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研究成果の概要：腸管などの粘膜組織に特異的に発達した粘膜免疫機構では上皮細胞で産生さ

れたpIgRと呼ばれる蛋白が重要な働きをしている。このpIgRは粘膜上皮にのみ産生されるが、

皮膚などの上皮細胞では産生されない。上皮細胞における pIgR の産生の相違が蛋白分解を阻害

する SLPI 蛋白による NF-kB の活性化の低下によることを明らかにした。また、ヒトの腸管や唾

液腺における SLPI と pIgR の組織内局在の検索からも生体内で pIgR の産生が SLPI による抑制

が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

粘膜組織は扁平上皮とことなり、その多くは

１層の上皮細胞によって外界と接しており、

絶えず外界からの細菌などの侵襲を受けて

いる。そのため、粘膜組織にはいくつかの粘

膜に特異な防御機構が存在する。分泌型 IgA

（SIgA）は１９６２年に Tomasi らによって

発見された、粘膜組織に特異的な免疫防御機

構である。粘膜免疫は粘膜上皮下の形質細胞

で産生・分泌された dimeric IgA は上皮細胞

で産生された polymeric immunoglobulin 

receptor (pIgR)と結合した後、上皮細胞内

を通過し、SIgA として管腔内（外界）に放出

される。dIgA の産生機構や IgR の産生機構に



ついては多くの検索がなされている。pIgR の

産生機構に関しては HT-29細胞などの大腸癌

由来の培養細胞を用いて各種サイトカイン

やＬＰＳによる刺激による産生能を遺伝子

発現および蛋白産生について検索が行われ

ている。腸上皮細胞における pIgR の組織内

発現については古くから絨毛の下部で pIgR

の発現を見るが、絨毛上部では認めないこと

が知られている。また、唾液腺の検索におい

ても全ての導管上皮細胞や腺房細胞に pIgR

の発現を認めない。 

このような pIgR の発現の相違がどのような

機構によるものかは現在まで検索されてい

ない。また、扁平上皮の pIgR の発現抑制機

構についても解明されていない。 

 
 
２．研究の目的 

Secrerory leukocyte protease inhibitor 

(SLPI)は扁平上皮細胞に発現し、各種の感染

や外傷の治癒過程などにみられる protease 

inhibitor のひとつである。SLPI は扁平上皮

細胞に強い発現を、腸上皮細胞ではパネット

細胞に発現することが報告されている。 

また、マクロファージ由来の培養細胞を LPS

刺激によるサイトカインの発現に SLPI が抑

制的に働くことが報告されている。これらの

ことから上皮細胞における pIgR の発現が

SLPI によって抑制されていると考え、扁平上

皮癌由来の培養細胞における SLPI の発現抑

制により pIgR の発現の変化を観察し、シグ

ナル伝達機構、pIgR と SLPI の組織内局在の

検索について検索を行い、pIgR の発現が粘膜

上皮細胞に特異的である機構の解明を目的

とする。 

 
３．研究の方法 

（１）NUSD-1 細胞の作成 

NUSD-1 細胞は以下のように作成した。はじめ

に SLPI の PCR product を pBlueScript II に

組み込み、その exon4 を含む部に neomycin 

resistant gene を導入し targeting gene を

作成した。targeting gene を扁平上皮癌由来

の Ca9-22 細胞に電気穿孔法で導入した後、

geneticin で selection を行い、最終的に目

的の細胞を得た。細胞から得られた RNA を用

いて RT-PCR 法により SLPI および pIgR の発

現を確認した。さらに、NUSD-1 細胞の産生し

た pIgR が dIgA を結合するか否か、NUSD-1 細

胞を culture chamber を用いて培養後、精製

ヒト polymeric IgA と１時間反応させ、続い

て FITC 抗ヒト IgA 抗体 DAKO 社）で１時間反

応後、検鏡する IgA binding test を行った。 

（２）HT-29 細胞における SLPI による pIgR

産生の抑制 

ELISA：SLPI を 1 または 10ng/ml になるよう

に添加した培地で HT-29 細胞または NUSD-1

細胞を３日間培養し、試料を得た。抗ヒト SC

抗体（DAKO 社)を PBS で希釈し 96 well titer 

plate に 50μl 分注し、一晩インキュベート

する。5% BSA/PBS でブロッキングした後、サ

ンプルおよびスタンダードを分注し、１時間

反応後、Hrp 標識抗ヒト SC 抗体（DAKO 社)と

反応後、OPD で発色し、plate reader で測定

した。 

免疫染色：上記結果から培地に SLPI を

10ng/ml になるように添加した培地で HT-29

細胞または NUSD-1細胞を３日間培養した後、

95%エタノールで５分固定後、PBS で洗浄した。

続いて 10%正常 swine 血清でブロッキングし

た後、Hrp 抗ヒト SC 抗体と反応後、DAB で発

色、核染後封入後、検鏡した。 

（３）NUSD-1 細胞における NF-kB 活性の検索 

NUSD-1 細胞を TNF-αまたは INF-γを、また

は SLPI を培地に添加し 10, 20, 30, 60 分間

培養した後、細胞質抽出物を得た。得られた

抽出物は通法に従い SDS-PAGE を行い、続い

て nylon membrane に transfer を行った。



Membraneは5%BSA/PBSでブロッキングした後、

NF-κB, IκBα, IκBβ,Iκκα, Iκκβ

の各抗体と１時間、続いて、Hrp-抗ウサギ IgG

抗体と１時間反応後、ECL plus と反応させ、

フィルムに露光し、現像した。 

（４）SLPI よび pIgR の組織内局在の検索。 

ヒト腸管および唾液腺の凍結切片またはパ

ラフィン切片を用いた。切片を 10%正常 swine

血清でブロッキングした後、抗ヒト SLPI 抗

体と反応後、RITC 抗マウス IgG 抗体と反応さ

せ、その後、FITC 抗ヒト SC 抗体と反応後、

蛍光顕微鏡で検鏡する、蛍光抗体二重染色法

を用いた。または、SLPI および pIgR の局在

を酵素抗体法で検索した。 

 

４．研究成果 

（１）本検索で使用した培養細胞 NUSD-1

は扁平上皮癌由来の Ca9-22 細胞における

SLPI の発現を抑制した結果、新たに粘膜上皮

が発現する pIgR を発現するようになった培

養細胞である (図１，２) 。pIgR は抗ヒトＳ

Ｃ抗体と反応し、また、IgA binding test の

陽性結果から pIgR は pIgA の結合能を有して

いることが明らかである（図３a,b）。 

 

 

 

a: pIgR の局在 

 
b: IgA binding test 

図3 NUSD-1細胞におけるpIgRの局在とIgA 

binding test 

（２）HT-29 細胞は pIgR を定常的に発現す

るが、培地にSLPIを 1μg/mlまたは10μg/ml

の濃度になるように添加して１、２および３

日間培養した後、ELISA 法で培地に分泌され

た pIgR 量を検索した結果、SLPI により pIgR

分泌量は8ng/mlから5ng/mlへと約50％減少

した。また、SLPI の濃度により大差は認めな

かった（図４a）。しかし、１および２日の検

索では今回用いた方法では検出限界以下で

あり、今後、再現性のある濃縮法が必要であ

る。HT-29 細胞は Salmonella(S) minnesota

由来のLPS(10μg/ml)刺激によりpIgRの発現

の増加が知られている。HT-29 細胞を S 

minnesota 由来の LPS(10μ g/ml)および

SLPI(10μg/ml)の存在下で３日間培養し、

ELISA 法および Western blot 法で培地に分泌

された pIgR 量を検索した結果、LPS の添加に

より pIgR 濃度は 10ng/ml から 20ng/ml に増



加を示したが、SLPI および LPS と SLPI を培

地に添加すると pIgR 濃度は両者とも 5ng/ml

に大きく減少した（図４b）。 

 

 
 

また、HT-29 細胞および NUSD-1 細胞を同様に

SLPI 含む培地で培養した結果、両細胞とも

SLPI により pIgR 陽性細胞が減少する傾向を

示した（図 5a,b）。 

以上結果から SLPI は pIgR を恒常的に発現す

る上皮細胞においても pIgR の発現を大きく

抑制することが確認された。 

a: control  

 

 

b: SLPI  
図５a,b HT-29 細胞における SLPI による pIgR
の発現抑制 

（３）扁平上皮癌由来の Ca9-19 細胞にお

ける SLPI を抑制し,pIgR を発現する NUSD-1

細胞における pIgR の発現と NF-κBの活性化

との関係について検索を行った。 

その結果、NUSD-1 細胞および Ca9-22 細胞に

おいて NF-κBおよびＩκκα の発現を TNF-

αまたは INF-γの刺激の有無におよび刺激

時間に関係なく認めたが、Ｉκκ®の発現は

NUSD-1 細胞では明らかな発現を認めたが、

Ca9-22 細胞では明らかな発現を認めなかっ

た。さらに、ＩκＢ®は Ca9-22 細胞では強く、

NUSD-1 細胞では弱い発現を示した。これらの

結果は SLPI がＩκＢ®の発現に関与するこ

とと符合し、pIgR の発現に関与している事が

示唆された（図６）。 

 
 

（４）SLPI および pIgR の組織内局在につい

てヒト腸管（凍結切片、ホルマリン固定パラ



フィン包埋切片）およびヒト唾液腺（ホルマ

リン固定パラフィン包埋切片）を用いて酵素

抗体法または蛍光抗体法による免疫組織染

色法を用いて検索を行った。 

その結果、ヒト腸管において pIgR は上皮細

胞の細胞質に局在を認めたが、杯細胞などそ

の他の細胞には認めなかった。また、SLPI も

一部の上皮細胞にその局在を認めた。しかし、

凍結切片による蛍光抗体二重染色法により

SLPI と pIgR の両者の局在を示す上皮細胞は

認めなかった（図７）。さらに、唾液腺では

pIgR は漿液性腺房細胞、半月、導管上皮細胞

にその局在を認めたが、SLPI は一部の粘液性

腺房細胞に局在を認めた（図８）。 

 
 

SLPIの局在

図８　ヒト顎下腺におけるpIgRとSLPIの局在  

これらの結果は SLPI と pIgR の発現が相補的

であり、生体内においても培養細胞において

も同様な結果が得られたことから、pIgR の発

現が生体内においても SLPI により抑制され

ていることが示唆された。 
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