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研究成果の概要（和文）：CFTR の破綻により発症することで知られるアレルギーや気道炎症と

の関連性を明らかにすることを目的とした．その結果，変異型 CFTR は，セリンプロテアーゼ依

存的に 25 kDa の断片を産生するが，この断片は，炎症関連遺伝子 TLR2 の発現制御には関与し

ないことが示された．また，CFTR の破綻は，ダニ寄生依存的な皮膚ケラチノサイトからの NGF

の発現上昇・末梢感覚神経の伸長を惹起し，掻痒症状を強めることが示された．         

 

研究成果の概要（英文）：We sought to understand the mechanisms responsible for the phenotype 

of allergy and pulmonary inflammation by CFTR deficiency. Although we found the serine 

protease-dependent production of 25kDa fragment derived from mutated CFTR, the fragment 

did not seem to be involved in the regulation of TLR2 gene expression. We further concluded 

that CFTR in keratinocytes plays a critical role for the regulation of peripheral nerve 

function and pruritus sensation. 
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１．研究開始当初の背景 

 cAMP 依存性の Cl-イオンチャネル cystic 

fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR) の変異 (F-508-CFTR) 

は，白色人種間で最も頻度が高い致死性の遺

伝性疾患，嚢胞性線維症 (CF) の発症を惹起
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する．CF 患者は，通常，その平均寿命は約

30 歳と短命である．その主な原因は，進行

性の呼吸器の閉塞と慢性的な細菌感染とそ

れに伴う持続的炎症であるとされるが，これ

は，気道上皮組織において CFTR の機能低下

または変異 CFTR の存在が，細胞内外の環境

を著しく変化させることに起因するもので

ある．しかしながら，CFTR の機能低下また

は変異 CFTR の気道上皮細胞における存在が，

どのように細胞内環境に影響を与え細菌感

染への感受性増大とそれに伴う炎症病態の

誘発を引き起こすのかについては長年不明

であった．このような背景の中，本申請者は，

CF 患者由来の気道上皮細胞における遺伝子

発現制御機構の破綻メカニズムの解明を試

みた．その結果，CF 気道上皮細胞において

toll-like receptor-2 (TLR2) の発現量およ

び応答性が上昇していることを見い出した．

また，そのメカニズムに TLR2 プロモーター

領域の DNA メチル化異常が関与しているこ

とを明らかにした (Shuto. T., et. al. 

FASEB J, 2006)．しかしながら，CF 細胞に

おいて TLR2 の DNA メチル化制御機構が破綻

するメカニズムに関しては不明である． 

 一方，CFTR の機能低下または変異 CFTR の

存在は，上記 TLR2 以外にも多くの遺伝子の

変化を誘発し，様々な症状を惹起する．興味

深いことに，近年F508-CFTR 発現マウスは，

Th2 応答が亢進していることが報告された 

(Allard JB. et al., J. Immunol. 2006)．

F508-CFTR を有する CF 患者は，アトピー性

皮膚炎や喘息の罹患率が高いという疫学調

査とあわせて考えるとF508-CFTR はアレル

ギー様症状の誘発に寄与する可能性が高い．

しかしながら，CFTR の機能低下または変異

CFTR が，どのようにアレルギー様病態を引

き起こすのかについての分子基盤について

は全く不明である． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，難治性遺伝性疾患である CF 

の原因遺伝子である CFTR に着目し，CFTR の

破綻により発症することで知られる種々の

病態 (アレルギー，気道炎症) との関連性を

明らかにすることを目的とする．具体的には，

CFTR の制御破綻がどのように細胞内環境を

変化させ，病態発症に寄与するかについての

コンセンサスを得るため，第１に，変異型

CFTR (F508-CFTR) による炎症関連遺伝子

TLR2 の発現制御機構の詳細について，

F508-CFTR 発現上皮細胞に存在する 25 

kDa-CFTR 断片の観点から明らかにする．また，

第 2に，F508-CFTR 発現マウスにおけるダニ

寄生依存的な掻痒病態について，アレルギー

誘発遺伝子 nerve growth factor (NGF) 発現

誘導の観点から検討する． 

  

３．研究の方法 

(1) 25 kDa-CFTR 断片の CFBE41o- 細胞特異

性を検討する． 

(2) 25kDa-CFTR 断片の 2 次元電気泳動によ

り解析する． 

(3) 25kDa-CFTR 断片の産生機構を検討する． 

(4) TLR2 発現に対する25kDa-CFTR 断片の影

響を検討する． 

(5) 掻破行動・皮膚の組織学的変化に対する

CFTR 変異の影響を調べる． 

(6) CFTR 変異マウスの掻痒感誘発に対する

NGF の関与を調べる． 

(7) 野生型 C57BLマウスの掻痒感誘発に対す

る CFTR チャネル阻害剤の影響を検討する． 

(8) HaCaT cell における CFTR の機能抑制時

の NGF 産生への影響を調べる． 

 

４．研究成果 

(1) 25 kDa-CFTR 断片の CFBE41o- 細胞特異

的な発現上昇 

 まず，内因的に野生型 CFTR を発現する気

管支上皮細胞である 16HBE14o- 細胞，及び

内因的に F508-CFTR を発現する気管支上

皮細胞である CFBE41o- 細胞よりWhole cell 

lysate を抽出し，抗 CFTR-RD 抗体および抗 

CFTR-C 末端抗体を用いたWestern blot 法に

より CFTR 断片の検出を行った．また, 

negative control として内因性CFTR の発現

が mRNA のレベルから検出できない A549 



細胞を用いた．その結果，抗 CFTR C 末端抗

体で認識されるバンド (約 25kDa)の発現が 

CFBE41o- 細胞において高かった．一方，抗 

CFTR-RD 抗体ではこのような特異的バンド

は検出されなかった．次に，抗 CFTR C 末端

抗体で検出されるバンドが CFTR 由来の断

片であるか否か検討するために，CF 気道上

皮細胞に WT-CFTR あるいは F508-CFTR を

安定高発現した細胞 (CFBE-WT, CFBE-F) を

用いた．その結果，CFBE41o- に比べて

CFBE-WT で発現がわずかに増加しており, 

CFBE-F ではさらにその断片の発現が増加

していた．以上の結果より，CFBE41o- にお

いてこの断片の発現量は F508-CFTR の発

現量に比例することが示され，抗 CFTR C 末

端抗体で検出されるバンドが CFTR 由来の

断片であることが示唆された．以下，このバ

ンドを 25 kDa-CFTR 断片と記載する．さら

に，CFBE41o- 以外の CF 細胞における 25 

kDa-CFTR 断片の発現を検討するために，内

因的に F508-CFTR を発現する気管支上皮

細胞である IB3 細胞および IB3 細胞に 

WT-CFTR を安定高発現した細胞，内因的に 

F508-CFTR を発現する気管上皮細胞である 

CFTE29o- 細胞，内因的に F508-CFTR を発

現する膵臓腺ガン細胞である CFPAC-1 細胞

を用いた．その結果，これらの細胞において

25 kDa-CFTR 断片の発現量は CFBE41o- と比

べて低かった．以上の結果より，25 kDa-CFTR

断片は CFBE41o- 細胞特異的に発現上昇す

ることが示された． 

 

(2) 25kDa-CFTR 断片の配列同定 

これまでの検討により，抗 CFTR C 末端抗体

で認識される約 25 kDa のバンドは CFTR 由

来の断片であることが示唆された．しかし，

このバンドが CFTR 由来の断片であるという

直接的な証拠は得られていない．そこで，25 

kDa-CFTR 断片の配列を同定するために種々

の検討を行った．まず，25kDa-CFTR 断片を濃

縮して配列を同定するために，抗 CFTR C 末

端抗体を用いた免疫沈降法を行った．その結

果，全長の CFTR が免疫沈降できる条件で，

25kDa-CFTR 断片は免疫沈降できなかった．次

に，25 kDa-CFTR 断片を多く含む細胞内画分

を同定するために，細胞分画法を用いた．

CFBE41o- 細胞および CFBE-F 細胞に細胞質

画分，膜画分，核画分に分画し，25 kDa-CFTR 

断片の発現を Western blot 法により解析し

た．その結果，25 kDa-CFTR 断片は両方の細

胞とも膜画分において発現が高かった．

CFBE-F 細胞においては核画分でも膜画分と

同程度に発現が認められた． そこで，25 

kDa-CFTR 断片のスポットを同定するために，

16HBE14o- 細 胞 お よ び  CFBE41o- 細 胞 , 

CFBE-F 細胞の膜画分を二次元電気泳動法に

より展開した後，抗 CFTR-C 末端抗体を用い

て Western blot 法を行った．その結果，分

子量が約 25 kDa で，等電点が約 9 のスポッ

トの発現が CFBE41o- 細胞で見られ，CFBE-F 

細胞でさらに発現が高かった．さらに，この

スポットの配列を同定するために，16HBE14o- 

細胞および CFBE-F 細胞の膜画分を二次元

電気泳動法により展開した後，銀染色法を行

った．その結果，25 kDa-CFTR 断片と思われ

る特異的なスポットは検出できなかった． 

 

(3) 25kDa-CFTR 断片の産生機構の検討 

25 kDa-CFTR 断片の産生に関与するプロテ

アーゼを同定するために，各種プロテアーゼ

の阻害剤を用いて CFBE41o- 細胞における 25 

kDa-CFTR 断片の発現変化をWestern blot 法

により解析した．まず，CFTR の発現制御へ

の関与が報告されている プロテアソームと

カルパインについて検討した．その結果，プ

ロテアソーム阻害剤である MG132 の用量依

存的に 25 kDa-CFTR 断片の発現が抑制され

た．一方，カルパイン阻害剤である ALLN の

処理では 25 kDa-CFTR 断片の発現変化は認

められなかった．次に，プロテアソームの主

要な触媒活性であるトリプシン様プロテア

ーゼとキモトリプシン様プロテアーゼの関

与を検討した．その結果，キモトリプシン様

プロテアーゼの阻害剤である TPCK の用量

依存的に 25 kDa-CFTR 断片の発現が抑制さ

れた．また，トリプシン様プロテアーゼの阻



害剤である TLCK の処理では 25 kDa-CFTR 

断片の発現がわずかに抑制された．以上の結

果より，25 kDa-CFTR 断片の産生にはプロテ

アソームの特にキモトリプシン様プロテア

ーゼが関与することが示唆された． 

 

(4) TLR2 発現に対する25kDa-CFTR 断片の影

響の検討 

 25 kDa-CFTR 断片は抗 CFTR C 末端抗体に

より認識されることから，CFTR の C 末端領

域を含むことが予想される．そこで，CFTR C

末端領域をクローニングし，25 kDa-CFTR 断

片の類似体を作成することで，25 kDa-CFTR 

断片の TLR2 発現に対する影響を検討した．

まず，クローニングした CFTR C 末端領域の

コンストラクト (NBD2 construct) と 25 

kDa-CFTR 断片との発現パターンを比較する

ために， 16HBE14o- 細胞に NBD2 construct

を過剰発現し，CFBE-F 細胞に発現する 25 

kDa-CFTR 断片との比較を Western blot 法に

より検討した．その結果，NBD2 construct の

分子量は 25 kDa-CFTR 断片よりも大きく，約 

32 kDa であった．この条件下で  NBD2 

construct 過剰発現による TLR2 発現変化を

検討した．その結果，NBD2 construct を過剰

発現しても TLR2 mRNA 発現は変化しなかっ

た．25kDa-CFTR 断片の産生機構の検討から，

CFBE41o- 細胞における TPCK の処理により

25 kDa-CFTR 断片 の発現は減少することが

示されている．そこで次に，TPCK 処理による 

TLR2 発現変化を検討した．その結果，TPCK を

処理しても TLR2 mRNA 発現は変化しなかっ

た．以上の結果より，25kDa-CFTR 断片は

CFBE41o- 細胞における TLR2 発現上昇に関

与しないことが示唆された． 

 

(5) 掻破行動に対するCFTR変異の影響 

まず，皮膚アレルギー症状として，最も顕著

な掻痒感について検討を行った．本研究では，

ダニ感作により CFTR ホモ変異マウス 

(F508/F508) において後肢による掻破行

動が誘発されるか否か検討した．その結果，

ダニ感作３週目から，NC/Nga マウスと同様に，

経時的に CFTRホモ変マウス (F508/F508) 

の掻破行動数が野生型マウス (+/+) と比較

して有意に増加した． 

 

(6) 皮膚の組織学的変化に対するCFTR変異の

影響 

H.E.染色により，ダニ感作８週後の吻側背部

の病理組織学的観察を行うと，NC/Ngaマウス

では，慢性的な掻破行動に起因すると思われ

る表皮の肥厚ならびに真皮層の線維化 (線維

芽細胞と膠原繊維の増生) が顕著に認められ

た．CFTRホモ変異マウス (F508/F508) に

おいても，NC/Ngaマウスより軽度であるが，

野生型マウス (+/+) と比較して表皮肥厚な

らびに真皮層の線維化が認められた．また，

真皮層が線維化した領域の，皮膚サンプル全

体の長さに対する割合を定量化したところ，

NC/Ngaマウスおよび CFTRホモ変異マウス 

(F508/F508) において，野生型マウス 

(+/+) に対し有意に高い割合で真皮層の線維

化が生じていた． 

 次に，表皮中知覚神経量を調べるため，

マウスの皮膚組織（ダニ感作８週後の吻側背

部皮膚）を，知覚神経終末のマーカーである

Protein Gene Product (PGP) 9.5 を用いて免

疫組織化学染色を行った．その結果，NC/Nga

マ ウ ス お よ び  CFTR ホ モ 変 異 マ ウ ス 

(F508/F508) の皮膚において，表皮中への

知覚神経の伸長が数多く見られた．表皮内の

知覚神経量を画像処理により定量化し，CFTR

の遺伝子変異の有無について比較した結果，

CFTRホモ変異マウス (F508/F508) および

NC/Nga マウスにおいて，野生型マウス (+/+) 

に対して表皮中の知覚神経量が有意に多か

った． 

 

(7) CFTR変異マウスの掻痒感誘発に対する

NGFの関与 

これまでの結果より，CFTRホモ変異マウス 

(F508/F508) の顕著な掻破行動は，表皮内

への知覚神経C線維の伸長により，痒みに対す

る感受性が増加している事が示唆された． 

そこで，次に，CFTRホモ変異マウスでみられ



た顕著な掻破行動が，神経成長因子 (Nerve 

Growth Factor, NGF) 過剰産生に伴う知覚神

経C線維の表皮内への伸長によるものかどう

かを検討した．CFTRホモ変異マウス皮膚組織

におけるNGF量を，免疫組織化学染色法により

検討した．その結果，NC/Ngaマウスにおいて，

過去の知見通り，表皮層において強いNGF陽性

の染色が見られた．また，CFTRホモ変異マウ

スにおいても，野生型マウス (+/+)，CFTRへ

テロ変異マウス (+/F508) に比べ，表皮中の

NGF陽性染色が顕著に認められた．以上の結果

より，CFTRホモ変異マウスの顕著な掻破行動

は，NGF過剰産生に伴う知覚神経C線維の表皮

内への伸長により，痒みに対する感受性が増

加していることに起因することが示唆された． 

 次に，過剰に産生されたNGFがCFTRホモ変異

マウス (F508/F508) の掻破行動誘発に関

与しているか否かを明らかにするために，NGF

の 高 親 和 性 受 容 体 で あ る 

(tropomyosin-related kinase A, TrkA) の阻

害剤K252aの頻回投与により，ダニ感作により

誘発される掻破行動が抑制されるかを調べた． 

CFTRホモ変異マウスを，皮膚炎を発症した

NC/Nga系雄性マウスとconventional環境での

同居飼育（ダニ感作）を行った．ダニ感作開

始日から，各マウスの吻側背部（頸背部）に，

週に５回K252aを経皮投与して，掻破行動数を

観察した．その結果，K252a投与により，掻破

行動の増加が抑制される傾向が見られ，３週

目において有意な掻破行動抑制効果が見られ

た． 

 

(8) 野生型C57BLマウスの掻痒感誘発に対す

るCFTRチャネル阻害剤の影響 

次に，正常型CFTRを有する野生型C57BLマウス

のCFTR機能阻害をした時に，CFTR変異マウス

と同じ様な表現型を示すかを検討した．まず，

皮膚炎を発症したNC/Nga系雄性マウスと

conventional環境で同居飼育（ダニ感作）し

た野生型C57BL/6に，CFTR機能を阻害する薬物

であるGlibenclamide (GLB) を，ダニ感作の

期間中10 mg/kg/dayで経口投与し，掻破行動

数が誘発されるか否かを検討した．その結果，

ダニ感作５週目から，GLB投与群において，掻

破行動数の増加傾向が見られ，感作６週目に

おいてvehicle群と比較して有意に掻破行動

数の増加が観察された．なお，SPF環境下で飼

育した群においては，GLB投与群もvehicle群

と同じく掻破行動は見られなかった．以上の

結果から，CFTR機能低下が掻破行動誘発に関

与する事，また，それには環境因子（ダニの

曝露）が必要であることが示唆された． 

 

(9) HaCaT cellにおけるCFTRの機能抑制時の

NGF産生への影響 

ヒトケラチノサイトの細胞株HaCaT cellにお

けるCFTRの機能低下時にNGF産生の亢進が見

られるか否かを検討した．外来抗原としてダ

ニ の 抽 出 物 で あ る Mite Extract-Df 

(Dermatophagoides farinae) を CFTR-inh172

存在下，HaCaT cellに処理し，NGF mRNA発現

量を定量的RT-PCR法により調べた．その結果，

CFTR-inh172未処理群 (DMSO群) においては，

各抗原による顕著なNGF mRNA発現誘導は見ら

れなかった．しかしながら，興味深い事に，

CFTR-inh172 処 理 群 に お い て は ， Mite 

Extract-Dfに対し顕著なNGF mRNA発現誘導が

見られた． 

変異体 CFTR が特定の遺伝子を制御するメ

カニズムを明らかにしようとする観点はこ

れまでにほとんど報告がなく独創的である．

また，本研究の興味深い点は，CFTR および

TLR2 を新規アレルギー制御遺伝子として提

案する可能性を秘めている点であり，従って，

本研究は，CF 疾患のみならず，種々のアレル

ギー疾患の治療薬開発の基礎的情報を提供

できるものと思われる．特に，今では，多く

のグループから CFTR 活性化薬が報告される

ようになってきたことからも，本研究が成功

すれば，このような化合物の中から新規抗ア

レルギー薬のシーズが誕生する日が訪れる

のもそう遠くはないと思われる． 
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