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研究成果の概要：ヒト気道上皮細胞におけるマトリックスメタロプロテアーゼ 13 (MMP13)の発現、分泌

は PAMPs (pathogen associated molecular patterns)やインターフェロン(IFN)によって増加した。 

MMP13 siRNAは、MCP-1 と RANTES など複数のサイトカインの分泌を抑制した。以上の結果から、

MMP13 は、気道上皮への微生物の侵襲や感染による気道上皮の炎症性サイトカイン分泌の制御に

関係していることが示唆された。MMP13遺伝子の発現量は喘息における急性感染症時の気道炎症増

悪の程度に関連する可能性があると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

 気道上皮は、ウイルス等の感染やたばこ等

の化学物質に対する防御機構としての働き

を担っており、これらの侵襲への免疫系や炎

症の制御のために、各種サイトカイン等を分

泌する。サイトカイン以外にも、RNA ウイル

スの感染のモデルである二重鎖 RNA 分子

（ploy(I:C)）刺激によって、複数のマトリ

ックスメタロプロテアーゼ(MMP)の分泌が増

強することが、実験的に示されており、特に

MMP13 の増加は、これまで喘息の炎症に関連

するとして注目されてきた MMP9 よりも著明

であることが示唆されていた。MMP13 遺伝子

の遺伝子多型が、小児喘息、成人喘息と相関

を示すかどうか検討したところ、両喘息との

相関、特に小児喘息との相関が有意となる一

塩基多型(SNP)を見いだした。 

 

２．研究の目的 

(1) MMP13 遺伝子内の遺伝子多型を詳細に調

べ、真に喘息の疾患感受性に影響を与える

SNP を同定する。 

(2)喘息の病態における MMP13 の役割を実験

的に解明すること。特に、気道上皮での MMP13

の分泌の刺激を促すメカニズムと、MMP13 の

免疫、気道炎症発症への関与を分子レベルで

明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) MMP13 遺伝子内の遺伝子多型の探索 
MMP13 遺伝子の大きさは約 13kb あり、現在

の dbSNP データベースには 20 個以下の SNP

が登録されている。日本人における本遺伝子

多型の検索のため、遺伝子 13kb とプロモー

ター領域 2kb にわたって DNA 配列を 8名の正

常人、8 名の喘息患者を用いて決定する。見

つかった多型間の連鎖不平衡の状態を調べ、

本遺伝子の多型と疾患との相関を検討する

ために必要最低限の多型（タグ SNP）を決定

する。 

(2)日本人成人喘息、小児喘息との相関解析 

明らかになったタグ SNP について、小児喘

息患者（340 名）、成人喘息患者(514 名)、成

人対照者（637 名）、小児対照者（340名）か

ら得た DNA について、遺伝型を調べる。単独

SNP レベル、ハプロタイプレベルでの疾患と

の相関を検討する。遺伝子型の決定は、

Applied Biosystems (ABI)社の TaqMan 法の

変法（アレル特異的 PCR 法）を基本とし、ABI

社の SNapShot 法による複数 SNP の同時検出

も利用する。 

 

(3)MMP13 遺伝子プロモータアッセイ 

 MMP13 遺伝子のプロモーター領域の SNP の

サーベイを行い。喘息と相関が認められた

SNP と連鎖不平衡(LD)にある未知の SNP があ

るかどうか検索する。その SNP を含む DNA 断

片を Promega 社の Dual Luciferase Reporter 

Assay System の pGL4 ベクターに組み込み、

SNP の発現への影響を検討する。発現に用い

る培養細胞としては SAEC 細胞を用いた。 

 

(4)ヒト気道上皮細胞における MMP13 の mRNA

発現と分泌量の検討 

 ヒトの気道上皮細胞株 NHBE、BEAS-2B、SAEC

を用いて、培養液に感染を模倣する分子を添

加し、MMP13 を中心とするメタロプロテアー

ゼ分子の mRNA レベルでの発現の変化、培養

液中に分泌された蛋白濃度を検討し、気道上

皮の感染におけるMMP13分子の発現の変化が

確実に起こっているか確認する。mRNA の定量

には ABI 社の TaqMan法を用いる。 

 気道上皮からのMMP13の分泌がどのような

刺激で上昇するのかを検討するため、

poly(I:C)に加え、リポポリサッカライド 

(LPS)、ペプチドグリカン(PGN)、zymosan、

FSL-1、Flagellin などの微生物の構成成分や

インターフェロン(IFN)、腫瘍壊死因子(TNF)

などの影響も検討する。 

 

(5)気道上皮からのサイトカイン分泌におけ

る MMP13 の影響の検討 

 MMP3 はプロテアーゼ活性以外に転写因子

としての働きも持っている。MMP13 は MMP3 に



 

 

みられた核内移行シグナルの配列を持って

おり、遺伝子の発現に影響する可能性が考え

られた。そこで、気道上皮を刺激する実験系

に MMP13の発現を抑制するための RNA 干渉実

験を行なう。 

 

(6)気道上皮特異的 MMP13 過剰発現トランス

ジェニックマウスの作成 

 気道上皮における MMP13 発現の気管支、肺

発生に対する影響と、MMP13 の喘息モデル実

験における気道炎症への影響をみるため、気

道特異的発現をするトランスジーンベクタ

ーを作成し、マウス受精卵に打ち込み、気道

上皮特異的MMP13過剰発現マウスの作成を試

みる。ラットの clara cell secretory 

protein(CC10)のプロモーターを持ったベク

ターは千葉大学医学研究院遺伝子制御学の

中島教授より供与された。 

 

４．研究成果 

(1)MMP13 遺伝子の遺伝子多型 

 MMP13遺伝子のプロモーター領域 2.5 kbと

3’の領域 3.0 kb までの全長 18 kb の範囲の

SNP を検索したところ、38個の SNP が同定で

きた。48名の対照日本人サンプルについて全

ての SNP についてタイピングを行い、LDマッ

プを作成した。Solid spine の定義でのLDブ

ロックは二つとなった。 

 

(2) 日本人成人喘息、小児喘息との相関解析 

 MMP13 遺伝子のタグとなる 8 つの SNP につ

いては、小児喘息、小児対照、成人喘息、成

人対照の全てのサンプルについてタイピン

グを行った。その結果、プロモーター部の

SNP2、SNP5、SNP8 が小児のアトピー性喘息と

相関を示した。アレル頻度の比較の P 値は

SNP2=0.0040、SNP5=0.0036、SNP8=0.0023 で、

ボンフェローニ修正（8 倍）しても有意と考

えられた。成人喘息に関しては、傾向は小児

と同様であるが、有意と考えられる P値には

達しなかった。成人＋小児のアトピー性喘息

と小児・成人の全対照を比較した場合の SNP2、

SNP5、SNP8 の P 値はそれぞれ 0.00082、

0.00024、0.00071 となり有意と考えられた。

これらの SNP は互いに LD にあるため。疾患

の感受性に影響がある遺伝子多型があると

すれば、これらの SNP そのものか、LDにある

多型であると考えられた。 

 

(3) MMP13 遺伝子プロモータアッセイ 

 疾患との相関が示唆された SNP2 はプロモ

ーター部に存在するため、MMP13 の発現への

影響がある可能性が考えられた。そこで、エ

クソン 1 の上流 2.5 kb までのシークエンス

を行い、SNP を検索した。その結果、この領

域には 11 個の多型の存在を確認した。これ

ら SNP から形成されるSNP のプロモーター活

性への影響をみるため、8 種類のハプロタイ

プの配列を pGL4 ベクターに組み込んで SAEC

と NHBEにおいてプロモータ活性を検討した。

その結果、機知の多型であり、今回の検討で

は、疾患との相関を示さなかった-77A/G の影

響が大きいが、疾患との相関を示した、SNP2

とLDのある-290A/T多型もプロモーター活性

に影響を示していることが示された。 

 

(4)ヒト気道上皮細胞における MMP13 の mRNA

発現と分泌量の検討 

 SAEC の培地に LPS、PGN、zymosan、FSL-1、

poly(I:C)、flagellin を添加し、24 時間後

の MMP13 の mRNA の発現量の変化を見たとこ

ろ、刺激無しに比べてそれぞれ、1.0、4.1、

0.57、16.5、12000、1.7 倍に変化した。特に

poly(I:C)による発現増加が著明であった。

同様に、TNF、IL-1β、IL-4、IL-13、INFβ、

INFγ、INFλ、TGFβによる変化は、それぞ

れ、2.0、4.3、3.9、3.2、543、1.9、147、

1.8 倍であり、INFβと INFλによる影響が最

も強かった。これらの結果から、MMP13 の発

現はpoly(I:C)とTLR3の結合による直接の影

響とそれによって分泌されるIFNの刺激によ

るもの2つのパスウェイのいずれかまたは両

方の関与が示唆された。 

 

(5)気道上皮からのサイトカイン分泌におけ

る MMP13 の影響の検討 

 SAEC への LPS、PGN、zymosan、FSL-1、

poly(I:C)、flagellin の刺激で、どのような

サイトカインの分泌が増加するかスクリー

ニングするため、BioPlex を利用し、34種類

のサイトカインを定量した。これらの刺激の

中では poly(I:C)が最も多くのサイトカイン



 

 

の分泌に影響を与えていた。MMP13 の siRNA

をあらかじめトランスフェクトした後に

poly(I:C)刺激を行い、siRNA によって影響さ

れるサイトカインをスクリーニングしたと

ころ、IL-1β、IL-1RA、IL-6、IL-8、G-CSF、

IP-10、MCP-1α、MIP-1β、RANTES、TNF が影

響を受けている事がわかった。この影響は

IFNβによるサイトカイン分泌でも同様であ

った。MMP13 cDNA を pCDNA3.1 ベクターに組

み込み、SACE にトランスフェクトした際のこ

れらのサイトカインの分泌量をみると、IL-8

と IP-10 の分泌量が増えることがわかった。

さらに、MMP13 inhibitor を培地に加えてお

くと、IP-10、MIP-1β、RANTES の分泌量が低

下することがわかった。以上のことから、す

くなくとも IP-10 の分泌に、MMP13 の発現量

ないし、活性が影響を及ぼしていることが考

えられた。MMP13 が MMP3 と同様に核内に移行

し、IP-10 のプロモーター領域に結合するか

どうか、現在さらに検討を行っている。 

 

(6)気道上皮特異的 MMP13 過剰発現トランス

ジェニックマウスの作成 

 マウスの骨髄細胞由来の cDNA を鋳型に

MMP13 mRNA の配列を増幅した。これを

pBluescriptをバックボーンとしラットCC10

のプロモーターを持つベクターに挿入した。

このベクターはユニーテック社に依頼し、マ

ウス受精卵への導入が行われた。4 月末に、

トランスジーンを持つ可能性のあるマウス

が出生したところである。 

 

(7)考察 

 我々は、MMP13 遺伝子の遺伝子多型が小児

喘息の発症のリスクと統計学的に有意に相

関することを示した。MMP13 は気道上皮から、

ウイルス感染、細菌感染の際に大量に分泌さ

れることを示した。気道上皮からの MMP13 の

分泌は IFNα・βなどの 1 型インターフェロ

ンによって促進された。MMP13 遺伝子の発現

を抑制すると、いくつかのサイトカインの発

現が影響をうけ、その中でも IP-10 に関して

は、MMP13 cDNAの強制発現では分泌が増加し、

MMP13 の低分子阻害薬によって IFN による分

泌刺激が抑制された。これらのことから、

MMP13 は感染やストレスが気道上皮に起こっ

た際の炎症のトリガーのコントロールに関

与することを通じ、喘息の気道炎症、感染症

の際の症状悪化と関わっていると思われた。

現在、MMP13がMMP3と同様に核内に移行して、

直接遺伝子の転写に影響しているのか、分泌

され細胞外で活性化したプロテアーゼ活性

が他のサイトカインの分泌プロセスに重要

なのかは不明である。MMP13 の細胞内分布や、

マウスにおけるMMP13の過剰発現における気

道組織の変化、感染・喘息モデルにおける、

気道炎症の強度と経過への影響をみること

で、MMP13 の働きをさらに明らかにしていき

たい。 
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