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研究成果の概要（和文）：本研究では、種々の肺疾患モデルマウス（肺胞微石症、喫煙曝露、肺線維症）におけ
る脂質や肺サーファクタントの変化を検証することを目的とし、検証を行った。肺胞微石症モデルでは、肺胞に
微石の蓄積とCOX-2の発現上昇に伴う炎症性メディエーターの産生の亢進をもたらすが、これらはリン吸着剤の
投与により抑制できることを示した。喫煙曝露モデル肺では肺サーファクタント中のSP-Dがカルボニル修飾を受
け、これによりタバコ煙による自然免疫機能の低下の一因になることを見出した。ブレオマイシン誘発全身強皮
症モデルの線維化を受けた肺では、線維化に関わる肺胞II型上皮細胞で特異なPLA2の発現の亢進がみられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed various respiratory diseases models (pulmonary 
alveolar microlithiasis (PAM), cigarette smoke exposure, and pulmonary fibrosis) to clarify the 
specific changes of lipid profile and pulmonary surfactant. In PAM model, Npt2b deficient enhanced 
COX-2 expression, and also induced the production of PGE2. After administration of ferric citrate, 
the accumulation of microliths and the induction of COX-2 were significantly reduced. In cigarette 
smoke (CS) exposure model, CS induced aldehyde modification in surfactant protein (SP)-D, which in 
turn induced structural and functional defects in SP-D. In bleomycin induced systemic sclerosis 
model in lung, specific PLA2 were induced in the alveolar epithelial type II cells.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 肺胞微石症　COPD　特発性肺線維症　リピドミクス解析　肺サーファクタント
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回ターゲットとした肺胞微石症、喫煙曝露モデル、特発性肺線維症は、これまで根本的な治療法が開発されて
いない難治性呼吸器疾患です。肺胞微石症では、リン吸着剤を用いた治療法や、炎症性の脂質メディエータが病
態の改善のマーカーとなりうる可能性を見出しました。また、喫煙曝露モデルでは、喫煙による自然免疫機能の
低下に、肺サーファクタントへのアルデヒドによる修飾が関わることを示しました。特発性肺線維症モデルで
は、肺と肺胞洗浄液中での脂質環境変化の違い、また線維化に特異なPLA2の発現があることを見出しました。以
上の結果は、今後の治療標的、新たなバイオマーカーの開発につながる研究になると考えます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
外界からの直接的な侵襲を受ける気道や肺は、80%のリン脂質と 10%の中性脂質、10%のタンパ

ク質で構成された肺サーファクタントで覆われている。肺サーファクタント量は、Ⅱ型肺胞上皮

細胞による合成・分泌と肺胞マクロファージによる分解のバランスで調節され、そのバランスの

異常が呼吸器疾患形成につながることから、様々な呼吸器疾患のバイオマーカーとして使用さ

れてきたが、疾患形成過程におけるサーファクタントの構成成分や機能変化などの“質”の変化

に関しては、十分に理解されていなかった。肺サーファクタントの他の主成分であるリン脂質と

その代謝産物は多彩な分子種から構成され、その多様性の破綻は呼吸器疾患の形成に影響を及

ぼすことが示唆されている。一方で肺胞マクロファージは、３種類のリン脂質代謝酵素、分泌型

PLA2(sPLA2)、リソソーム型 PLA2(LPLA2)、細胞質型 PLA2(cPLA2)を発現している。肺胞マクロファ

ージは、sPLA2を放出し、細胞外のリン脂質を代謝し、細胞内に貪食したリン脂質は LPLA2によ

り分解する。そしてさらに、肺胞内の病的な環境変化は、cPLA2を活性化させ、多様な脂質メデ

ィエーターの産生を亢進させる。そのため、肺胞マクロファージの機能異常は、各 PLA2の発現

や機能に影響を与えることにより肺サーファクタントの構成成分に変化をもたらし、呼吸器疾

患形成に関与することが想定されるが、肺サーファクタントを中心とした肺胞内脂質環境の“質”

的変化の分子機構は、未だ不明な点が多い。 

  
２．研究の目的 
肺サーファクタントの主成分であるリン脂質の PLA2群による代謝調節機構に着目し、肺胞内脂

質環境の“質”的変化が難治性呼吸器疾患の形成過程に与える影響について検証することにより、

新たな病態解明や治療標的分子の発見に繋がる基盤研究を行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 各種肺疾患モデルマウス 

Npt2b 欠損マウス(肺胞微石症モデルマウス肺)、喫煙曝露モデルマウス（１日 2回、２本ずつ１

週間喫煙曝露したマウス肺）、特発性肺線維症モデルマウス（ブレオマイシン塩酸塩をアルゼッ

ト浸透圧ポンプを用いて 100mg/kg (0.5 µl/hour)で投与し、肺内に線維化が認められる４週間

後の肺）を用い各種検討を行った。 

(2）リピドミクス解析 

トリプル四重極型高速液体クロマトグラフ質量分析計 (4000Q TRAP LC/MS/MS system)を用いた

リピドミクス解析を行った。 

(3）喫煙曝露モデルマウスを用いた aldehyde 修飾を受けた SP-Dの検出 

カルボニル基に特異的に結合する Aldehyde reactive probe を添加し、ARP 反応蛋白を

NeutroAvidine アガロースで ARP 反応タンパクを回収後、抗 SP-D 抗体で western blot を行っ

た。 

４．研究成果 

(1) Npt2b 欠損マウスを用いた検証 



Npt2b 欠損マウスでは、COX-2 の発現が上昇し、リピドミクス解析の結果からアラキドン酸、EPA、

DHA の産生量が亢進していることがわかった（図１A）。そこ

で、次にリン吸着剤である Ferric citrate (1.0 mg/kg)で３

５日間投与したところ、微石の蓄積が改善され、COX-2 の発

現も低下していることがわかった（図１B）。以上の結果よ

り、リン酸吸着剤は肺胞微石症の病態を改善し、炎症性メデ

ィエーターの産生を抑制する効果がある可能性が示唆され

た。        

 

                          図１ Npt2b欠損による COX-2の発現と、 

リン吸着剤による治療効果 

（2）喫煙曝露モデルマウスを用いた検証 

喫煙曝露後、１週間の肺では ARP probeを用い ARP に反応したタンパクを回収後、抗 SP-D 抗

体で western blot を行った結果、喫煙により ARP陽性の SP-Dが亢進していることがわかった。

アルデヒド化した SP-D の機能を調べるため、hSP-D タンパクを精製し、タバコ煙中に含まれる

不飽和アルデヒドの中で最もサイズが小さく反応性の高いアルデヒドであるアクロレインや、

たばこ煙抽出液（CSE 10%）を添加し、SP-Dによる大腸菌の増殖抑制能、マクロファージ細胞株

RAW264.7細胞の貪食能への影響について検証を行った。その結果、アクロレイン、CSEで曝露し

た SP-Dを添加し、７時間後の大腸菌の増殖を確認したところ、SP-Dは大腸菌増殖抑制能がある

のに対し、acroleinや CSEで曝露した SP-Dは約

10%程度にまで抑制能が低下していた（図 2B）。

また、SP-D の RAW264.7 に対する通常の約１.８

倍の貪食能亢進も、約 1.1〜1.2 倍程度にまで低

下していた（図 2C）。これらの結果は、喫煙によ

る自然免疫機能の低下や、自然免疫機能の低下に

よる COPD の発症や増悪に影響を与える可能性が

あると考える。  

図２ タバコ煙、アクロレインによる SP-D へ           

の修飾と機能への影響 

                 

（3）特発性肺線維症モデルマウスを用いた検証 

ブレオマイシン誘発全身強皮症モデルの４週間の肺では胸膜直下から肺の線維化が認められた

(図３A)。この肺を用いリピドミクス解析を行った。その結果、肺組織では、細胞膜の中心的な

構成成分であるホスファチジルコリン（PC）、ホスファチジルエタノールアミン(PE)の全般的な

低下と、その代謝産物である遊離脂肪酸(FFAs)、リゾホスファチジルコリン(LPC)、リゾホスフ

ァチジルイノシトール(LPE)の低下が認められた。また、遊離脂肪酸からの炎症性脂質メディエ

ーターである PGE2, PGD2, PGJ2,LXA4の産生が亢進していた(図３B)。一方、肺胞洗浄液中（BALF）

の解析からは、PC, PEの全般的な低下が認められた一方で、FFAs, LPC, LPEの産生の亢進が認

められた。HAまた、ブレオマイシン投与後の肺におけるホスホリパーゼ A2 の発現を検証したと

ころ、PCの分解からコリン合成に関わるリン脂質分解酵素の Pnpla6の発現が高いことがわかっ

た。 
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図３ ブレオマイシン誘発全身強皮症モデルの４週間の肺での脂質の変化 
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