and 15min after 1µM CCh with 100 µM NSC (lane 13). The levels of GTP-Rac1 
are expressed as density ratios of the GTP-form signals to the corresponding total protein signals, and the data are 
summarized as percentages of the rest data. Values are means±S.E.M. from 3 independent experiments from 3 
animals. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. rest (lane 10); ##P < 0.01 vs. CCh stimulation (lane 11). 
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Fig. 3. Effects of Rac1 inhibitors on high K+ depolarization- and calyculin-A-induced contractions in rat bronchial 
smooth muscle. (A–C) Typical traces of calyculin A-induced contractions in the presence of 10 µM EHT1864 (EHT), 
100 µM NSC23766 (NSC) or vehicle. (D) Before treatment with Rac1 inhibitors or vehicle, an accumulative CCh-
induced contraction (naive) was observed. The calyculin A-induced contractions are represented as percentages of 
the first cycles of Emax of CCh-induced contraction of naive. (E–G) Typical traces of high K+ depolarization-induced 
contractions in the presence of 10 µM EHT, 100 µM NSC or vehicle. K+ concentrations are expressed in mM. (H) 
High K+-induced contractions are represented as percentages of the first cycles of Emax of CCh-induced contraction 
(naive). Values are means with S.E.M. from 4 to 6 independent experiments.
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Fig. 4. Effects of Rac1 inhibitors on NaF-induced contractions in rat bronchial smooth muscle. (A–C) Typical traces 
of NaF-induced contractions in the presence of 10 µM EHT1864 (EHT), 100 µM NSC23766 (NSC) or vehicle. (D) 
Statistical representation. Before treatment with Rac1 inhibitors or vehicle, an accumulative CCh-induced 
contraction (naive) was observed. The contractions are represented as percentages of the first cycles of Emax of CCh-
induced contraction of naive. Values are means ± S.E.M. from 4 to 5 independent experiments from 4 to 5 animals. 
***P < 0.001 vs. vehicle.
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Fig. 5. Effects of Rac1 inhibitors on carbachol (CCh)-induced phosphorylation of MYPT Western blot analysis of 
MYPT and phospho-MYPT at Thr696 and 853 with EHT1864 (EHT) and NSC23766 (NSC) treatments. Lanes 
represent rest (lane 1), without inhibitors (lane 2) 15 min after 1 µM CCh with 10 µM EHT (lane 3) and 15 min after 
1 µM CCh with 100 µM NSC (lane 4).. Values are means ± S.E.M. from 3 independent experiments from 3 animals. 
**P < 0.01 vs. rest (lane 1), ##P < 0.01 vs. CCh stimulation (lane 2).
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Fig. 6. Effects of Rac1 inhibitors on phorbol 12,13-dibutyrate (PDBu) with high K+ depolarization-induced 
contractions in rat bronchial smooth muscle. (A) Typical trace of application of PDBu alone in bronchial smooth 
muscle. (B–D) Typical traces of high K+ /PDBu-induced contractions in the presence of 10 µM EHT1864 (EHT), 100 
µM NSC23766 (NSC) or vehicle. 3 µM GF109203X, a PKC inhibitor, was applied after attainment of a plateau 
response to high K+/PDBu. (E) Before treatment with Rac1 inhibitors or vehicle, an accumulative CCh-induced 
contraction (naive) was observed. Contractions are represented as percentages of the first cycles of Emax of CCh-
induced contraction of naive. Values are means±S.E.M. from 4 to 5 independent experiments from 4 to 5 animals.
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Fig. 7. Effects of applications of PTD-Rac1 products in bronchial smooth muscle. (A, B) Typical traces of force 
development with 1 µM constitutively-active form of PTD-Rac1 (Q61L). The contraction is inhibited by additional 
application of EHT. (C–F) Typical traces of CCh-induced force development with vehicle (C), 1 µM wild-type PTD-
Rac1 (D) or 1 µM dominant-negative form of PTD-Rac1 (T17N, E). W represents the wash-out. CCh concentrations 
are expressed as −logM. (F) Before treatment with PTD-Rac1 or vehicle, an accumulative CCh-induced contraction 
(naive) was observed. Contractions are represented as percentages of the first cycles of Emax of CCh-induced 
contraction of naive. Values are means±S.E.M. from 4 independent experiments from 4 animals.  
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs. vehicle.
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第三節	 考察 

本章では、ラット気管支平滑筋において Rac1 が各種アゴニストによる MLC 

のリン酸化反応がそれらの収縮反応を調節しているか、さらに Rac1 活性がそれら

の収縮反応に影響を与えるか否かを検討した。Rac1 阻害薬は GPCR アゴニスト

である CCh および ET-1 誘発収縮反応を有意に抑制した。さらに、Rac1 阻害薬

はこれら GPCR アゴニストによる MLC リン酸化反応を抑制した。以上のことよ

り、Rac1 は MLC リン酸化反応を介して気管支平滑筋収縮反応を調節しているこ

とが示唆された。次に、この Rac1 を介する収縮反応が MLCK 経路と MLCP 経

路のどちらによって引き起こされているかを検討した。Calyculin-A は MLCP の

強力な阻害薬として知られている (12)。また、high K+ 脱分極誘発収縮反応は、電

依存性カルシウムチャネル (VDCC) 開口により細胞内に Ca2+ が流入する。流入

した Ca2+ は CAM と結合して MLCK を活性化させて収縮反応を引き起こす 

(12)。High K+ 誘発収縮反応および calyculin-A 誘発収縮反応は Rac1 阻害薬によ

って影響を受けなかったことから、Rac1 は MLCK 経路およびアクチン-ミオシン

の相互作用に関与しない可能性が示唆された。 

続いて、Rac1 が MLCP 経路に関与するかを検討した。MLCP 経路は RhoA 経

路と PKC/CPI-17 経路の二つが知られているため、それぞれの経路に Rac1 が関

与するか検討した。NaF は RhoA 活性化を介して MLCP 活性を抑制して収縮反

応を引き起こす。興味深いことに、NaF 誘発収縮反応は Rho kinase 阻害薬であ

る Y-27632 および Rac1 阻害薬である EHT1864 により抑制されたが、Rac1 

GEFs 特異的阻害薬である NSC23766 では抑制されなかった。NaF は 三量体 G 

タンパク質活性化作用があり、さらに、RhoA を活性化することも報告されている

が (28)、Rac1 経路の上流にある GEFs を阻害しても NaF 誘発収縮反応に変化
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がなかったことから、Rac1 も RhoA と同様に NaF によって活性化した可能性が

考えられる。また、EHT1864 および Y-27632 の共処置がそれぞれの単独投与と

比べて NaF 誘発収縮反応を同程度しか抑制せず、Rac1 活性は Y-27632 によっ

て抑制がみられなかったことから  MLCP 経路の収縮反応において  Rac1 が 

RhoA 経路の上流に位置するなど、少なくとも Rac1 を介する経路の一部が RhoA 

経路に関与していることが考えられる (Fig. 8)。さらに、MLCP のサブユニットと

して MYPT1 があり、MLCP 活性抑制経路に Thr696 および Thr853 ２つのサ

イトのリン酸化が重要であることが報告されている (29)。RhoA 経路は、この 

MYPT1 の Thr853 をリン酸化し、収縮反応を引き起こすことが明らかになってい

る (27)。そこで、CCh による Thr696 および Thr853 のリン酸化反応の変化に

ついて検討したところ、Thr853 は CCh 処置によりリン酸化反応が亢進したが、

Thr696 では変化がなかった。Thr696 のリン酸化反応に変化がなかったことはこ

れまでの知見と同様の結果となった (22)。CCh により亢進した Thr853 のリン酸

化反応は NSC23766 および EHT1864 処置により抑制されたことおよび CCh 

による Rac1 活性の亢進が Rho kinase 阻害薬である Y-27632 によって影響を

受けなかった。このことから、Rac1 は RhoA/Rho kinase/MLCP 経路を調節して

いる可能性が考えられるが、その可能性を証明するためには、Rac1 阻害薬によっ

て RhoA/Rho kinase 活性が抑制されるかなど、さらなる研究が必要である。 

もう一方の MLCP 経路である PKC/CPI-17 経路に Rac1 が関与するかについ

ても検討した。血管平滑筋において、Rac1 阻害は PKC 活性および CPI-17 のリ

ン酸化反応を抑制するとの報告があるが (22)、本研究ではラット気管支平滑筋にお

いて、PKC 活性化薬である PDBu 誘発収縮反応は EHT1864 処置によって抑制

されなかった。したがって、Rac1 を介する経路は血管平滑筋と気管支平滑筋では
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異なる収縮反応機構である可能性が示唆された。 

最後に、Rac1 活性が気管支平滑筋収縮反応に影響を与えるかを検討した。TAT 

タンパク質が細胞内に移行できる機能を応用した膜透過性 protein transduction 

domain-Rac1 (PTD-Rac1) を使用した。恒常的活性化体である PTD-Rac1 (Q61L) 

を気管支平滑筋に処置したところ、収縮反応が引き起こされ、この収縮反応が 

EHT1864 処置により抑制されたことから、活性化 Rac1 は直接的に気管支平滑筋

を収縮させる機能があることが明らかとなった。また、PTD-Rac1 (Q61L) 誘発収

縮反応が  NSC23766 処置によって変化がみられなかった要因としては、

NSC23766 は Rac1 GEFs 阻害効果を示すため、すでに活性化された Rac1 によ

る収縮反応には影響しなかったことが考えられる。CCh 誘発収縮反応に対して他の 

PTD-Rac1 活性状態の検討も行った。野生型 PTD-Rac1 処置は CCh 誘発収縮反

応の亢進、dominant negative 変異体である PTD-Rac1 (T17N) 処置は CCh 誘発

収縮反応の抑制がみられたことから、気管支平滑筋収縮反応に Rac1 の活性状態が

関与する可能性が示唆された。 

以上のことから、本章では、ラット気管支平滑筋収縮反応において Rac1 が Ca2+ 

sensitization 機構に関与することおよび Rac1 活性状態が収縮反応に影響を及ぼ

している可能性を明らかにした。  
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Fig. 8. Simplified schematic illustration of the role of Rac1 in regulating agonist-, such as carbachol (CCh) and 
endothelin-1 (ET-1), induced bronchial smooth muscle contraction. 
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第二章	 過敏性気管支平滑筋組織における  Rac1 発現および活性亢進  

 

第一節	 緒言  

気管支喘息は、気道閉塞、気道炎症および気道過敏性 (AHR) を特徴とする疾患

である (1)。気管支喘息を引き起こす気道炎症と AHR は病気の重症度と相関する

ことが示されている (30)。したがって、AHR 発症の基礎的な機序を深く解明する

ことは、気管支喘息の新たな治療を確立する上で非常に有用である。 

Rho GTPase superfamily は細胞骨格、細胞運動等の様々な生理反応に関与する

ことが明らかになっている (31, 32)。その中でも RhoA はその標的タンパク質であ

る Rho kinase とともに平滑筋収縮反応の Ca2+ sensitization に関与することが

明らかにされている (12, 20)。一方で、これまでにほとんど報告がなかった Rac1 

については、第一章において、ラット気管支平滑筋収縮反応の Ca2+ sensitization 

に Rac1 が関与する可能性を明らかにした。 

そこで、本研究では、Rac1 阻害薬である EHT1864 を用いることによりマウス

気管支平滑筋収縮反応における Rac1 の役割を検討した。さらに、抗原誘発気道過

敏性モデル動物を作製し、AHR 時の気管支平滑筋収縮反応の増強における Rac1 

の役割について検討するとともに、AHR モデル動物の気管支平滑筋における Rac1 

遺伝子発現変化を検討した。  
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第二節	 実験結果 

CCh 誘発マウス気管支平滑筋収縮反応は、ラット気管支平滑筋と同様に Rac1 

阻害薬である EHT1864 により抑制された (Fig. 9A)。マウス気管支平滑筋におい

ても、Rac1 を介した CCh 誘発収縮反応が Ca2+ 依存性反応経路ではなく Ca2+

非依存性反応機序 (sensitization) に関与するかを確かめるために、high K+ 脱分

極誘発反応に対する Rac1 阻害効果を検討したところ、high K+ 脱分極収縮反応は 

EHT1864 により影響を受けなかった (Fig. 9B)。次に、マウスにおいても CCh 刺

激によって Rac1 が活性化されるかを pull down assay 法にて検討したところ、

CCh 刺激によって Rac1 の活性化、すなわち活性型 Rac1 である GTP-Rac1 の

割合が増加し、その活性化された Rac1 は EHT1864 により活性化が抑制された 

(Fig. 10A)。続いて、Rac1 を介する経路が MLC のリン酸化に影響を与えるかを

検討した。CCh 投与により増加した MLC のリン酸化は EHT1864 処置により抑

制された (Fig. 10B and C)。 

第一章において、ラット気管支平滑筋収縮反応に Rac1 を介する経路が Ca2+ 

sensitization に関わることが示している。Ca2+ sensitization は PKC/CPI-17 と 

RhoA 経路の二つが知られているため (26, 33)、Rac1 を介する経路がこれらのマ

ウス気管支平滑筋収縮反応に関与するかを検討した。PKC/CPI-17 経路においては、

これまでにマウス気管支平滑筋において、PKC 活性化薬である PDBu 単独投与で

は収縮反応が引き起こされず、high K+ 処置後に PDBu を投与すると収縮反応が

引き起こされることが示されているため (34)、本実験では high K+ 処置後に 

PDBu を投与した。その結果、high K+ および PDBu 誘発収縮反応は、EHT1864 

により影響を受けなかった (Fig. 11A)。一方、三量体 G タンパク質ならびに RhoA

を活性化し、Ca2+ sensitization を活性化させることで MLC のリン酸化を亢進さ
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せることが報告 (35) されている NaF 誘発収縮反応は、EHT1864処置により有意

に抑制された (Fig. 11B)。 

次に AHR と Rac1 の関係を明らかにするために抗原誘発気道過敏性モデル動

物 (AHR マウス) を用いて実験を行った。抗原チャレンジ群 (Chal.) は 感作のみ

を行った (S.C.) 群と比較して CCh 誘発収縮反応の増強が見られた (Fig. 12A)。

この  AHR マウスの気管支平滑筋における  CCh 誘発収縮反応の増強は 

EHT1864 処置によって S.C. 群と同じレベルにまで抑制された (Fig. 12A)。次に、

AHR マウス気管支平滑筋における Rac1 の発現変化について検討した (Table 1)。

Chal. 群は S.C. 群と比較して遺伝子およびタンパク質レベルにおいてともに有意

な Rac1 の発現増加がみられた (Fig. 12B-D)。 

MLCP の酵素活性は、サブユニットである MYPT1 の Thr696 および Thr853 

の 2 つのサイトがリン酸化されることにより減弱する (29)。したがって、これら

の阻害サイトのリン酸化を Rac1 が阻害するかを検討した。Chal. 群の気管支平滑

筋において S.C. 群と比較して、Rho kinase 特異的サイト (36) である Thr853 

の CCh によりリン酸化の亢進がみられたが、Thr696 ではリン酸化の変化はみら

れなかった。さらに、Thr853 でみられた CCh によるリン酸化の亢進は、Chal. 群

と S.C. 群いずれにおいても EHT1864 処置によりリン酸化反応が抑制された 

(Fig. 13A-C)。MLC のリン酸化変化についても AHR マウスの気管支組織で検討

したところ、MYPT1 の Thr853 のリン酸化と同様に、Chal. 群において S.C. 群

と比較して CCh 処置により有意な MLC リン酸化亢進がみられ、亢進したリン酸

化反応は EHT1864 処置により抑制された (Fig. 13A and D)。  
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Table 1. Primer sequences for RT-PCR used in the present study. 

 

Primers Product size

Deoxyribonucleotide sequences (base pairs)

forward CCTCGTCCCGTAGACAAAATG

reverse TCTCCACTTTGCCACTGCAA

forward AGTTGCGTTGTGCTGAGAACA

reverse CTCCAGAAGCTGCGGTCTTC

100 bp

Rac1 NM_009007.2 80 bp

Assession No. Direction

GAPDH NM_008084.2
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Fig. 9. Effect of EHT1864, a Rac1 inhibitor, on carbachol (CCh) and high K+ depolarization-induced contractions in 
bronchial smooth muscles (BSMs) of the mouse.The CCh concentrations are expressed as −logM. CCh (A) and high 
K+ (B)  responsiveness in the absence or presence of EHT1864. The strength of the contractions  is expressed as 
percentages in response to 10 µM CCh. All values are depicted as mean  ± S.E.M. of 6 independent experiments, 
respectively. *P < 0.05 and ***P < 0.001 vs. vehicle.  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Fig. 10. Effects of EHT1864 on CCh-induced Rac1 activation (GTP-Rac1) and myosin light chain (MLC) 
phosphorylation. The active form of Rac1, GTP-bound Rac1, in murine BSM was measured by a Rac1 pull-down 
assay (A). Photographs show typical results of Western blot analysis of MLC and phospho-MLC with EHT1864 (B). 
The data are summarized in panels (C). Values are depicted as mean ± S.E.M. of 5 independent experiments, 
respectively. *P < 0.05 vs. vehicle; #P < 0.05 vs. CCh  stimulation. 
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Fig. 11. Effect of EHT1864 on PKC activation and NaF-induced contraction in the BSM   of the mouse. Force 
development was not induced by the application of PDBu alone in murine BSM (data not shown). Nevertheless, 
PDBu-induced contraction induced force with high K+-depolarizing stimulation. High K+- and high K+ + PDBu-
induced contraction in the presence of EHT1864 or vehicle (A). Effects of EHT1864 on  NaF-induced contractions in 
BSM of mouse. NaF-induced contraction in the presence  of 10 EHT1864 µM (B) Values are depicted as mean ± 
S.E.M. of 5 independent experiments, respectively. **P < 0.01 vs. vehicle. 
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Fig. 12. Effect of EHT1864 on CCh-induced contractions in the BSM of repeated antigen-challenged mice (A). The 
contractions are represented in mN of tension. Values are depicted as mean ± S.E.M. of 5 independent experiments, 
respectively. ***P < 0.001 vs. S.C. vehicle; #P < 0.05 and ### P < 0.001 vs. Chal. vehicle. Changes in mRNA (B) and 
protein (D) levels of Rac1 in the BSM of repeated antigen-challenged mice (Chal.) and S.C. mice. Typical photograph 
of the protein expression of Rac1 (C).  Values are depicted as mean ± S.E.M. of 4 independent experiments, 
respectively. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. S.C. 
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Fig. 13. Effect of EHT1864 on CCh-induced phosphorylation of myosin phosphatase targeting protein (MYPT) and 
MLC on repeated antigen-challenged mice. Typical photograph of the phosphorylation of MYPT at Thr853, Thr696, 
MLC and GAPDH in the BSM of repeated antigen-challenged (Chal.) and S.C. mice (A). These data are  summarized 
in B-C. Values are depicted as mean ± S.E.M. of 5 independent experiments, respectively. *P < 0.05 vs. S.C., #P<0.05 
and ##P<0.01 vs. EHT + CCh. 
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第三節	 考察 

CCh 誘発マウス気管支平滑筋収縮反応は EHT1864 により抑制されたことから、

Rac1 を介する経路はマウス気管支平滑筋の収縮反応においても関与することが示

唆された。一方で、high K+ 脱分極誘発収縮反応は EHT1864 により影響を受けな

かった。さらに、PKC 活性化による収縮反応にも EHT1864 が影響を与えなかっ

たことから、Rac1 は Ca2+/CaM/MLCK 経路および PKC/CPI-17/MLCP 経路に

関与しないことが示唆された (Fig. 14)。 

AHR マウスの気管支平滑筋において増強した CCh 誘発収縮反応は EHT1864 

により抑制された。また、Rac1 の遺伝子およびタンパク質発現は、AHR マウス気

管支組織において増加がみられた。Rac1 はウサギ大腿動脈や第一章において

MLCP 経路を不活性化することによって平滑筋収縮反応を調節していることが報

告されている (22)。ウサギ大腿動脈において、Rac1 阻害によって PKC のリン酸

化に関連した CPI-17 の活性が抑制されることが報告されている (22)。しかしなが

ら、本実験では、PKC 活性化による気管支平滑筋収縮反応は EHT1864 によって

抑制されなかった。この結果は、ラットの気管支平滑筋収縮反応の結果と同様であ

った。すなわち、Shibata ら (22) が提唱する Rac1 を介する収縮経路は血管平滑

筋と気管支平滑筋で異なるということを強く支持する結果となった。RhoA 経路に

関与することが知られている NaF 誘発収縮反応は、EHT1864 によって抑制され

た。本研究では、Chal. 群において CCh 処置により Rho kinase 特異サイトであ

る MYPT1 の Thr853 のリン酸化が亢進し、この亢進したリン酸化反応は、

EHT1864 処置により抑制された。これらの結果は、第一章で述べたラットと同様

にマウス気管支平滑筋収縮反応においても  Rac1 を介する経路が  RhoA/Rho 

kinase 経路の一部に関与することを示唆している。 
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これまでに、GPCR アゴニスト誘発の Ca2+ sensitization による収縮反応は、

抗原誘発気道過敏性モデル動物において強く亢進することが明らかになっている。

モデル動物の気管支組織において、RhoA および CPI-17 のタンパク質発現の増加

がみられ、結果として Ca2+ sensitization 経路の亢進がみられる。健常のヒトおよ

びマウスの気管支平滑筋細胞に interleukin-13 (IL-13)、IL-17 および tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) のような喘息に関連したサイトカインを処置し培養

したところ、RhoA の発現増加が引き起こされることが知られている (20)。しかし、

Rac1 の発現については何が引き金となり発現増加を引き起こすかは明らかになっ

ていないため、さらなる研究が必要とされる。 

ヒトおよびマウスの気道平滑筋細胞において、CCh 刺激によって Rac1 が活性

化されることが報告されている  (18)。CCh による  Rac1 の活性化は、

phospholipase (PLC) β2 を介して細胞質内 Ca2+ 経路によって収縮反応を引き

起こす。この報告は、細胞質内の Ca2+ の調節、気道平滑筋細胞の収縮反応および 

AHR の亢進における本研究の考えである Rac1 を介する経路の重要な役割と一致

する。しかしながら、げっ歯類の AHR モデルの気管支平滑筋収縮反応において 

Ca2+ 依存性収縮反応は変化しないことを報告している (20)。ヒトにおいてもこれ

らの反応がみられるかは定かではないが、RhoA および CPI-17 だけでなく Rac1 

のさらなる研究を行うことが、アレルギー性気管支喘息の治療において有用で可能

性がある。 

したがって本章の結果から、Rac1 はマウス気管支平滑筋収縮反応にも関与して

いることを明らかにし、AHR マウスの気管支平滑筋収縮反応において Rac1 を介

する経路が亢進している可能性を明らかにした。  
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Fig. 14. Simplified schematic illustration of the upregulated Rac1 signaling pathway in carbachol-induced BSM 
contraction of repeated antigen-challenged mice. These pathways are discussed in the Discussion section.
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第三章	 過敏性の気管支平滑筋組織における  Rac1 を介する  carbachol 

誘発収縮反応の増強  

 

第一節	 緒言  

第一章および第二章において、Rac1 が気管支平滑筋収縮反応の Ca2+ sensitization 

に関与していることを明らかにし、AHR マウス気管支平滑筋収縮反応の増強に 

Rac1 が関与する可能性を明らかにした。そこで本章では、AHR マウスでみられる 

CCh 誘発気管支平滑筋収縮反応の増強と Rac1 を介する経路の関連についてさら

なる検討を行った。 

Rac1 は Rho GTPase superfamily の一つであり、superfamily は GEFs を介して活

性化体の GTP と 不活性体の GDP の状態を行き来している。Rac1 活性化は、様々

な GEFs によって調節されているが、本実験では Rac1 の代表的な GEF である 

Trio および Tiam1 に着目した (37-40)。Trio および Tiam1 は Rac1特異的な 

GEFs として知られているが、気管支平滑筋収縮反応および AHR に関与するか明

らかになっていない。 

そこで本章では、Rac1 GEFs である Trio および Tiam1 を阻害する 

NSC23766 (41) および Rac1 阻害薬である EHT1864 (42) を用いて AHR 時の

収縮反応に Rac1 を介する経路が関与しているかを検討した。また、AHR 時の気

管支組織における Rac1 を介する経路の発現変化についても検討した。CCh はム

スカリン性アセチルコリン受容体 3 (Chrm3) のみに作用して気管支平滑筋収縮反

応を惹起していることから (43, 44)、AHR 時の気管支平滑筋における Chrm3 の

発現変化についても検討を行った。  
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第二節	 実験結果 

AHR モデルマウスを作製し、気管支平滑筋収縮反応における Rac1 阻害薬 

(NSC23766 および EHT1864) の効果を検討した。CCh 誘発気管支平滑筋収縮反

応において、Chal. 群は S.C. 群と比較して有意な収縮反応の増強がみられた。こ

の増強した収縮反応は、Rac1 阻害薬の NSC23766 および EHT1864 いずれによ

っても収縮反応の抑制が見られた (Fig. 15A)。一方、high K+ 脱分極誘発収縮反応

においては、Chal. 群と S.C. 群の間に変化がなく、NSC23766 および EHT1864 

処置下においても変化がなかった (Fig. 15A)。 

そこで、AHR マウスの気管支平滑筋収縮反応における Rac1 を介する経路の関

連因子および CCh の受容体である Chrm3 の遺伝子発現変化について検討した 

(Table 2)。Chal. 群において、Rac1 および Rac1 特異的 GEFs である Trio お

よび Tiam1 の遺伝子発現上昇がみられた (Fig. 15B-D)。一方、Chrm3 において

は遺伝子発現変化はみられなかった (Fig. 15E)。さらに、タンパク質発現変化にお

いても検討したところ、遺伝子発現変化と同様に、Chal. 群の気管支組織において、

Rac1、Trio および Tiam1 のタンパク質発現亢進がみられ、Chrm3 のタンパク質

発現は Chal. 群と S.C. 群で変化がなかった (Fig. 16A-E)。 

次に、AHR マウスの CCh 刺激による Rac1 活性の変化についても検討した。

S.C. 群において CCh 処置を行うと Rac1 活性の亢進がみられた。Chal. 群に 

CCh 処置を行ったところ、S.C. 群の CCh 処置と比較してさらなる Rac1 活性の

亢進がみられた。このさらなる Rac1 活性の亢進は、NSC23766 および EHT1864 

により有意に抑制された (Fig. 16F and G)。
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Table 2. Primer sequences for RT-PCR used in the present study. 

 

Primers Product size

Deoxyribonucleotide sequences (base pairs)

forward CCTCGTCCCGTAGACAAAATG

reverse TCTCCACTTTGCCACTGCAA

forward AGTTGCGTTGTGCTGAGAACA

reverse CTCCAGAAGCTGCGGTCTTC

forward CGGGATGCCATCGATATCAT

reverse TCCTCCGTATCGAAGTCATTCA

forward CAAGGTCGCCAGTCACATCA

reverse TCTCCCGTCTGCTCAGCAAT

forward CCTCGCCTTTGTTTCCCAAC

reverse TTGAGGAGAAATTCCCAGAGGT
129 bpNM_033269

GAPDH 

Rac1

Trio

Tiam1

Chrm3

100 bp

NM_009007.2 80 bp

NM_009384.3 90 bp

XM_006520050.1 83 bp

NM_008084.2

Assession No. Direction
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Fig. 15. Effects of NSC23766 and EHT1864 on carbachol (CCh) and high K+ depolarization-Induced contractions in 
the bronchial smooth muscles (BSMs) of sensitized-control (S.C.) and OA-challenged (Chal.) mice. The 10 µM CCh 
and 60 mM high K+ responsiveness in the absence or presence of 100 µM NSC23766 and 10 µM EHT1864 (A). Each 
column represents the mean ± S.E.M. of 4–8 independent experiments. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. CCh only (S.C.). 
##P < 0.01 and ###P < 0.001 vs. CCh only (Chal.). Gene expression changes of Trio, Tiam1, Rac1, and Chrm3 in 
BSMs of S.C. and Chal. mice (B–E). Each column represents the mean ± S.E.M. from four experiments. *P < 0.05 vs. 
S.C. 
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Fig. 16. Protein levels of Tiam1, Trio, Rac1, and Chrm3 and CCh-Induced Rac1 activation in BSMs of S.C. and Chal. 
mice. Representative photographs showing bands for Tiam1, Trio, Rac1, Chrm3, and Gapdh (A). Levels of Tiam1, 
Trio, Rac1, and Chrm3 expressed as the ratios of the intensities of Tiam1, Trio, Rac1, and Chrm3 to GAPDH protein 
bands (B–E). Each column represents the mean ± S.E.M. from four experiments. *P < 0.05 and ***P < 0.001 vs. S.C. 
The active form of Rac1, GTP-bound Rac1, in BSMs of mice was measured using Rac1 pull-down assay (F and G). 
Representative photographs showing bands for pull-down Rac1-GTP (upper) and Gapdh in total protein (lower). 
Each column represents the mean ± S.E.M. of 3–4 independent experiments. *P < 0.05: Vehicle (S.C.) vs. CCh (S.C.). 
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NSC + CCh (Chal.) or EHT + CCh (Chal.).



 

 45 

第三節	 考察 

第二章において、AHR マウスにおいて CCh 誘発気管支平滑筋収縮反応は最大

反応が増強し、10 µM CCh で最大反応が引き起こされることを明らかにした。そ

こで本章では、Chal. および S.C. マウスにおける、10 µM CCh 誘発気管支平滑

筋収縮反応が Rac1 阻害薬 (NSC23766 および EHT1864) に影響を受けるかを

検討した。NSC23766 は、Rac1 特異的 GEFs である Trio および Tiam1 を介

した Rac1 活性を阻害するが、100 µM では他の低量体 G タンパク質である 

Cdc42 や Rho には影響を与えないことが報告されている (41)。一方、EHT1864 

は、Rac1 を介する経路の下流を抑制するが、50 µM という濃度を用いても 

GTPase に影響を及ぼさないことが報告されている (42)。Chal. 群は S.C. 群と比

較して、10 µM CCh 誘発気管支平滑筋収縮反応の増強がみられた。この収縮反応

の増強は、100 µM NSC23766 および 10 µM EHT1864 によって抑制された。一

方で、60 mM high K+ 脱分極誘発収縮反応は、Chal.群 および S.C. 群の間に変化

はなく、NSC23766 および EHT1864 処置下においても変化がなかった (Fig. 7A)。

これらの結果は第二章と同様の結果になった。第二章において、AHR マウスの収

縮反応増強に Rac1 発現増加が関与することが示されている。上述したように、

NSC23766 は Rac1 特異的 GEFs である Trio および Tiam1 を阻害すること

によって Rac1 結合や活性を抑制する。ムスカリン性アセチルコリン受容体 3 

(Chrm3) はムスカリン性アゴニストによる気道平滑筋収縮反応を主に調節してい

ることが報告されている (43, 44)。したがって、AHR マウス気管支組織における 

Rac1、Trio、Tiam1 および Chrm3 の遺伝子発現変化について検討した。興味深

いことに、Chal. 群と S.C. 群において Chrm3 の遺伝子発現に変化はみられなか

ったが、Rac1、Trio および Tiam1 遺伝子発現は Chal. 群において有意な増加が
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みられた (Fig. 15B-E)。さらに、Rac1、Trio、Tiam1 および Chrm3 のタンパク

質発現変化についても検討したところ、Chal. 群は S.C. 群と比較して遺伝子発現

変化に加えタンパク質レベルにおいても、Rac1、Trio および Tiam1 の発現増加

がみられた (Fig. 16A-E)。つまり、AHR マウスにおける気管支平滑筋収縮反応の

増強は、受容体の発現増加ではなく、Rac1 を介する経路の亢進によって引き起こ

されている可能性が示唆された。 

そこで、AHR マウスの気管支組織において、CCh による Rac1 活性の変化に

ついて検討した。S.C. および Chal. マウスにおいて、CCh は Rac1 を活性化し、

この CCh による Rac1 の活性化は、NSC23766 および EHT1864 の前処置によ

って抑制された。さらに、Chal. 群は S.C. 群と比較して CCh 処置によりさらな

る Rac1 活性の亢進がみられ、このさらなる Rac1 活性の亢進も NSC23766 およ

び EHT1864 により抑制された (Fig. 16F and G)。しかしながら、Rac1 GEFs で

ある Trio および Tiam1 が CCh によってどのように活性化が引き起こされるか

など、さらなる研究が必要である。 

本章の結果から、AHR マウスの CCh 誘発気管支平滑筋収縮反応の増強には、

受容体である Chrm3 発現変化なしに、 Rac1 の発現増加だけでなく、Trio およ

び Tiam1 発現増加を介した Rac1 活性亢進も重要である可能性を明らかにした。 
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第四章 	 過 敏性の気管支平滑筋組織における  Rac1 を介する  

endothelin-1 誘発収縮反応の増強  

 

第一節	 緒言  

エンドセリン (ET) は当初、血管を強力に収縮させるペプチドとした発見された 

(45)。それ以来 ET について多くの研究がなされ、現在では血管収縮作用だけでな

く in vitro において強力な気管支収縮作用があることも明らかになっている (46, 

47)。ET は気道平滑筋を収縮させる 3 つの内在性ペプチドから構成され、3 つの

アイソフォーム (ET-1, 2 and 3) のうち ET-1 が最も研究されている。 また、ET-1 

は、Gq タンパク質共役型受容体である ETAR および ETBR を活性化することに

より、げっ歯類の気管平滑筋収縮反応を引き起こすことが報告されている (36)。さ

らに、ET-1 は平滑筋収縮反応において Ca2+ 依存性収縮機序だけでなく Ca2+ 非

依存的収縮機序に関与することも明らかになっている (13, 48)。 

これまでに述べてきたように AHR は気管支喘息において重要な病態の一つで

ある。AHR マウスにおいて、Rac1 の発現増加および活性亢進がおこり、結果とし

て high K+ 脱分極誘発収縮反応の変化なしに、CCh 誘発収縮反応の増強がみられ

る。つまり、Ca2+ sensitization が関与することを明らかにしている。さらに、当

研究グループではムスカリン受容体アゴニストではない ET-1 によって AHR マ

ウスの気管支平滑筋収縮反応の増強が引き起こされることを報告 (49, 50) してい

るが、AHR マウスの ET-1 誘発気管支平滑筋収縮反応の増強に Rac1 が関与する

かは明らかになっていない。 

そこで本章では、AHR マウス気管支平滑筋における ET-1 誘発収縮反応および 

MLC のリン酸化反応の亢進に対する Rac1 阻害薬である NSC23766 の効果を
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検討した。さらに、ET-1 が Rac1 活性状態を変化させるかについても検討を行っ

た。  
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第二節	 実験結果 

AHR モデルマウスを作製し、ET-1誘発気管支平滑筋収縮反応における Rac1 阻

害薬である NSC23766 の効果を検討した。ET-1 誘発気管支平滑筋収縮反応にお

いて、Chal. 群は S.C. 群と比較して有意な収縮反応の増強がみられた。この増強

した収縮反応は、NSC23766 によって抑制された (Fig. 17A)。 

続いて、AHR マウスの気管支組織における Rac1 および ET-1 受容体である 

ETAR および ETBR のタンパク質発現変化について検討した。Chal. 群において、

Rac1 発現上昇がみられた (Fig. 17B and E)。一方、ETAR および ETBR におい

てはタンパク質発現変化がみられなかった (Fig. 17B-D)。 

次に、AHR マウスの ET-1 誘発気管支平滑筋収縮反応における MLC リン酸化

反応および NSC23766 の効果について検討した。S.C. 群気管支組織において、

ET-1 処置により有意な MLC リン酸化亢進がみられた。さらに Chal. 群における 

ET-1 処置は S.C. 群における ET-1 処置と比較してさらなる MLC リン酸化亢

進がみられた。S.C. 群および Chal. 群ともに、ET-1 により亢進した MLC のリ

ン酸化は NSC23766 により抑制された (Fig. 18A and B)。 

最後に、AHR マウスの気管支組織における ET-1 による Rac1 活性化の変化に

ついて検討した。Pull down assay によって活性型 Rac1 (GTP-Rac1) を分離でき

たか確認するために GAPDH のタンパク質発現を検討したところ、S.C. 群および 

Chal. 群ともに、気管支組織の total 群では GAPDH の発現がみられたが、pull 

down assay を行なったサンプルでは観察されなかった (Fig. 19A)。そこで Rac1 

の活性化について検討したところ、S.C. 群において、ET-1 処置により Rac1 活性

亢進がみられ、さらに Chal. 群における ET-1 処置では S.C. 群における ET-1 

処置と比較してさらなる Rac1 活性亢進がみられた。S.C. 群および Chal. 群とも
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に、ET-1 により亢進した Rac1 活性は NSC23766 により抑制された (Fig. 19B 

and C)。  
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Fig. 17. Effect of 100 µM of the Rac1 inhibitor NSC23766 on ET-1-induced BSM contractions in S.C. and Chal. 
mice (A). Each point represents the mean ± SEM of 4 independent experiments. *P < 0.05 and ** P < 0.01 vs. 
S.C vehicle; ## P < 0.01 and ### P < 0.001 vs. Chal. vehicle. Representative photograph of protein expression of 
ETAR, ETBR, Rac1, and the internal control GAPDH (B). Each column represents the mean ± SEM of 5 
independent experiments (C-E). **P < 0.01 vs. S.C.. 
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Fig. 18. ET-1-induced MLC phosphorylation in the BSMs of S.C. and Chal. mice. Representative photographs of 
immunoblot analysis of total-MLC and p-MLC in BSM following vehicle, 1 µM ET-1, and 100 µM NSC23766 + 1 
µM ET-1 treatment (A). The data are summarized in panel (B). Values are expressed as mean ± SEM of 4 
independent experiments. **  P < 0.01 and ***  P < 0.001 vs. ET-1 stimulation in S.C.; ###  P < 0.001 vs. ET-1 
stimulation in Chal.
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第三節	 考察 

AHR マウスにおいて ET-1 誘発気管支平滑筋収縮反応の有意な増強がみられ、

増強した収縮反応は Rac1 阻害薬である NSC23766 により抑制された (Fig. 

17A)。第三章において、AHR マウスの気管支組織では CCh の受容体 (Chrm3) の

発現変化なしに、Rac1 タンパク質発現が亢進することを明らかにしている。そこ

で、ET-1 受容体タンパク質発現の変化について検討したところ、S.C. 群および 

Chal. 群においてタンパク質発現の変化はみられなかった。このことから、AHR マ

ウスの ET-1 誘発気管支平滑筋収縮反応の増強は、CCh による気管支平滑筋収縮

反応の増強と同様に、ET-1 受容体の発現変化ではなく Rac1 を介する経路の亢進

が関与する可能性が示唆された。 

次に、ET-1 誘発気管支平滑筋収縮反応が MLC のリン酸化を引き起こすかを検

討したところ、Chal. 群における ET-1 処置は S.C. 群における ET-1 処置と比較

してさらなる MLC リン酸化亢進がみられた。S.C. 群および Chal. 群ともに、

ET-1 により亢進した MLC のリン酸化は NSC23766 により抑制された (Fig. 

18A and B)。これらのことから、AHR マウスにおける ET-1 誘発気管支平滑筋収

縮反応の増強は、Rac1 を介した MLC のリン酸化反応の亢進により引き起こされ

ている可能性が示唆された。 

最後に、pull down assay を用いて ET-1 処置による Rac1 活性状態の変化につ

いて検討した。Total 群では GAPDH の発現がみられたが、Pull down assay を

行なった群では内在性コントロールである GAPDH の発現が観察されなかった。

しかしながら、Pull down 群において GTP-Rac1 の発現が確認できた。このこと

により pull down assay により活性型 Rac1 (GTP-Rac1) のみを分離できたこと

が示された。Chal. 群において ET-1 処置により S.C. 群の ET-1 処置と比較して
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さらなる Rac1 の活性亢進がみられ、この活性亢進は NSC23766 の前処置によっ

て抑制された。このことから、AHR マウスの気管支平滑筋収縮反応の亢進に Rac1 

活性亢進が関与している可能性が示唆された。さらに、これらの亢進は Chrm3 を

刺激することによって収縮反応を引き起こす CCh 処置のみだけでなく、ET 受容

体を刺激することで収縮反応を引き起こす ET-1 処置によっても引き起こされた

ことから CCh 特異的でなく様々なアゴニストによっても Ca2+ sensitization を

介した AHR がみられるか可能性が示唆でき、過去の報告と一致する (49)。しかし

ながら、マウスだけでなくラットやウサギなどの異なる動物種の AHR モデル動物

において Rac1 を介する経路が関与しているか等さらなる検討の余地がある。また、

近年、ダニ抗原による AHR モデルおよびヒトの気管支平滑筋細胞において Rac1 

が関与することが報告された (18)。つまり、本実験で使用した OVA 抗原のみなら

ずダニ抗原においても気道過敏性の亢進に Rac1 が関与することが明らかとなっ

ているため、OVA 特異的ではなく、喘息時にみられる AHR 全般に Rac1 を介す

る経路が関与している可能性が考えられる。 

本章では、AHR マウスの気管支平滑筋収縮反応の増強は、ET-1 によってももた

らされ、この ET-1 による収縮反応の増強は MLC リン酸化亢進および Rac1 活

性亢進を介して引き起こされることを示唆した。  
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総括  

気管支喘息は、気道閉塞、気道炎症および気道過敏性 (AHR) に特徴付けられる

疾患である。なかでも AHR は、重症度と相関を示し、悪化により気道の狭窄を引

き起こすことによって、最悪の場合死に繋がるため喘息の治療を行う際の最も重要

な病態の一つである。一方、Rac1 は低分子量 G タンパク質として知られ、近年、

平滑筋収縮反応に関与することが報告され始めていることから、本研究では気管支

喘息における AHR における Rac1 の関与を明らかにすることを目的として研究

を行なった。 

第一章では、ラット気管支平滑筋収縮反応に Rac1 が関与しているか検討を行な

ったところ、Rac1 を介する経路は Ca2+ 依存的な反応には関わらずに、Ca2+ 非依

存的な反応機序 (Ca2+ sensitization) を介して MLC をリン酸化し、収縮反応を調

節することを示唆した。さらに、Rac1 の活性状態が収縮反応に直接影響影を及ぼ

すことを示唆した。 

第二章では、正常マウスの気管支平滑筋収縮反応においても、ラット気管支平滑

筋と同様に Ca2+ sensitization を介して MLC をリン酸化し、収縮反応を調節す

ることを示唆した。さらに、抗原を反復吸入させ抗原誘発気道過敏性モデル動物を

作製し、気管支平滑筋収縮反応の増強が引き起こされることを確認した。この AHR 

マウスの気管支において Rac1 阻害薬が増強した収縮反応を抑制すること、Rac1 

の遺伝子およびタンパク質の発現が増加することを明らかにした。 

第三章では、AHR マウス気管支組織における Rac1 を介する経路関連因子の発

現変化および CCh による Rac1 活性状態の変化について検討した。AHR マウス

気管支平滑筋において high K+ 収縮反応の変化なしに、CCh 誘発収縮反応が増強

したことから、AHR は Ca2+ sensitization に関与する可能性が示唆された。また、
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AHR マウス気管支組織において、CCh の受容体の遺伝子およびタンパク質の発現

変化なしに、Rac1 および Rac1 特異的 GEF である Trio および Tiam1 の遺伝

子およびタンパク質発現亢進がみられた。さらに CCh により Rac1 活性の亢進が

みられた。これらのことより、AHR マウスの CCh 誘発気管支平滑筋収縮反応の

増強は、受容体の発現変化なしに、Rac1 を介する経路の関連因子の発現増加およ

び Rac1 活性の亢進によって引き起こされることを示唆している。 

第四章では、CCh とは異なる Gq タンパク質共役型受容体アゴニストである 

ET-1 を用いて、AHR と Rac1 の関係性について検討した。AHR マウスの気管

支平滑筋において ET-1 は CCh と同様に収縮反応の増強がみられ、増強した収縮

反応は Rac1 阻害薬で収縮反応の抑制がみられた。また、ET 受容体の発現変化は

みられず、MLC リン酸化増加および Rac1 活性亢進がみられたことから、AHR は 

CCh だけでなく様々なアゴニストによる Rac1 を介する経路の亢進が関与する可

能性が示唆された。 

以上のことより、喘息の重要な病態である AHR は Ca2+ sensitization の Rac1 

を介する経路が亢進して引き起こされる可能性が示唆された。しかしながら、Rac1 

阻害薬は RhoA 経路の MYPT1 のリン酸化変化に影響を与えたため、AHR にお

ける Rac1 を介する経路と RhoA 経路の関係や、ヒトの AHR における Rac1 の

役割の解明など研究課題は山積である。本研究結果は、AHR と Rac1 を介する経

路が関与していることを明らかにした。そして、さらなる AHR と Rac1 を介する

経路の関係を明らかにすることで気管支喘息の新たな治療法のターゲットになる可

能性があることを示唆している。
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結論  

1) Rac1 が気管支平滑筋収縮反応の Ca2+ sensitization に関与することを明らかに

した。 

 

2) Rac1 の活性状態が気管支平滑筋収縮反応に直接影響を及ぼすことを明らかに

した。 

 

3) Rac1は、抗原誘発気道過敏性時に発現および活性亢進し、CCh および ET-1 誘

発気管支平滑筋収縮反応の増強を引き起こすことを明らかにした。 

 

4) 気道過敏性時には、Rac1 GEF である Trio および Tiam1 の発現増加も引き

起こされていることを明らかにした。 
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