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研究成果の概要（和文）：非感染性肺障害は炎症性サイトカインの過剰産生により致死的な病態

となりうることから、肺サーファクタント蛋白質 A(SP-A)の肺保護作用の検討を本研究の目的
とした。SP-A 欠損マウスを用いた検討で、ブレオマイシンの経気道投与により、生存率の低
下、気管支肺胞洗浄液中の細胞数の増加、炎症性サイトカインの増加を認めた。SP-A はブレ
オマイシンに直接強く結合し、ブレオマイシンと Toll様受容体との結合を阻害し、自然免疫機
構を制御すると考えられた。 
 	 
研究成果の概要（英文）： 	 

SSiinnccee 	 nnoonn--iinnffeeccttiioouuss 	 ppuullmmoonnaarryy 	 ddiissoorrddeerrss 	 ccaann 	 pprrooggrreessss 	 ttoo 	 aa 	 ffaattaall 	 cclliinniiccaall 	 ccoonnddiittiioonn 	 dduuee 	 

ttoo 	 eexxcceessssiivvee 	 pprroodduuccttiioonn 	 ooff 	 iinnffllaammmmaattoorryy 	 ccyyttookkiinnee,, 	 tthhee 	 ppuurrppoossee 	 ooff 	 tthhiiss 	 ssttuuddyy 	 iiss 	 ttoo 	 

uunnddeerrssttaanndd 	 tthhee 	 lluunngg 	 pprrootteeccttiivvee 	 rroollee 	 ooff 	 ppuullmmoonnaarryy 	 ssuurrffaaccttaanntt 	 pprrootteeiinn 	 AA 	 ((SSPP--AA)).. 	 SSPP--AA 	 

ddeeffiicciieenntt 	 mmiiccee 	 ddeemmoonnssttrraatteedd 	 tthhee 	 llooww 	 ssuurrvviivvaall 	 rraattee,, 	 tthhee 	 iinnccrreeaassee 	 ooff 	 cceellll 	 ccoouunntt 	 iinn 	 

bbrroonncchhooaallvveeoollaarr 	 llaavvaaggee 	 fflluuiidd,, 	 aanndd 	 tthhee 	 pprroodduuccttiioonn 	 ooff 	 pprrooiinnffllaammmmaattoorryy 	 ccyyttookkiinnee 	 ffoolllloowwiinngg 	 

tthhee 	 ttrraannssaaiirrwwaayy 	 aaddmmiinniissttrraattiioonn 	 ooff 	 bblleeoommyycciinn.. 	  	 SSPP--AA 	 mmiigghhtt 	 ccoonnttrrooll 	 iinnnnaattee 	 iimmmmuunnee 	 ssyysstteemm 	 

bbyy 	 bbiinnddiinngg 	 ttoo 	 bblleeoommyycciinn 	 ssttrroonnggllyy 	 aanndd 	 ddiirreeccttllyy,, 	 aanndd 	 iinnhhiibbiittiinngg 	 bblleeoommyycciinn 	 ffrroomm 	 bbiinnddiinngg 	 ttoo 	 

ttoollll--lliikkee 	 rreecceeppttoorr.. 	  	 
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１．�研究開始当初の背景 
（１）非感染性肺障害、例えば薬剤性肺障害、

放射線肺炎、膠原病合併間質性肺炎、急性呼

吸窮迫症候群の一部、特発性間質性肺炎では

原因の如何を問わず、炎症性カスケードの過

剰増幅を介し病態が進展�した結果、不幸にし
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て致死的転帰をとる症例も珍しくない。最近、

とくに重篤な薬剤性肺障害の報告は我が国に

おいて増加している。 
（２）肺サーファクタントは主に肺胞II型上
皮細胞から分泌される脂質と蛋白質の複合体

であり、主要な蛋白成分であるサーファクタ

ント蛋白質(SP)-AとSP-Dは肺内での自然免
疫制御機構の中心的役割をもつ。 
（３）ブレオマイシンを用いた薬剤誘発肺障

害動物モデルは、急性肺障害・特発性間質性

肺炎モデルとして実験に汎用されている。こ

の肺障害はSP-D遺伝子を欠損したマウスで
明らかに肺病変が悪化し、SP-A遺伝子欠損マ
ウスにおいても肺における炎症の増強やアポ

トーシスの誘導が見られた。申請者らの予備

的検討において、SP-A遺伝子欠損マウスにお
いても肺病変の悪化・生存率の低下を招いた。

したがって、肺サーファクタント分子は、何

らかの機序を介してブレオマイシン暴露に対

する肺保護作用を有していると考えられる。 
（４）一方、ブレオマイシンが Toll様受容
体(TLR)2 を介して炎症を惹起すること、
TLR2 欠損マウスではブレオマイシンによ
る肺障害が軽症化すること、病原体感染時

の肺サーファクタントによる炎症制御が

TLR との相互作用に依存するものである
ことを考慮するならば、「SP-Aが示した非
感染性肺障害阻止効果もまた TLR を介す
る機序に基づく」との仮説が成立ち、本研

究計画の発案に至った。 
 
２．�研究の目的 
 	 本研究の目的は非感染性肺障害の発症・増

悪過程における肺サーファクタントの生体

防御作用機序を明らかにし、さらに分子治療

の可能性を追求する事である。具体的には

SSPP--AA 遺伝子欠損マウスを用いて肺サーファ

クタント分子の欠損が肺障害に及ぼす影響

を検討し、自然免疫に関連したサイトカイン

や遺伝子発現変化も検証する。 

 
 
 
３．�研究の方法 
((１）マウスブレオマイシン肺障害モデルの

作成 
 	 経気道投与と皮下投与の 2種類のモデルを

作成し、

比較検討

する。 
 	 

C57BL6
マ ウ ス

（週齢 8
週）に対

してペン

トバルビ

タール腹腔内投与による麻酔下にブレオマ

イシンをマイクロスプレイヤーを用いて経

気管的に肺内投与し、肺障害モデルを作成す

る。 
 	 ①ブレオマイシン：野生型マウス

(C57BL/6)または SP-A遺伝子欠損マウスに
腹腔麻酔下にブレオマイシン(10mg/kg)を
Microsprayerを用いて経気道投与し、１日後
に肺組織や BAL液を回収し検討した。 
 	 ②アミオダロン：マウスに Alzet-pumpを
用いてブレオマイシンを持続皮下投与し、２

１日後に肺組織やBAL液を回収し検討した。 	 
（２）薬剤刺激�による細胞傷害を検討した。 	 

 	 ① SDラット（週齢 8週）を腹腔麻酔下に
安楽死させ、気管より生理食塩水を注入して

肺洗浄し、回収液から肺胞マクロファージを

分離し、培養した。細胞をブレオマイシン刺

激�し、サイトカイン産生量を EELLIISSAA で定量し

た。 	 



 

 

 	 ② HEK293細胞に TLR2, CD14, TLR4, 
MD-2などの細胞表面受容体の遺伝子を導入
し、ルシフェラーゼアッセイ法を用いてブレ

オマイシンによるNF-κBの誘導を検討した。 	 
（３）ブレオマイシン、SP-Aや受容体との
結合を検討した。 
 	 ①分子間の結合を調べるため、ビアコアを

用いてブレオマイシンと TLR2、TLR4の細
胞外ドメイン（sTLR2, sTLR4）を合成した
蛋白との結合を検討した。また、ブレオマイ

シンと SP-Aとの直接の結合を検討した。 
 	 ②ブレオマイシンを ELISAプレートに固
相し、sTLR2との結合を検討した。また、そ
の結合が SP-Aにより阻害されるかどうか調
べた。 	 

４．�研究成果 	 

（１）肺障害モデルを作成した。 
 SP-A遺伝子欠損マウスでは野生型マウスと
比較し、ブレオマイシンの経気道投与により

死亡率が高かった。ブレオマイシン投与1日後
の肺組織は炎症細胞浸潤を強く認め、BALF
中の炎症細胞数や炎症性サイトカインの誘導

がSP-A遺伝子欠損マウスで増強していた
（Fig.1）。また、マウスにAlzet-pumpを用い
てブレオマイシンを持続皮下投与し、21日後
に肺組織やBAL液を回収し検討した。ブレオ
マイシンの経皮持続投与モデルにおいても、

SP-A遺伝子欠損マウスで肺胞隔壁の肥厚や
線維化がより強い傾向があり、BALF中の
TGF-β産生も増強していた。 

 
（Fig.1）  
（２）ブレオマイシン刺激�による細胞傷害を

検討した。 
 	 ①ラット肺胞マクロファージの初代培養

細胞にブレオマイシン刺激�すると、TNF-α、
IL-1β、KC が誘導された。また、その炎症
性サイトカインの産生は SP-A により抑制さ
れた。 
 	 ②HEK293細胞に sTLR2を遺伝子導入し、
ブレオマイシン刺激�するとNF-κBが誘導さ
れた（Fig.2）。 

 
（Fig.2） 
（３） ブレオマイシン、SP-Aや受容体との
結合を検討した。 
 	 ①ビアコア法を用いて分子間の結合を検

討すると、ブレオマイシンは sTLR2 と結合
しうることが分かった。またブレオマイシン

は SP-Aと強く結合した。 
 	 ②ELISA 法ではブレオマイシンは sTLR2
と結合したが、SP-A によりその結合は阻害



 

 

された（Fig.3）。 

 
（Fig.3）  

 
 	 これらの結果は、SP-Aが非感染性肺障害に
おいて炎症を制御することにより保護的な役

割を有していると考えられた。またその機序

としてSP-AがブレオマイシンとTLR2の相互
作用を直接阻害することにより、炎症性サイ

トカイン産生を抑制している可能性が示唆さ

れた。SP-Aの保護的な役割を特定できたこと
は非感染性肺障害の発症阻止や治療において

重要な分子基盤となりうる。 
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