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研究成果の概要： 
1. 本邦に於ける間質性肺炎でこれまで報告のない新たなSP-C（サーファクタン
ト蛋白C）遺伝子変異を６箇所同定した。 
SP-C遺伝子変異は、成人発症間質性肺炎に比し新生児、乳児の間質性肺炎で有
意に高率であった。本邦の変異の位置は、欧米と異なりexon2からexon3に多い
という特徴を示した。 

2. 野生型並びに変異SP-C蛋白の細胞内動態と発現細胞への影響の分子生物学的比較解析
のために特徴的な遺伝子変異を２箇所（exon2の部分とexon4欠失）を選んでinsertiona
l mutagenesis法によりプラスミド発現ベクターを作成。遺伝子導入による変異SP-C前
駆蛋白の細胞内動態の比較解析では、SP-C前駆蛋白の変異部分により細胞内蓄積部位が
異なり、遺伝子発現機能解析に於いても細胞の機能上も影響が異なる事を明らかにした
。 

3. 結論 SP-C遺伝子変異部位が欧米と異なることを考えると民族的な背景によることも
考えられ、遺伝子変異部位により影響された細胞機能も異なることから臨床的に薬剤性
間質性肺炎等が欧米に比し本邦に多いということにも関連するのではないかという興
味ある結論が導きだされた。更に、SP-C発現細胞である肺胞II型上皮細胞の機能異常に
よる間質性肺炎発症という病因論学的に新しいパラダイムの構築につながることが期
待された。 
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１．研究開始当初の背景 
肺線維化の起点は、遺伝的因子を背景に環

境、吸入抗原、感染などの外的因子により肺

胞内の細胞が刺激されたり細胞死に追いや

られることと解釈されてきた。最近、肺胞 II

型上皮細胞の内因性の異常が肺胞 II 型上皮

細胞死を招く可能性が示唆される知見が得

られてきている。肺胞 II 型上皮細胞は、肺

胞の虚脱を防ぐサーファクタント（SP）産生

や肺胞Ｉ型上皮細胞の再生にも関わり種々

のサイトカインや増殖因子の産生も行うな

ど多機能な細胞である。特に SP産生分泌は、

代表的な機能の一つである。SP は、脂質と

SP 蛋白から構成され、SP 蛋白は、SP-A, SP-B, 

SP-C, SP-D からなる。SP-B, SP-C は、SP の

脂質の膜を貫通し SP 構造維持に関わる重要

な役割を演じている。SP-B 遺伝子変異は、新

生児の呼吸捉迫症候群の原因の一つとなっ

て い る (Am J Respir Crit Care 

Med.161:973-81,2000; Hum 

Mutat.14:502-9,1999)。米国で新生児とその

母親の間質性肺炎症例において SP-C 遺伝子

の exon4 の欠失変異が明らかになった(N 

Engl J Med.344:573-9,2001)。同時期に複数

の施設から家族性間質性肺炎において SP-C

遺伝子 exon2、exon3, exon4 の missense 変

異が同定された(Am J Respir Crit Care 

Med.165:1322-8,2002)。exon4 の欠失変異に

於ける基礎研究において肺胞 II 型上皮細胞

内の前駆 SP-C 変異蛋白の凝集やプロテオソ

ームでの破壊を生じ、この細胞の変調が間質

性肺炎につながっていることが示唆されて

きているが詳細は明らかになっていない。ま

た、膜輸送を担う蛋白質のうち最も大きなス

ーパーファミリーを形成する ATP-binding 

cassette transporter（ABC transporter）

の subfamily である ABCA３遺伝子変異が小

児や成人の間質性肺炎症例で同定されてい

る(N Engl J Med.350:1296-303,2004; Am J 

Respir Crit Care Med.172:1026-31,2005)。

ABC-A3 は肺胞 II 型上皮細胞の SP の脂質の

transmembrane transporter として機能して

いることも明らかになっている。臨床的に、

ABCA3 遺伝子変異を持った症例は、DIP、肺胞

蛋白症を発症し、組織病理学的には腫大化し

た肺胞マクロファージや肺胞 II 型上皮細胞

を呈し、その細胞内には高密度に詰まった

lamellar bodies が存在する特徴を有し、SP

を産生関連した異常をを誘導することが推

測されている。更に、白皮症の中で出血傾向

と肺線維症を合併する Hermansky-Pudluck症

候群は、HPS-1 遺伝子の変異により生じた変

異 HPS-1蛋白により発症することが明らかに

なっている。HPS-1 は、メラノサイト内のメ

ラニン顆粒の細胞内移動だけでなく肺胞 II

型細胞内にも存在し、SP 産生にも関わってい

ることも明らかになってきている。HPS-1 遺

伝子変異をもつ II 型肺胞上皮細胞は、SP を

含む巨大な lamella body が出現することも

見いだされ、間質性肺炎との関連性も示唆さ

れ て い る (Nat Genet.14:300-6,1996; 

Virchows Arch.437:304-13,2000)。 

申請者は、HPS 症例や家族性間質性肺炎の症

例において肺胞 II 型上皮細胞の異常な腫大

化という形態学的特徴と先に述べたこれま

での知見から肺胞 II 型上皮細胞における SP

の産生分泌過程の異常が肺胞 II 型上皮細胞

の機能異常や細胞死に結びつき間質性肺炎

の発症起点となり得る可能性もあるという

仮説をたて関東周辺に於ける成人発症の家

族性間質性肺炎１１症例と非家族性間質性

肺炎３０症例、健常ボランティア４３名につ

いてSP-C遺伝子変異を検索しexon3に N138T、

exon4 に N186S を同定し遺伝子多型ではあっ

たが、N186S は家族性、非家族性問わず間質

性肺炎に多い傾向を示すことを明らかにし

報告した（Respirology.11 :S41-5,2006）。 

 

 
２．研究の目的 
本申請期間中にこれまで新たに発見した

SP-C 遺伝子変異がどのようにして肺胞 II 型

上皮細胞の機能異常を通じて間質性肺炎へ

進展させていくのか変異 SP-C 遺伝子を正常

細胞へ遺伝子導入し、経時的に変異 SP-C 蛋

白分子動態の変化をとらえ、また正常細胞と

変異 SP-C 発現細胞を遺伝子発現レベル、蛋

白レベルで網羅的に比較解析することであ

きらかにすることが本研究の目的である。ま

た、背景で述べたように SP-C 遺伝子変異や

ABC-A3 遺伝子変異に伴う間質性肺炎、

Hermansky-Pudluck 症候群の間質性肺炎のい

ずれもが肺胞 II 型上皮細胞の SP産生分泌の

異常を共通にしている点で肺胞 II 型上皮細

胞の機能異常という内的要因が間質性肺炎

の成立に強く関与するという、広い意味で肺

胞 II 型上皮細胞の変性疾患にもにた間質性

肺炎の成立も存在するのではないかという

新しい概念を提供する意味で特色があり独

創的な研究である。これが証明されれば、新

しい間質性肺炎の成因の学問的、臨床的パラ

ダイムが形成されるだけでなく、肺胞 II 型

上皮細胞中の SP 産生に関わる分子、或いは

その分子を認識する機構の制御を行う新規



 

 

治療法、特に間質性肺炎の分子標的治療法の

開発につながる可能性がある。 

 
 
３．研究の方法 
2005年から2008年にかけ家族性間質性肺炎、

孤発性間質性肺炎に於ける SP-C 遺伝子変異

の探索をおこない SP-C 遺伝子変異を同定す

る。この中で特徴的な変異を有する SP-C 遺

伝子を insertional mutagenesis でクローニ

ングを行い、その変異 SP-C 遺伝子を遺伝子

導入技術によりヒト肺上皮細胞株で発現さ

せ、肺上皮細胞株の機能の変化を細胞病理学

的、分子生物学的に解析を行う。 

SP-C 遺伝子解析 

対象は、インフオームドコンセントの得られ

た家族性間質性肺炎 27症例（小児発症２例）、

孤発性間質性肺炎 57症例（小児発症 25 例）、

コントロールとして健常者 40 名について検

討した。SP-C 遺伝子解析については、各症例

より得られた末梢血 4～6ml より抽出された

DNA を用い exon1 から exon5 における Direct 

sequence により塩基配列を決定した。（一部

は、研究開始前に実施） 

野生型並びに変異 SP-C 遺伝子のクロー 

ニング 

これまでに作成した正常ヒト肺ｃDNA ライブ

ラリーより既知の SP-C mRNA の塩基配列をも

とに PCR 法にて SP-C cDNA を増幅作成する

(pSP-CcDNA)。変異 SP-C 遺伝子クローニング

については、野生型ｐSP-C-cDNA を基に

insertional mutagenesis 法により変異 SP-C 

cDNA を作成する。（pmSP-C-cDNA）。 

野生型並びに変異 SP-C 遺伝子発現ベク 

ターの作成 

野生型並びに変異 SP-C クローニングベクタ

ーより野生型、変異型 SP-CｃDNA をサイトメ

ガロウイルスのプロモーターを有する遺伝

子発現ベクターpcDNA3 へ移し換え野生型

(pcDNA3SP-C)並びに変異 SP-C 遺伝子発現ベ

クター(pcDNA3mSP-C)を作成する。 

作成した発現ベクターの機能を調べるため

に 上 皮 細 胞 へ 遺 伝 子 導 入 し 、

western-blotting にて評価する。 

野生型並びに変異 SP-C とマーカーとしての

GFP の融合蛋白発現ベクターの作成 

作成した野生型並びに変異 SP-C 遺伝子発現

ベクターからプロモータ領域を一緒にして

発光蛋白 GFP 発現ベクターへ挿入し SP-C 蛋

白と発光蛋白 GFPの融合蛋白を発現するシス

テムを構築する。 

遺伝子導入法による野生型並びに変異 

SP-C 蛋白の細胞内動態の分子生理学的 

比較解析 

野生型、変異型 SP-C 遺伝子発現 GFP ベクタ

ーを肺胞上皮細胞株へ遺伝子導入し発現し

た野生型及び変異型 SP-C の細胞内での動態

を GFP 蛋白を目印に分担研究者の所有する共

焦点レーザー顕微鏡を使い生きたままの状

態で分布を解析する。 

遺伝子導入法による変異 SP-C 蛋白発現 

細胞の発現蛋白の網羅的比較解析 

変異 SP-C 蛋白発現によりサーファクタント

の変化だけでなく肺胞上皮細胞にどのよう

な機能の変化が生じるのか解析する。本解析

については細胞内の各種蛋白の発現の変化、

またアポトーシスなど細胞死に関わる分子、

線維化に関わるサイトカイン、増殖因子発現

の変化を中心に解析する。これらの蛋白分子

は、数多く存在するため DNA マイクロアレイ、

蛋白アレイを使用して野生型、変異型 SP-C

発現細胞において比較解析を行う。 

 
 
４．研究成果 

SP-C 遺伝子変異： 

９カ所の SP-C 遺伝子変異が同定され、いず

れも heterozygous missense mutation であ

った。３カ所（I73T, Y104H、exon4 欠失）

は欧米でも同定されているものであったが、

６カ所（I38F,V39L,L36R, V49A, S61G, V102G）

は、これまで報告がなく新しい遺伝子変異で

あった。Exon2 に５カ所で exon3 に２カ所、

exon4 が１箇所の変異であり、欧米では exon2

に比して exon3,exon4,exon5 に変異が多い傾

向があり、この違いは人種的なものに由来し

ている可能性が示唆された。 

 

SP-C 遺伝子変異と臨床像 

表１に示すように家族性間質性肺炎 2７症例

中５症例に SP-C 遺伝子変異を認め、全例

exon3 に変異を認めた。また、２症例が小児

発症例で１症例は、乳児期の発症であった。 

孤発性間質性肺炎 57 症例中 10 症例に SP-C

遺伝子変異を同定した。孤発性間質性肺炎 57

症例中 25 症例は小児間質性肺炎で１０症例

に SP-C 遺伝子変異を認めた。遺伝子変異の

部分も５症例が exon2、４症例が exon3、１

症例が exon4（exon4 欠失：Δexon4）であっ

た。 

変異 SP-C 前駆蛋白の細胞内分布と細胞機能

への影響 

変異 S69GSP-C 発現ベクター、Δexon4SP-C 発

現ベクター、野生型SP-C発現ベクターのA549

細胞への遺伝子導入による細胞内分布の検

討を共焦点レーザー顕微鏡を使っておこな



 

 

った。S69GSP-C は、early endosome への集

積を認めたが、Δexon4SP-C は、小胞体への

集積を認めた。exon2 の変異を認めた症例

（V49A）では、蛋白の構造解析をしてみると

α-helix 構造の消失をまねいていることが

明らかになった。DNA マイクロアレイでは、

Δexon4SP-C 発現細胞を使った DNA マイクロ

アレイでは、アポトーシス、小胞体ストレス、

炎症性サイトカイン関連遺伝子の発現増強

をみたが、一方、S69GSP-C 発現細胞は、アポ

トーシス、小胞体ストレス関連遺伝子の発現

増強は認められなかった。以上のことから

SP-C 遺伝子の変異部位により発現細胞、生体

では肺胞 II 型上皮細胞の機能異常は異なっ

てくることが推測された。Δexon4SP-C 発現

細胞に於ける結果は、欧米の結果と一致して

いた。しかし、S69GSP-C 発現細胞における結

果は、どこの施設からも報告はないため慎重

な見直し作業中である。 
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