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博士論文の要旨                                

 【背景と目的】 

気道上皮細胞からのムチン分泌は、気道からの病原体排除に重要であるが、過剰に産生されると粘液栓

を形成し、呼吸不全や窒息死の原因となりうる。したがって、粘液分泌は適切にコントロールされる必要

がある。 

MUC5AC は主に杯細胞から分泌され、気道粘液の主成分である。MUC5AC は気管支喘息や気道感染などに

おけるIL-4やIL-13、TGF-αなどの炎症性サイトカインやウイルス感染、喫煙などの外的因子によって発

現および分泌が誘導されることが知られる。ウイルス感染モデルとして汎用される合成二本鎖RNAである

polyI:CはEGF受容体リガンドであるTGF-αと相乗的に作用しMUC5AC発現を増強することが報告されてい

る。この相乗効果の機構として、TGF-αによる MAPK伝達経路分子 ERK1/2の活性化を、polyI:Cが ERK抑

制分子DUSP6の発現阻害をすることにより増強することが重要であることが示されている。 

炎症性サイトカインIFN-γは、Th1型免疫の代表的サイトカインであり、マクロファージの活性化、IL-4、

IL-13などの Th2サイトカインの機能への拮抗作用など、多くの機能を有している。IFN-γ受容体欠損マ

ウスにRSウイルスを感染させると強い気道炎症が誘導され、過剰なムチン分泌が起きることが報告されて

おり、IFN-γがウイルス感染防御に重要であり、気道分泌を制御していると考えられている。しかしなが

ら、IFN-γによる気道分泌抑制の詳細なメカニズムは明らかにされていない。 

今回、申請者らはヒト気道上皮細胞におけるムチン産生、特に MUC5ACの転写制御に IFN-γがどのような

役割を果たしているのかを検討した。 

【方法および結果】 

ヒト気道上皮細胞株H292を、TGF-αとpolyI:C（以下TP）もしくはTGF-αおよび polyI:C、IFN-γ（以

下 TPI）により刺激し、12時間後に細胞を回収し、RT-PCRにて MUC5AC の mRNA発現量を検討した。TP刺

激により誘導されたMUC5AC mRNA発現はIFN-γにより用量依存性に抑制された。また、フローサイトメト

リーにてMUC5AC蛋白質の発現の解析も行ったが、mRNA発現と同様にIFN-γにより抑制された。 



次に、IFN-γの作用機序を検討するため、IFN-γの主要な信号伝達経路である JAK1/STAT1 経路の関与

を検討した。siRNAによる JAK1とSTAT1の同時ノックダウンにより、IFN-γによる MUC5AC mRNA発現抑制

作用は完全に消失した。このことから、IFN-γによるMUC5ACの転写抑制にはJAK/STAT経路が必須である

ことが示された。 

さらに、TGF-αの受容体である EGF受容体の活性化に対するIFN-γの効果を検討した。ウェスタンブロ

ッティング法によりTP刺激による EGF受容体のリン酸化を確認した後、IFN-γによるリン酸化への影響を

検討したが変化は見られなかった。TGF-αによるMUC5AC発現増強作用にはMAPK経路の活性化が必須であ

ることが報告されているため、ERK1/2のリン酸化についてもウェスタンブロッティング法により検討した

が、TP刺激により増強された ERK1/2のリン酸化は、IFN-γにより抑制されなかった。次に、ERKのリン酸

化を抑制するDUSP6について検討したが、IFN-γは、DUSP6発現にmRNAレベルでは増強するものの、蛋白

質レベルではほとんど影響を与えなかった。以上の結果から、IFN-γはEGF受容体やその下流の MAPK経路

の抑制ではなく、他のメカニズムでMUC5AC発現を抑制していると考えられた。 

ヒト気道上皮細胞におけるMUC5ACの発現誘導に、NF-κB、Sp1などの転写因子が重要な役割を果たして

いることが報告されている。IFN-γによるMUC5AC発現抑制には二者のどちらかの転写因子の抑制が関与し

ていることが考えられる。すでに、申請者らはTP刺激によるMUC5ACの発現増強にはNF-κBの関与は少な

いことを確認しているため、まず、Sp1のMUC5AC発現誘導への関与を確認した。TP刺激によるMUC5AC発

現増強は、Sp1のDNA結合を阻害する Mithramycin Aにより抑制されることから、Sp1はTPによるMUC5AC

発現誘導に重要であることが分かった。さらに、クロマチン免疫沈降法によりSp1の結合部位を検討し、

TP刺激により MUC5AC転写開始部位の 3.5kb上流部（CS-UP-3.5k）への Sp1の結合が増強することを確認

した。最後に、IFN-γにより同部位への Sp1の結合が阻害されることを確認し、IFN-γのMUC5AC発現阻害

に、MUC5AC遺伝子プロモーター領域へのSp1結合阻害が重要であることを明らかにした。 

【考察と結論】 

IFN-γは MUC5AC 発現に抑制的に作用することが過去に報告されているが、その機序はほとんどわかっ

ていなかった。申請者らは今回の研究により、IFN-γのMUC5AC発現抑制作用にはJAK/STAT経路が必須で

あること、IFN-γはEGFRやその下流のERKの活性化（リン酸化）にはほとんど影響を与えていないこと、

IFN-γはERKの抑制因子である DUSP6蛋白質の発現は増加させないこと、IFN-γはMUC5ACプロモーター領

域へのSp1結合を阻害することで MUC5AC発現を抑制していることを突き止めた。 

MUC5ACの分泌にはSp1放出メカニズムなど、未だその機序に不明な部分も多く、さらなる解明が期待さ

れる。 

 

 

審査結果の要旨 

気道の感染防御に働くムチンは過剰に産生されると呼吸不全や窒息死の原因となりうる。そのため、ム

チン分泌は適切に制御される必要がある。今回、申請者らはヒト気道上皮細胞におけるムチン産生、特に

MUC5AC の発現に関して感染防御性サイトカインである IFN-γがどのような役割を果たしているのか

を検討した。具体的には、ヒト気道上皮細胞株H292を、TGF-α(炎症性サイトカイン)とpolyI:C(疑似ウ

イルス感染刺激)および IFN-γにより刺激し、12時間後に細胞回収し、RT-PCR・ウェスタンブロッティ

ング・クロマチン免疫凝集などを用いて種々の解析を行った。その結果、IFN-γは ①MUC5AC 発現を

抑制し、その作用には JAK/STAT 経路が必須であること、②EGFR やその下流の ERK の活性化にはほ



とんど影響を与えないこと、③ERKの抑制因子DUSP6蛋白質の発現は増加させないこと、④MUC5AC

プロモーター領域へのSp1結合を阻害することでMUC5AC発現を抑制していることを突き止めた。IFN-

γがMUC5AC発現を抑制することは過去にも報告があるが、その機序は不明であった。申請者らは今回

の研究により、その機序の一部を解明した。 

本論文は、IFN-γのMUC5AC発現抑制機構の一つを初めて明らかにしたものであり、この点に博士論

文としての価値を認める。 

 

 

 

 

 


