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研究成果の概要（和文）：ヒト気道上皮細胞を air-liquid 培地で培養し、IL-13 刺激による杯

細胞への分化を検討した。IL-13 により SPHK1 と MUC5AC の発現亢進がみられ、SPHK 阻害薬であ

る DMS 投与により MUC5AC 発現が抑制された。SPHK1 は IL-13 による ERK1/2 リン酸化シグナル

に関与して粘液産生を制御していた。次に喘息マウスモデルに、SPHK 阻害薬を投与したところ、

喘息が抑制された。 

 
研究成果の概要（英文）：We cultured normal human bronchial epithelial cells in an air-liquid 
interface and treated with IL-13 to induce their differentiation into goblet cells. 
Sphingosinekinase1 (SphK1) and MUC5AC expression was increased by IL-13 treatment 
at both protein and mRNA levels. N,N-dimethylsphingosine (DMS), a potent SphK 
inhibitor, decreased MUC5AC expression up-regulated by IL-13 treatment. DMS inhibited 
IL-13-induced ERK1/2 phosphorylation. These results suggest that SphK1 is involved in 
MUC5AC production induced by IL-13 upstream of ERK1/2 phosphorylation, and 
independent of STAT6 phosphorylation. 
Next we utilized the mouse asthmatic model and found that both SphK and MUC5AC 
expression were increased and co-localized in airway epithelium. The number of eosinophil 
and eosinophil peroxidase activity, levels of cytokine were improved by administration of 
DMS, SphK inhibitor, and FTY-720, sphingosine 1-phosphate agonist, without worsening 
pulmonary vascular permeability. 
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１．研究開始当初の背景 

気道上皮細胞の杯細胞化生は、感染、気管
支喘息、閉塞性肺疾患(COPD)、気管支拡張
症などの粘液産生過多の病態に大きく関わ

る。粘液は生理的な状態では気道上皮細胞を
保護する働きがある一方、過分泌下では、慢
性的な呼吸器症状の原因となるのみならず、
粘液栓を形成し気道閉塞をきたし窒息死の
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原因となる場合もある。未だ本邦で年間
2,000 人以上ある喘息死の原因はこの粘液栓
によるところが大きい。従って、粘液過分泌
の改善は気道炎症の病態における治療戦略
の 1 つとして非常に重要である。 

杯細胞化生は IL-13およびEGFRを介する
シグナルにより誘導されると報告されるよ
うになった。IL-13 が生理的培養状態で直接
的に気道上皮細胞の粘液発現を誘導するこ
とや、杯細胞化生が多く認められる喘息や
COPD 患者において、血中や気道中での
IL-13 の発現が亢進しているということが報
告されている。IL-13 受容体の下流シグナル
については、MEK/ERK、p38MAPK、PI3K
などを介する系が示唆されているが詳細な
機序は明らかでない。また、EGFR を介する
シグナルに関しては IL-13 同様不明な点が多
いが、Lipopolysaccharide やオキシダントス
トレスにより TGFαが誘導され、EGFR を介
して杯細胞を誘導するという報告がある。
IL-13がTGFαを増加させEGFRを介して杯
細胞化生を誘導する一方で、EGFR をブロッ
クした状態で IL-13 刺激により杯細胞化生を
誘導するという報告もあり、IL-13 と EGFR
の各々のシグナルの相互関係についても未
だ明らかでない。 

ス フ ィ ン ゴ シ 1- リ ン 酸 (Sphingosine 
1-phosphate: S1P)は生理活性を持つリン脂
質 で あ り 、 ス フ ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ 
( Sphingosine kinase: SPHK) によりスフィ
ンゴシンから生成され、細胞の分化、増殖、
走化性、アポトーシス、炎症などに関わるこ
とが呼吸器領域以外の分野においても多く
報告されている。SPHK は特に肺組織に豊富
に発現しており、気道上皮細胞、Ⅱ型肺胞上
皮細胞、平滑筋細胞、血管内皮細胞等での発
現が確認されている。近年、様々な気道炎症
の病態に S1P が関わっているという報告が
なされるようになっており、喘息患者の肺胞
洗浄液中の S1P が増加するという報告や、気
道上皮細胞において S1P がホスホリパーゼ
D の活性を介して IL-8 の産生を誘導すると
いう報告などがある。 
 
２．研究の目的 
我々は S1P が気道上皮細胞の粘液産生・分

泌機序について中心的な役割を担っている
のではないかという実験仮説を立てた。ヒト
正常気道上皮細胞、マウス喘息モデルを用い
て、IL-13 刺激により杯細胞化生を起こす過
程で S1P、および SPHK がどのように関与
するかを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
気道上皮細胞の杯細胞化生に S1P および

SPHK が関与していることをマウスおよび
ヒト正常気道上皮細胞を用いて検討し、その

シグナル経路を明らかにする。 
 

(1) ヒト正常気道上皮細胞を air–liquid 
interface 法を用いて細胞培養を行い、インタ
ーロイキン-13(IL-13)による細胞刺激を行い、
Goblet cells（杯細胞）に分化させる系を用い
て S1P、SPHK の発現を検討した。 
 
(2) 杯細胞化生における IL-13 シグナルへの
スフィンゴリン脂質の関与について、SPHK
阻害薬や各MAP kinaseの阻害薬を用いて検
討した。 
 
(3) BALB/c マウスに卵白アルブミン（OVA）
を感作させ、喘息モデルマウスを作製した。
免疫染色を行い気道上皮細胞、杯細胞の
SPHK の発現を調べた。 
 
(4) 喘息モデルマウスに非特異的SPHK阻害
薬である dimethylsphingosine（DMS）と
S1P アゴニストである FTY-720 をそれぞれ
腹腔内注射並びに吸入を行い、喘息の表現型
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト気道上皮細胞に IL-13 刺激を行い、
上清中のタンパクと細胞内 RNA を解析 
 SPHK１と MUC5AC のタンパク、RNA と
もに増加が認められた。一方で SPHK2 の発
現は変化を認めなかった。 

 
(2) 杯細胞化生における IL-13 シグナルへの
スフィンゴリン脂質の関与 
① DMS の投与効果を検討したところ、

SPHK１と MUC5AC のタンパク、RNA 発現
レベルはいずれも低下していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

② DMS の SPHK1 および MUC5AC 発現
抑制効果について MAP kinase を解析した。
DMS は IL-13 による ERK1/2 のリン酸化を
抑制していたが、p38 MAPK や STAT6 のリ
ン酸化には影響を与えていなかった。 

 
(3) 喘息モデルマウスの気道における SPHK
の発現を免疫染色で検討 

気道上皮細胞に SPHK の発現がみられ、二
重染色で粘液の主成分である MUC5AC と
SPHK の発現の共発現を認めた。 
 
MUC5AC       SPHK1       共発現 

 
 
 
 

 
(4) BALB/c マウスに卵白アルブミン（OVA）
を感作させ、喘息モデルマウスを作製した。 
喘息モデルマウスに非特異的SphK阻害薬

である DMS と S1P アゴニストである
FTY-720 を腹腔内注射並びに吸入させた。 
①上記のマウスの BALF（肺胞洗浄液）を
採取した。BALF 中の細胞数をカウントし、
EPO 活性や IL-4、IL-5、IL-13 の濃度を測定
した。DMS や FTY-720 を投与することで
BALF 中の好酸球数は減少し、EPO 活性は低
下した。IL-4 や IL-5、IL-13 などの Th2 型
サイトカイン濃度も低下した。投与方法によ
る有意な差は認められなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
  

② 上記のマウスに Evans blue dye を尾静
脈注射し、その後 DMS と FTY-720 を腹腔内
並びに吸入にて投与した。薬剤投与後に
BALF 中と肺組織中の Evans blue dye 濃度
を測定したが、血管の透過性に有意な変化は
認められなかった。また、投与経路による差
も見られなかった。 
 
 
 ③ 上記のマウスのメサコリン吸入に対す
る気道抵抗を Buxco 社製の Elan-system を
用いて測定した。 

DMS や FTY-720 を投与することで気道抵
抗に改善傾向がみられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の実験結果より、IL-13 による気道上

皮細胞の杯細胞化生において、SPHK1 は
IL-13 による ERK1/2 リン酸化シグナルに関
与して粘液産生を制御していることが明ら



 

 

かとなった。 
また、喘息マウスモデルに、SPHK 阻害薬

を投与したところ、喘息が抑制されることも
明らかとなり、SPHK 阻害薬による新しい喘
息の治療戦略法の確立に向けた研究成果が
得られた。 
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