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研究成果の概要（和文）：日本人は薬剤性肺障害、特発性間質性肺炎の急性増悪などの頻度が多い。これらの疾
患の病理像はびまん性肺胞障害であり、共通の遺伝的要因が想定される。まず、日本人のびまん性肺胞障害をき
たした患者を集積しエキソーム解析を行い、コーカシアン、中国人と比較することにびまん性肺障害の原因遺伝
子として、MUC4を同定した。研究期間内に、患者と健常人のMUC4の遺伝子多型を解析、クローニングし発現ベク
ターを作成した。さらに、患者と健常人の気道上皮細胞の機能の違いを解析するため、肺癌等のために切除した
肺から気道上皮の初代培養細胞を樹立、さらに不死化し、細胞株を作成した。

研究成果の概要（英文）：Drug induced lung injury and acute exacerbation of idiopathic interstitial 
pneumonia are more frequent among Japanese people than people in other countries. The pathology of 
these disease is diffuse alveolar damage (DAD), and common genetic factors are assumed. We had 
accumulated Japanese patients with DAD. Mucin 4 (MUC4) was identified as a candidate gene, by 
carrying out the exome analysis about these patients and comparing with Caucasian, Chinese and 
healthy Japanese. Genetic polymorphisms of MUC4 among the patients with DAD and healthy subjects 
were analyzed, and cloned to prepare an expression vector for every genetic polymorphism of MUC4. 
Furthermore, primary culture cells of the bronchial epithelium were established form the resected 
lungs for lung cancer and the like, in order to reveal functional differences of the bronchial 
epithelial cells between patients with DAD and healthy subjects. 

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 

① 研究の学術的背景 

日本人の肺は脆弱であり、(1)薬剤性肺障

害が他国（西洋や他のアジア人）より高頻度で

見られ、致死的な経過をとる、(2)特発性肺線

維症で他国より高頻度で急性増悪が起こり、

高い致死率を示すこと、(3)皮膚筋炎のびまん

性 肺 胞 上 皮 障 害 （ diffuse alveolar 

damage :DAD）型の急性間質性肺炎は海外で

は非常に少ないこと、(4) 特発性肺線維症合

併肺手術後の特発性肺線維症急性増悪が海

外ではみられないなどの事実が知られている。

(Azuma,A et.al. AM J RespirCrti Care Med, 

2008、Kudoh,S et.al. AM J RespirCrti Care 

Med, 2008 )  

 

これらの疾患の病理像は、すべてびまん性

肺胞障害で共通し、致死的な臨床経過も共通

する。本研究グループでは日本人の肺にびま

ん性肺障害を起こしやすくする特有の遺伝的

要因の存在が予想した。 

 薬剤性肺障害や特発性間質性肺炎急性増

悪に関与する遺伝子は複数あると予想される

が、民族差を説明するには、日本列島が大陸

から分断された後に、日本人の中で遺伝子の

変異がおこり、その遺伝子が集団内で広がった

と考えれば理解しやすい。本研究グループは、

厚生労働省難治性疾患克服研究事業として

「特発肺線維症急性増悪及び薬剤性肺障害

に関与する日本人特異的遺伝素因に関する

研究」を行った。具体的には、全国 30 の協力

医療機関より薬剤性障害及び特発性肺線維

症急性増悪の患者検体を収集し、診断確実

例の劇症例、死亡例 98 例でヒト全遺伝子コ

ード領域シークエンス解析（エキソーム解析）を

行い、コーカシアン、中国人、日本人のエクソ

ーム fastq データをデータベースより取得し比

較した。日本人の 1 名以上で検出された変異

のうち、アミノ酸変化を生じる変異が全ゲノムで

180215 カ所存在した。その全てで、イレッサ

＋タルセバ肺障害患者合計36名と一般人70

名で関連解析を行った。統計的に有意に肺障

害患者で多く認めた変異のみ選択した。これら

の遺伝子変異のうち、疫学データに合致し、肺

で発現しており、間質性肺疾患と関連のある機

能を有する遺伝子は MUC4 のみであった。（萩

原私信） 

MUC4 は主に上皮細胞に発現する高分子糖タ

ンパク（ムチン）であり、ヒトでは 18のサブタイプ

が知られているが、MUC1 と MUC4 は構造と分

布が類似する。MUC1/MUC4は気管から細気

管支まで気道上皮に広く発現していることが知

られている。（Albercht,H Cancer Biother 

Radiopharm, 2011）興味深いことに、肺障害の

マーカーとして臨床応用されている KL -6 は

MUC1 の糖鎖抗原であり、気道上皮細胞にお

ける MUC1/MUC4の重要性を示唆する事実と

考えられる。(Kohno,N J Med Invest,1999) 

MUC1/MUC4 は上皮細胞の表面を機械的な

障害から保護する以外にも細胞の再生、分化、

接着などに関与することが知られている。

MUC4 は EGFR（上皮細胞増殖因子受容体）フ

ァミリーである ERB2/ERB3と結合し、細胞内に

増殖シグナル（RAS/ERK）や生存シグナル

（AKT）を伝達することが報告されている。

(Jepson, Oncogene,2002) さらに、MUC4 はア
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ポトーシスへの抵抗性や抗がん剤への耐性に

関係することが報告されている。

(Mimeault,Cancer Letter,2010)  

以上より、日本人に薬剤性肺障害や間質性

肺炎急性増悪などびまん性肺胞上皮障害を

多く認められる遺伝的な要因は、MUC4の遺伝

子多型が EGFR ファミリーの下流のシグナル伝

達に影響し、抗アトポーシス機能を障害した結

果と推測される。 

 
２．研究の目的 

エキソーム解析から同定した MUC4の変異は、

びまん性肺胞上皮障害のほとんどの患者に認

め、また、日本人にはコーカシアンや中国人の

10 倍以上の 5-10％に認めるなど、疫学的な

データをほぼ完全に説明可能である。しかし、

以下の点については、不明なままである。 

 MUC4 の遺伝子多型はどのような機能異

常と関係するのか。 

 MUC4 が気管から細気管支領域に発現

することが報告されているが、どうしてびま

ん性肺肺胞胞上上皮皮障害に関係するのか。 

 

  本研究は、肺癌等の治療ために切除した

肺組織から分離した気道上皮細胞の初代培

養細胞、MUC４の発現ベクターを用いた実験に

よって解明することを目的に行われた。 

 

３．研究の方法 

MUC4 の遺伝子多型がびまん性肺胞上皮障

害を起こす原因を明らかなにするため、以下の

研究を予定した。 

・MUC4 の発現ベクターの作製。遺伝子多型ご

とに発現ベクターを作成、培養細胞株に導入

し、MUC4 の遺伝子多型が上皮細胞受容体か

らの細胞内シグナル伝達機構にどのように影

響するかを検討。 

・ヒトの切除肺からの気道上皮初代培養細胞

の作製。それを用いて、薬剤による耐性が

MUC4 の遺伝子多型により変異するかどうかを

検討。 
 
４． 研究成果 

4-1．MUC4 の VNTR 領域の遺伝子多型の解

析 

MUC４の VNTR領域の遺伝子多型を検討す

るためにヒトゲノムを EcoRIと PstIの制限酵素で

切断しサザンブロットを行った。 

これまでの解析結果では、日本人のびまん

性肺胞障害患者では、サザンブロットで同じバ

ンドを共通して認め、特定の遺伝子多型がびま

ん性肺胞障害の発症に関係すると予測され

た。 

 

4-2. MUC4 の VNTR 領域のシークエンス 

本研究グループは、正常人リンパ球とびまん性

肺障害を来した患者からのリンパ球から MUC4

遺伝子を相同組み換えを利用しクローニング

を行った。ＶＮＴＲ領域は約 2000０塩基に及ぶ

が、約１０００塩基程度に断片化しｓｅｑｕｅｎｃｅ

を行った。その後、再度、得られた塩基配列を

組合しＭＵＣ４のＶＮＴＲ領域の全長の配列を

決定した。びまん性肺胞障害を来した患者の

塩基配列では、共通して３塩基の挿入を認め

た。そのため、繰り返し配列にずれが生じており、

立体構造の変化が予想される。 

 

 

 

 

4-3. MUC4 の VNTR 領域のシークエンス 

これらのクローニングした遺伝子を使用して、

正常人のリンパ球由来のＭＵＣ４（wild 型）とび

健常人、患者の MUC4 VNTR の southern blotting 

10kb付近、12kb付近、18kb付近の 3つの長さのバンドが見ら

れる。濃いバンドは長さの同じ exon のホモ接合と考えられる。 

ＭＵＣ４の患者群ではＶＮＴＲ領域に 3 塩基の挿

入を認める。 



まん性肺障害を来した患者由来のＭＵＣ４発

現ベクター（mｕｔａｎｔ型）を作成した。 これまで

の報告では、ＥＲＢＢ２，ＥＲＢＢ３に結合し生存

シグナルや増殖シグナルを伝達することが報

告されているため、ＥＲＢＢ２とＥＲＢＢ３について

も発現ベクターを作成した。今後、これらの発

現ベクターを培養上皮細胞に導入、ＷＩＬＤ型

のＭＵＣ4とＥＲＢＢ２，ＥＲＢＢ３の相互作用を観

察し、また、wild 型のＭＵＣ４と mutant 型のＭＵ

Ｃ４でＥＲＢＢ２、ＥＲＢＢ３との相互作用に違い

があるか検討を行う。 

 

4-4 ヒトの切除肺からの気道上皮初代培養細

胞の作製。 

当初、肺癌などの治療にために切除した肺

の一部（気管支断端）を提供して頂き、プロテ

アーゼ処理により、組織切片より細胞混濁液を

作成し、気道上皮の初代培養細胞の作成を試

みた。しかし、生着率が悪く、十分な細胞を回

収できなかった。そのため海外のグループの先

行論文を参考に肺癌等の手術のために切除し

た肺から、気道上皮細胞の初代培養細胞を作

成する方法を確立した。（Ｍａｔｔｈｅｗ Ｓ Ｒｅｓｐｉｔａ

ｔｏｒｙ Research  2013 ） 

初代気道上皮細胞は通常 1-2週間程度の培

養で細胞老化（cell senecence）に陥ってしまう

ため、細胞生物学的実験に使用するのは困難

であるが、レトロベクターを使用して、 

ｈTERT を導入し長期間安定して培養すること

に成功した。 

 

 
4-5 正常気道上皮細胞での MUC４の発現

誘導 

MUC4 の機能を解析するために、まず、培養

細胞に MUC4 を導入する方法を検討した。正

常細胞でのMUC4の正常細胞での機能を検討

するため、ヒトの初代気道上皮細胞を使用した。

MUC4 を誘導する因子として、ステロイドや

TNF-α、TGF-βを検討したが、MUC4 の発現

は誘導されなかった。しかし、好中球エラスタ

ーゼを添加すると、用量依存性に MUC4 の発

現が誘導された。さらに、MUC1 の発現も誘導

されることがｍRNAレベル、さらに、タンパクレベ

ルで確認された。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究期間内に、びまん性肺胞障害の原

因遺伝子とした同定された MUC4 の遺伝子多

型をサザンブロッティングで解析、さらに、遺伝

子多型ごとにその配列を同定した。さらに、発

現ベクターを作成した。さらに、肺癌等により切

除された肺から、初代培養細胞を作成した。 

また、ヒトの正常気道上皮細胞を好中球エラス

ターゼで刺激することにより、MUC４の発現を誘

導した。 

今後、MUC4 の発現ベクターや、患者から作成

MUC4

Β-Actin

NE 0 NE 50 NE 100

（ｂ）

 

(a) 正常気道上皮細胞を好中球エラスターゼ（Ｎ
Ｅ）で処理、用量依存性に MUC1,MUC4 の
mRNA の発現亢進を認める。 

(b) さらに、MUC4 の発現をウエスタンブロット
で確認。NE200g/μＬでは細胞死も多く認め
たため、NE100ng/μＬまでで実験した。用
量依存性に MUC4 の発現の亢進を認める。 

ヒト切除肺（手術検体）の気道から
Brushingで上皮細胞を回収

Crude な気道上皮細胞を洗浄。
BEBM（気道上皮基本培地）で１-２週培養

hTERTをRetro Vectorで導入細胞を不死化

（A) （B)

 
切除肺から気道上皮細胞の初代培養細胞を作成. 

通常は 2 週間程度で細胞老化（cell senesence）に陥る。（A） 
ｈTERT を導入し不死化すると、5代以上継代しても細胞の形態と増殖が

維持される。(B) 



した不死化した気道上皮細胞を利用し、MUC4

の機能についてさらに解析を進める予定であ

る。 
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