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研究成果の概要（和文）： 

 

本研究では，転写因子 Sp3 の肺胞上皮細胞の分化に関する遺伝子発現調節の機序およびその意

義について調べた．その結果，1) Sp3 は胎児ラット肺の II 型上皮細胞および間葉細胞に選択

的に存在し，肺サーファクタントリン脂質の合成酵素の発現に重要であること，2)IL-6 および

STAT3 による遺伝子発現調節にも Sp3 が重要であること，3)TNF-αが Sp3 および aquaporin-3

の発現を ERK，CEBP 依存的に抑制することなどを明らかにした． 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
In this study, we examined the role of Sp3 in alveolar cells, during differentiation. 
We have found that Sp3 is expressed in alveolar type II cells and mesenchymal cells, but 
not in type I cells, and that overexpression of Sp3 considerably increased mRNA expression 
of an enzyme, which is important to synthesis pulmonary surfactant. In addition, Sp3 may 
be involved in IL-6- and STAT3-dependent gene expression. Further, expression of Sp3 and 
aquaporin-3 was decreased by TNF-alpha, through the activation of ERK and CEBP. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 我が国には現在，40 歳以上の約 8.5%，
実に530万人もの慢性閉塞性肺疾患（COPD）
の潜在的患者が存在すると推定されてい
る．COPD の病態は複雑で，気道に生じた慢

性の炎症に伴い，気道粘液の過剰な産生に加
え，肺胞が破壊される「肺気腫」を生じる．
この肺気腫を生じた肺胞では，本来の働きで
あるガス交換を行うために十分な肺胞表面
積を失ってしまう．これに加え，換気路であ
る気道への粘液の膠着による閉塞も相俟っ
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て，肺の第一義的役割であるガス交換能は
著しく阻害される．COPD の最大の原因が喫
煙であることは疑う余地はないが，COPD の
患者が禁煙しても気腫化した肺が修復・再
生されることはない．従って，抜本的な治
療法のない肺気腫を伴った重篤な COPD で
は，狭くなった気道を拡張させる抗コリン
薬の投与や高濃度酸素の吸入によって低
下した換気能を補う治療がなされている
が，病態の進行の抑制や回復の見込めない
これらの治療法には限界があることは云
うまでもない．COPD の患者数は年々，増加
の傾向にあり，呼吸器疾患を我が国の死亡
原因の第４位に押し上げるなど社会的な
影響も大きい．また，低酸素血症によって
全身症状の悪化や著明な体力の低下を伴
う COPD 患者の著しい QOL の低下を鑑みる
と，本疾患の治療法の確立は現代医療にお
ける急務であるといっても過言ではない． 
 COPD の治療には，まず，気道に生じた慢
性の炎症を鎮め，肺気腫を予防することが
重要である．しかし，気道系の炎症には，
ロイコトリエン類の産生を亢進する非ス
テロイド性抗炎症薬による治療は難しい．
また，ステロイド性抗炎症薬も，長期投与
が避けられない慢性の炎症ではその副作
用が問題となるなど，現在の抗炎症薬では
対応できない．また，進行した COPD 患者
の気腫化した肺には，肺胞を修復・再生さ
せる治療が求められるものの，上述のよう
に肺気腫は不可逆的と考えられており，現
在の医療にはその概念さえ存在しない．す
なわち，COPD の基礎となる慢性の気道炎症
を抑え，破壊された肺胞を修復・再生する
治療概念の確立が望まれている． 
 一方，胎生期の肺では，間葉系の細胞か
ら肺サーファクタントを産生・分泌する II
型上皮細胞へと分化し，さらにこの II 型
細胞が，肺胞内腔の大部分を覆い血管内皮
細胞との間でガス交換を行うI型細胞へと
分化することで肺胞壁が形成されること
はよく知られている．我々は，肺胞の再生
治療へ応用可能な分子機序を求めて，これ
らの肺胞上皮細胞の分化および機能発現
機構について研究してきた．これまでに肺
胞上皮細胞の初代培養系を用いた検討に
より，転写因子 Sp1 および Sp3 の量的変化
が，肺胞 II 型細胞から I 型細胞への分化
に重要であることを示唆してきた．特に，
Sp3 は肺胞壁での幹細胞としての役割をも
つ II 型細胞で重要な役割を果たすのでは
ないかと推定している．しかし，これらの
転写調節分子が COPD 患者の破壊された肺
胞の修復のための治療を考える上での標
的分子となり得るか否かは十分に明らか
となっていない． 
 

２．研究の目的 
 本研究では，肺胞上皮細胞の分化に Sp3 転
写因子が重要であるという仮説を検証し，
COPD 患者の気腫化した肺胞を再生するため
の新規治療概念を提唱することを最大の目
的としている．そのために，まず本研究で鍵
となる分子として注目する Sp3転写因子の肺
胞形成における役割と，本分子の関わる遺伝
子発現調節の詳細な分子機構を解明するこ
とを当面の目的とする．具体的には，下記の
目的を設定した． 
 
(1) ラット胎児の肺の発達に伴う Sp1および
Sp3 転写因子の発現を調べ，肺胞上皮に存在
する細胞種における各転写因子の局在を解
明する． 

 
(2) 肺胞の形成および修復時に著明に増殖
する肺胞 II 型上皮細胞での Sp3 転写因子の
役割すなわち本転写因子によって調節され
る遺伝子を同定する． 
 

 
(3) 肺胞の形成に関わると，従来，報告され
ている STAT3 による遺伝子発現に対する Sp3
の関連を調べる 

 
(4) 肺胞 II 型上皮細胞が I 型細胞へと分化
すると Sp3 の発現は抑制され消失するが，そ
の機序を調べる． 
 
３．研究の方法 
(1) 転写因子 Sp1 および Sp3 の局在に関する
実験 
 試料には Wistar 系ラットの胎生期 16, 
18または20日目の胎児肺を用いた．摘出後，
凍結切片とし，Sp1，Sp3 転写因子に対する抗
体ならびに肺胞 I型細胞および II 型細胞の
マーカーとして T1αおよび SP-C 抗体を用い
て免疫染色を行った． 
 
(2) II 型細胞における Sp3 の役割についての
実験方法 
 マウス肺胞上皮由来の細胞株 MLE-12 細胞
を試料とし，本細胞に Sp3 をコードする遺伝
子を導入，その後の RNA を抽出し，マイクロ
アレイ法により発現の亢進する遺伝子を網
羅的に解析した．また，変動の可能性が示さ
れた遺伝子については，さらにreal-time PCR
法により定量的に発現量を測定した． 
 
(3)STAT3 依存性遺伝子発現調節に対する Sp3
の作用に関する実験 
 標本として MLE-12 細胞を用い，本細胞に
代表的な STAT3 活性化薬である IL-6 を処理
し，その後の種々の遺伝子の mRNA 発現につ
いて real-time PCR 法により測定した． 



 
(4)Sp3 遺伝子の発現抑制に関する実験方
法 
 A549 細胞に種々の刺激を加え，その後の
Sp3 およびその mRNA 発現に対する作用を
Western blot 法および real-time PCR 法に
より調べた．また，本細胞の選択的マーカ
ーとして水チャネルの一種aquaporin-3に
ついても同様の方法により測定した． 
 
４．研究成果 
 
 ラット胎児肺を用いた免疫組織化学的
実験では，胎生期 16 日目では，肺組織中
に 肺胞 I 型細 胞 のマー カ ーで ある
aquaporin-5 (AQP5)および II 型細胞のマ
ーカーである SP-C の抗体によって染色さ
れる細胞は全く認められず，18日目でSP-C
陽性細胞だけが，20 日目で両マーカーに陽
性の細胞が検出された．これらの組織を抗
Sp3 抗体で免疫染色すると，全ての組織切
片で陽性細胞が検出された．しかし，各細
胞のマーカーとの二重染色を行うと，Sp3
は SP-C陽性の細胞には認められたものの，
AQP5 陽性細胞には全く検出されなかった．
同様の染色は成熟ラットの肺組織でも観
察されたが，Sp3 陽性の細胞は全て II 型細
胞であった． 
 この成績は，先に我々が初代培養細胞を
用いた in vitro の実験で得た成績をもと
に提唱した，間様系細胞にて Sp3 の発現が
亢進し，肺胞 II 型上皮細胞に分化，増殖
し，その後，Sp3 の消失によって I 型細胞
へと分化するという仮説を支持するもの
であった． 
 
 間様系細胞から II 型細胞への分化に伴
い Sp3 転写因子の発現が亢進したことは，
同時に生じる独立した現象である可能性
も否定できない．そこで，次に Sp3 を強制
発現させた MLE-12 細胞を用いて，Sp3 によ
り調節される遺伝子について調べた．その
結果，肺胞 I 型細胞と II 型細胞の中間の
性質をもち，両細胞のマーカー遺伝子を発
現する本細胞への Sp3 の高発現は，I 型細
胞に選択的な遺伝子である AQP5 の発現を
著明に抑制し，一方，II 型細胞に選択的な
CDP-diacylglycerol synthase-2 の発現を
亢進することが分かった．しかし，II 型細
胞 に 選 択 的 に 発 現 す る fatty acid 
synthase や phosphatidic acid 
phosphatase-2A などの他の遺伝子につい
ては Sp3 の強制発現の影響を受けず，II 型
細胞への分化には，必ずしも Sp3 だけでな
く他の調節因子の関与が示唆された． 
 
 今度は，従来より肺胞上皮の形成に関わ

ることが知られている STAT3 による遺伝子発
現調節作用についても調べた．STAT3 の活性
化薬として IL-6 を用い，MLE-12 細胞を IL-6
で刺激し，AQP5 の mRNA 発現を調べると，そ
の発現量は，Sp3 の高発現時と同様に，著明
に減少した．一方，II 型細胞に特異的な遺伝
子については，少なくとも今回調べたものに
IL-6 の影響を受けるものはなかった．興味深
いことに，Sp3 を siRNA 法により欠損させる
と，IL-6 による AQP5 の発現抑制は消失し，
一方，Sp3 の高発現で IL-6 の作用はさらに著
明となった．本成績から，従来，肺胞の形成
に重要と考えられている STAT3 が肺胞 II 型
細胞の形成ではなく，特に，II 型細胞から I
型細胞への分化に重要であることを示唆す
るとともに，STAT3 依存的な分化調節作用に
も Sp3 が共役因子として関わっていることが
示唆された． 

   
 しかし，in vivo の肺では，Sp3 は I 型細
胞への分化に伴い消失することが，先の実験
により分かっている．そこで，この Sp3 の消
失の機序について追求した．種々の刺激によ
る Sp3 の発現への影響を調べると，TNF-αが
Sp3 発現を著明に抑制した．本作用は ERK の
阻害薬の併用により消失し，ERK の関与が推
定された．また，同様の ERK 依存的な発現低
下は末梢気管支の上皮細胞に存在し，気道の
水代謝に重要な役割を果たす AQP3 でも生じ
た．これらの結果は，COPD のように慢性的に
炎症が生じている気道では，種々の炎症性サ
イトカインの産生が増加傾向にある一方で，
ERKの活性化を介してSp3や AQP3の発現は低
下し，その結果，II 型細胞から I型細胞への
分化は亢進するものの，II 型細胞の形成およ
び増殖は逆に抑制する傾向にあると考えら
れる．また，AQP3 の発現低下は，気道での水
の分泌を抑制し，気道粘液の粘稠化を引き起
こす要因となるとも考えられる． 
 そこで，AQP3 のプロモーター遺伝子の活性
を指標として，TNF-αおよび ERK 依存性の発
現抑制の機序をさらに追求したが，本プロモ
ーター内の-374〜-271 位に TNF-αへの感受
性に関わる配列が存在すると考えられ，その
中でも C/EBP 結合配列が重要であることが分
かった． 
 さらにこの配列の近傍に E2F-1 転写因子結
合配列が認められたため，E2F-1 を siRNA 法
により欠損させると，AQP3 プロモーターの基
本転写活性が著明に抑制されるとともに，
TNF-αによる発現抑制もほぼ完全に消失し
た．従って，TNF-αによる肺上皮細胞での遺
伝子発現の抑制作用には，C/EBP を介した
E2F-1 の活性抑制が関わると推定している． 
 
 なお，本研究では in vivo 肺の II 型細胞
での Sp3高発現系を構築することも目指した



が，未だ高効率で選択的に本遺伝子を発現
させる方法の確立に至っていない．この点
については，今後も継続して検討する予定
である． 
 
 以上の成績は，肺胞の形成および修復の
機序を考える上でSp3転写因子の重要性を
さらに強く示唆するとともに，その発現低
下が COPD などの慢性気道炎症における病
態形成にも関わる可能性を示すものであ
る．本研究の究極的目的である COPD 治療
薬の開発に向け，Sp3 転写因子の発現また
は活性を薬理学的に調節する薬物の有用
性が考えられ，従来，不可能と考えられて
いる気腫化した肺胞の再生に，道を拓く画
期的な基礎データであると考えられる． 
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