
 

 

 

 

肺細胞の遺伝子発現に対するニコチンの制御と疾患との関連 
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はじめに 

喫煙は多くの呼吸器疾患の発症や増悪に関

わる重要な外的要因であり、肺がんのみならず、

慢性気道炎症、肺の気腫化や線維化の発症など

にも習慣性喫煙が大きく関わっているが、その

分子機序についてはいまだ不明な点が多い。た

ばこ煙の主要薬理成分であるニコチンの肺細胞

の遺伝子発現に対する制御機構を解析する目的

で、主に 1) 肺がんの発症と治療に関する臨床

的・基礎的分子生物学的研究、および 2) 気道

炎症に関わる肺構成細胞の遺伝子発現とニコチ

ンによるその制御と将来的な治療への応用、に

関する研究を行なった。 

肺細胞におけるニコチン性受容体発現 

喫煙に伴ってニコチンが気道や肺胞上皮細胞

に直接作用する際、ニコチン作動性アセチルコ

リン受容体 (nAChR) を介するものと考えられ

る。ニコチン作動性アセチルコリン受容体は α 
ないし β 鎖からなる 5 量体を形成している

が、肺では主として subtype-α5、α7 鎖が発現

していると報告されている1)。実際、ヒト由来

の肺がん細胞 HS-24 (扁平上皮がん)、A549 (肺

胞上皮がん)、H128、SBC-5 (ともに小細胞がん) 

細胞株をモデルとして、nAChR-α5、α7 遺伝子

mRNA 発現を RT-PCR 法で検討すると、nAChR-α5 
mRNA は検討したすべての肺上皮細胞に定常的

に発現され、さらにニコチン刺激によって明ら

かな発現の増強効果が濃度依存性に認められた。

一方、nAChR-α7 の mRNA 発現は細胞種によって

その様相が異なり、HS-24、SBC-5 細胞では定常

状態で発現され、ニコチン刺激による発現量の

変化は観察されなかったが、A549 細胞では無刺

激では発現は認められないものの、ニコチン曝

露により濃度依存的に発現誘導が認められた。 

切除されたヒト肺がん組織における、これら

nAChR-α5、α7 蛋白発現を免疫組織化学法で検

討すると、複数例の細気管支肺胞上皮がんの細

胞核および細胞質に α5、α7 蛋白両者の発現が

確認された (図-1)。 

以上から、肺組織では特異的な nAChR subtype 

(α5、α7) を介して、ニコチンによる遺伝子発

現調節、あるいは神経伝達作用が行使され、か

つニコチン自体によりこれらの nAChR-α5、α7
発現が直接制御されているものと考えられる。 

肺がん細胞の増殖シグナルとニコチンの作用 

気道上皮細胞で発現・産生され、肺の発達や

傷害修復、肺細胞の分化、増殖、さらにがん化

に関与する gastrin-releasing peptide (GRP)2)、

およびその受容体 GRP receptor (GRPR)3) が喫

煙、とくにニコチンによりどのような制御を受

けるか、大変興味深い。GRP の前駆体である

proGRP は小細胞肺がんの鋭敏な腫瘍マーカー

として臨床で用いられているが4)、小細胞がん

腫瘍細胞内ではきわめて複雑な mRNA 発現と

splicing 調節を受けている5)。 

まず、肺扁平上皮がん細胞 HS-24、肺胞上皮

がん細胞A549、小細胞がん細胞H128を用いて、

定常状態で増殖中の細胞に対して異なった濃度

のニコチン (100 nM、10 μM、1 mM) を培養上

清中に加え、24 時間培養後に RNA を抽出し、

oligo (dT) primer を用いた逆転写 (RT) と、

PCR 増幅による mRNA 定量実験を行った。H128

細胞において、ニコチン 1 mM の 24 時間曝露に 
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より、proGRP、GRPR 両遺伝子の発現の増強が認

められた。一方、GRP を発現しない非小細胞肺

がん HS-24 および A549 細胞においても、その受

容体である GRPR 遺伝子の発現がニコチンの濃

度依存的に増強した。 

肺小細胞がんにおいて、proGRP-GRPR 系が

autocrine 増殖機構に関与していることが古く

から注目されているが6)、長期間喫煙者の気道

上皮細胞において GRPR 遺伝子の発現が増強し、

通常の気道内の神経内分泌細胞から産生される

正常レベルの GRP によっても、これら気道上皮

細胞の GRPR の発現亢進を受けて、悪性形質の獲

得後の異常増殖が起こり得ることが推測される。

たばこ煙に含まれるニコチンがこの作用に強く

関わっていることが示唆され、ニコチン自身の

腫瘍プロモーターとしての作用や、GRP-GRPR 系

を介した細胞の分化と増殖への能動的関与が在

るものと考えられる。 

次いで、このニコチンによる proGRP 遺伝子

発現増強作用機序が、同遺伝子の 5'上流領域の

塩基 -1,128 から -793 までの小細胞肺がん特

異的エンハンサーによることを確認した7)。さ

らに、このニコチンにより転写活性が亢進する

proGRP 遺伝子のプロモーターと、Cre/loxP によ

る発現制御系を利用して、proGRP を特異的に発

現するヒトの肺小細胞がん細胞への治療遺伝子

の特異的かつ高度な導入発現が可能であるか否

かを検討した。まず、転写開始塩基を起点とし

て、-1,201 から +106 までの DNA 断片を大腸菌

由来のCre発現プラスミドpBS185 のMulI-XhoI

認識部位に組込み proGRP プロモーターで駆動

されるCre発現プラスミドベクターpGRP-Creを

作成したのち、アデノウィルスベクター 

AdGRP-Cre を作成した。一方、CAG プロモーター

の下流に loxP 配列に挟まれた stuffer 領域と

Bax-α 遺 伝 子 を 持 つ 標 的 Ad ベ ク タ ー 

(AxCALNLhBax-α) を用いて、アポトーシス誘導

効果を in vitro、in vivo で検討した。対照と

してCAGプロモーターでCreを発現するAdベク

ター (AxCANCre) と CAG プロモーターで lacZ

遺伝子を発現させる AxCANLacZ を用いた。これ

らの実験の結果、proGRP 遺伝子 5'上流域の小

細胞肺がん特異的なプロモーターの使用と Ad

ベクターの二重感染法により、小細胞肺がんに

特異的な Bax-α mRNA および BAX-α 蛋白の発現

が誘導され、さらに in vitro において小細胞肺

がん細胞のアポトーシス誘導と殺細胞効果が得

られたのみならず、マウスを用いた in vivo 実

験においても、皮下に植え付けた小細胞肺がん

腫瘍のみで、AdGRP-Cre と AxCALNLhBax-α の二 

AChR-α5 

AChR-α7 

図1 細気管支肺胞上皮がん組織におけるnAchR-α5, -α7発現  

73 yrs F, smoker 65 yrs F, non-smoker 

図-1 細気管支肺胞上皮がん組織における nAChR-α5、α7 発現 



 

 

重感染による特異的腫瘍増殖抑制が観察され

た7)。 

このように小細胞がん組織特異的な proGRP

遺伝子プロモーターを用いた Cre/loxP システ

ムにより、細胞特異的かつ高レベルな治療遺伝

子の導入と発現が可能であり、さらにニコチン

の体外からの事後投与により、治療効果の増強

が得られる可能性が示唆された7)。 

微小肺がんの画像所見と病理形態像 

肺がんの発症に関して男性では 90%、女性で

は 80% が習慣性喫煙に起因するといわれてい

るが、非喫煙者にしばしば見られる前がん病態

の異型性腺腫様過形成 (AAH) や、細気管支肺

胞上皮がん (BAC) の発症機序については依然

不明である。1997 年から 2001 年までの期間

に、虎の門病院呼吸器センターにて胸腔鏡下手

術 (VATS) ないし開胸術にて腫瘍を切除され

た 38 名の肺がん患者より摘出された、長径 

10 mm 以下の計 44 腫瘍性病変に関して、臨床

的特徴、放射線学的所見と、病理組織学的所見

を検討した8)。まず、小結節性のスリガラス濃

度 (GGO) を呈する腫瘍は腺がんが 32 病変 

(73%) で最も多く、野口分類 type A、B の BAC

がそれぞれ 12、13 病変を占めた (図-2)。AAH

がそれらに次いで多く 8 病変を、扁平上皮が

んが 4 病変を占めた。さらに対象 38 例中 3 

例は多発病変を有し、4 重がん 1 例、重複が

ん + AAH 1 例、肺がん + AAH 1 例であった。

また、内部高濃度領域の割合と組織型にはある

程度の相関が認められた。すなわち、小結節性

GGO 病変では AAH ないし type A、B の BAC が最

も頻度が高く、発症には喫煙やニコチンは必ず

しも関与していないため、その発がん機序に関

してはさらなる解析を要するものと考えられ

る8)。 

慢性気道炎症とニコチンの関与 

Cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR) は、欧米人に好発する常染

色体劣性遺伝性疾患、嚢胞性線維症 cystic 

fibrosis (CF) の責任分子であり、cAMP で制御

される塩素 Cl- イオンチャネルなど複数の機能

を有する細胞膜貫通型蛋白である9)。CF ではほ

ぼ全例で緑膿菌などによる慢性気道感染症を

合併し、CFTR 自体が気道炎症の制御蛋白の側面

をもつが、ニコチンがこの CFTR にいかなる影

響を及ぼすかきわめて興味ある問題である。 

A B

DC

AAH 

Type A 

BAC 

Type B 

BAC 

Type D 

BAC 

図 2. 長径10 mm以下の微小腫瘍(AAHおよびBAC)の高解像度CTスキャン所見 図-2 長径 10 mm 以下の微小腫瘍 (AAH および BAC) の高解像度 CT スキャン所見 



 

まず、CFTR 遺伝子を定常的に発現する HS-24

細胞を用いて、ニコチンの CFTR 遺伝子 mRNA 発

現に対する作用と、エクソン 9 の inframe 

alternative splicingに与える影響を検討した。

無刺激状況の HS-24 細胞では、ニコチンにより

濃度依存的に CFTR 遺伝子 mRNA 発現が up- 

regulate され、10 μM では刺激前に対して 2.3

倍の発現量を示した。一方、HS-24 細胞におけ

るエクソン 9+ mRNA/9- mRNA 比は 75%/25% であ

ったが、ニコチン添加によってもこの比に有意

な変化は見られなかった。このように、ニコチ

ンが CFTR 遺伝子 mRNA 発現を増強する作用があ

る事実は、気道分泌や慢性気道炎症の病態を考

える上で、きわめて重要な観察結果であると考

えられる。 

次いで、CFTR 遺伝子の病的変異の状況をわが

国の CF 症例において解析した。PCR-SSCP 解析

と直接塩基配列解析を用いた遺伝子変異の検

出系を構築して、約 20 症例での CFTR 遺伝子

全域を検討した。その結果、元来わが国にはほ

とんど存在しないとされた CF患者の CFTR 遺伝

子変異が明らかにされた10)11)。これまでの解析

結果からは、日本人 CF 患者における CFTR 遺伝

子変異は欧米人のそれと明らかに様相を異に

しており、欧米に多い ΔF508 変異は見られず、

またほとんどがこれまで報告のない稀な変異

か、新たに見いだされたものであった。今後、

日本独自の CFTR 遺伝子変異スクリーニング体

制を確立する必要があるものと考えられる。さ

らに、喫煙と CFTR 発現および気道病態形成と

の相関もさらに検討されなければならないで

あろう。 
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