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研究成果の概要（和文）：ヒト肺がん細胞株を用いて SP-A強制発現株を作成し、SP-Aの肺がん

進展における役割を解析した。強制発現株では、１．マウスモデルにおいて肺転移および胸水

産生能の低下、２．腫瘍内に集積したマクロファージ数の増加、３．マクロファージの中でも

抗腫瘍活性をもつ M1 マクロファージの増加、が認められた。SP-A はマクロファージの極性を

抗腫瘍作用を持つ M1へと誘導し、肺がん進展に抑制的に働くことが考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Human SP-A gene was introduced into the human lung adenocarcinoma 
cell line, and in vivo effect of SP-A over-expression on cancer progression was examined 
in experimental mouse model. Lung tumor produced by SP-A over-expression cells had; 1. 
less tumor burden and pleural effusion, 2. increased number of infiltrated macrophages, 
3. increased number of M1 macrophages (anti-tumor macrophages). SP-A may have a protective 
role in lung cancer progression through modulating host immune response. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）肺がんは本邦でも男性のがん死亡率第

一位となっており、その予後は極めて不良で

ある。肺がんの難治化の原因の一つとして、

診断時にすでに遠隔臓器に転移している場

合が多く（約 70%）、肺内転移の頻度も高率

に見られる。したがって、肺がんの克服には

肺内進展と転移形成における分子機構の解

明並びに肺がん進展に関わる分子を標的と

した生物学的制御法を検証していくことが

必要不可欠である。申請者らのグループは、

以前に肺がんの遠隔転移形成機構の解明を

目的として、免疫不全マウスを用いた臨床を

反映するヒト肺がん細胞株の多臓器転移モ

デルを確立した。今後、同モデルを用いるこ

とで肺がん克服のために実地臨床を反映し

た様々な基礎的研究が可能であると考えて

いる。 
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（２）サーファクタントは肺胞内腔を覆う脂

質・蛋白質の複合体であり、蛋白質成分は

Surfactant protein (SP)-A, -B, -C, -D に

分類される。SP-B, -Cは肺胞での気相－液相

境界の表面張力を低下させ肺胞虚脱を防ぐ

効果が知られているが、近年、SP-A, -D を中

心に生体防御機能も有することが分かって

きた。特に SP-Aはオプソニン作用を発揮し、

肺胞マクロファージによる病原菌排除を促

進すること等が報告されている。ただ、これ

までの報告では SP-A の免疫調節作用は感染

症領域での研究が主で、その他の呼吸器疾患

における SP-Aの作用は不明な点が多い。 

 

（３）SP-Aは以前より肺腺がんのマーカーの

一つとして用いられてきた。最近になり、肺

がん細胞における SP-A の発現レベルが予後

に関連するという報告がなされてきている。

これらの報告は、SP-Aが肺がんの単なるマー

カーとしてではなく、肺という特殊な臓器微

小環境条件下でがん化やがんの増殖・進展に

関与している可能性を示唆しているもので

あり、その解明が求められる。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、肺内微小環境下で肺がんの
増殖・進展・転移における SP-A の役割とそ
の作用機序について、主に申請者らがこれま
で構築したマウスモデルを用いて解析する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）各種ヒト肺がん細胞株から mRNA およ

び蛋白を抽出し、 SP-A 発現レベルを

real-time PCR 法および Western blot 法にて

比較検討後、SP-A低発現株に対してレトロウ

イルスを用いた遺伝子導入法により SP-A 遺

伝子を導入し強制発現株を作成した。 

 

（２）得られた強制発現株を用いて、in vitro
における細胞増殖能、遊走能に対する SP-A

の効果を MTT法およびダブルチャンバー法で

検討した。 

 

（３）免疫不全（ヌード）マウスを用いたヒ

ト肺がん細胞株肺転移モデルを用いて、in 
vivo における肺がん肺転移に対する SP-A の

関与を検討した。作成した強制発現株をヌー

ドマウスに経静脈的に摂取し（マウス 1 匹あ

たり 1x106細胞）、接種後 28 日目に形成され

た肺転移や胸水産生の程度を、転移数や臓器

重量を測定することでコントロール細胞（ベ

クター導入株）と比較検討した。 
 

（４）得られた肺転移巣を用いて凍結切片作
成や RNA 抽出を行い、各種免疫染色および
RT-PCRに供することで SP-A の肺がん進展・
転移における分子生物学的役割を検討した。 
 
４．研究成果 

（１）各種ヒト肺がん細胞株から mRNA およ

び蛋白を抽出し、 SP-A 発現レベルを

real-time PCR 法および Western blot 法にて

比較検討した。Positive control として用い

た H441細胞以外の細胞株では SP-Aの発現は

認められなかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）上記細胞株の中から、マウスモデルに
おいて肺転移および胸水産生をきたすこと
が判明している PC14PE6細胞を選択し、レト
ロウイルスを用いた遺伝子導入法により
SP-A 遺伝子を導入し強制発現株を作成した
（図２）。 

 
 

 
 
 
 

 
得られた強制発現株を PC14PE6/SP-A、コント
ロールとして vector 導入株を PC14PE6/pMIG
とした。 
 
（３）得られた強制発現株を用いて、in vitro
における細胞増殖能、遊走能に対する SP-A
の効果を MTT法およびダブルチャンバー法で
検討した（図３）。結果、SP-A遺伝子導入に
よる細胞増殖能および遊走能には変化が認
められなかった。 



 

 

 

 
 
 
（４）ヌードマウスを用いたヒト肺がん細胞
株肺転移モデルを用いて、in vivo における
肺がん肺転移および胸水産生に対する SP-A
の関与を検討した。作成した強制発現株をヌ
ードマウスに経静脈的に摂取し（マウス 1匹
あたり 1x106 細胞）、これにより形成された
肺転移や胸水産生の程度を、転移数や臓器重
量を測定することでコントロール細胞（ベク
ター導入株）と比較検討した（図４）。結果、
SP-A強制発現株はコントロール（pMIG）と比
較して有意に肺転移形成能および胸水産生
能の低下が認められた。 
 

 
 
（５）次に、得られた肺転移巣を用いて凍結
切片を作成し、免疫染色にて SP-Aの肺がん
進展・転移における分子生物学的役割を検討
した。図３で示したように、SP-Aによる肺が
ん細胞への直接的影響は低いと考えられた
ため、宿主側の腫瘍微小環境、特に腫瘍進展
に深く関わるとされている腫瘍関連マクロ
ファージ（tumor-associated macrophages; 
TAMs）に注目し、抗 CD68抗体を用いた免疫
染色で TAMs の腫瘍内浸潤の程度を比較検討
した（図５）。結果、SP-A強制発現株により
形成された腫瘍では、コントロール（pMIG）
と比較して有意に多数のマクロファージが
浸潤していることが判明した。 
 

 
 

（６）さらに TAMs の極性についても検討を
行った。TAMs はその生物学的性質から M1（抗
腫瘍性マクロファージ）と M2（腫瘍進展性マ
クロファージ）の２つの極性に分類され、こ
れらの極性のバランスが腫瘍進展に大きく
関わるとされている。これまでの本研究の結
果から、SP-A 強制発現株は腫瘍形成能が抑制
されており、また浸潤した TAMs 数が多いこ
とから、我々は SP-A 強制発現株により形成
された腫瘍内では抗腫瘍性マクロファージ
である M1 が増加していると仮定し、免疫染
色を用いて確認した。具体的には M1 マクロ
ファージを TNF-A/CD68 で、M2 マクロファー
ジを MRC-1/CD68 で 2 重染色し、これらの腫
瘍内におけるバランスを比較検討した（図
６）。結果、予想通り SP-A強制発現株による
腫瘍内では有意な M1の増加と M2の減少が認
められた。 

 
 

 
（７）上記免疫染色で得られた結果を確認す
るために、肺転移巣から RNA 抽出を行い
RT-PCRに供することで SP-Aが M1誘導因子の
発現を亢進させるか否かについて検討した
（図７）。結果、SP-A 強制発現株により形成
された腫瘍では、INF-g や CCL5 等の複数の
M1 誘導因子の発現亢進が認められた。一方、
M2 誘導因子については有意な増加は認めら
れなかった。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 



 

 

以上の結果から、SP-Aは腫瘍内に浸潤したマ
クロファージの極性を抗腫瘍作用を有する
M1 へと誘導し、肺がん進展に抑制的に働くこ
とが示唆された。今後は、さらに SP-A の腫
瘍微小環境に与える影響を検証し、その分子
生物学的メカニズムを解明することで肺が
ん制御に向けた糸口を見つけたいと考えて
いる。 
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