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研究成果の概要（和文）：　本研究は、肺傷害・線維化およびアレルギー性気道炎症の抑制因子としての肺サー
ファクタント蛋白質（SP-A）の重要性とそのメカニズムを明らかにし、その機能を応用した治療法へ橋渡しとな
る成果を得ることを目的として遂行された。SP-Aのノックアウトマウスでは野生型マウスに比べ、ブレオマイシ
ン刺激下で肺内炎症と線維化が有意に増強した。さらにSP-Aを気道から投与したところ、炎症が抑制された。さ
らにin vitro実験によって、SP-Aの炎症抑制効果はブレオマイシンと可溶性トル様受容体（sTLR2）との結合阻
害作用に基づくことを明らかにした。また、気道のアレルギー反応を抑制する効果も確かめられた。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to clarify the importance of pulmonary surfactant 
protein (SP-A) as an inhibitor of lung injury / fibrosis and allergic airway inflammation and its 
mechanism, and to show the results that will be a bridge to the therapeutic strategy. In SP-A 
knockout mice, intrapulmonary inflammation and fibrosis were significantly enhanced under bleomycin 
stimulation compared with wild type mice. When SP-A was further administered from the respiratory 
tract, the inflammation was suppressed. Furthermore, in vitro experiments revealed that the 
inhibitory effect of SP-A against inflammation was based on the inhibition of binding of bleomycin 
and soluble Toll-like receptor (sTLR2). In addition, the effect of suppressing allergic reaction in 
respiratory tracts was also confirmed.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 肺コレクチンとして知られるサーファク
タント蛋白質(SP)-A と SP-D は Sf の主要
成分であり、肺内の自然免疫機構の調整を司
っている。これらの蛋白質は、細菌、ウイル
ス、真菌など種々の病原体と結合し、肺胞マ
クロファージとの相互作用を通して、恒常的
に生体から外来因子を排除する働きを持っ
ている。一方、申請者らを含む最近の研究で
は、非感染性病態において、抗炎症・抗線維
化作用を示すことが明らかにされつつある。
例えば、SP-A ノックアウト(k/o)マウスは、
野生種に比し、Bleomycine 惹起による薬剤
性肺障害が重症化し易く致死的である（高橋
弘毅、H21年度科学研究費報告書, Goto H, et 
al Am J Respir Crit Care Med 2010）。また、
SP-A が気道感染防御因子のひとつであるβ
-Defensin 3 による上皮細胞障害を軽減し、
上皮保護作用を持つことが示された（Saito A, 
Takahashi H, et al. J Biol Chem 2012）。さ
らに、肺移植に関する臨床研究では肺内SP-A 
が低値であると拒絶反応が亢進し生存率を
低下させることが示された（D’Ovidio F, 
Takahashi H, et al. J Biol Chem 2013）。一
方、アレルギー性気道炎症に対する保護的作
用を示唆する報告も散見される。例えば、
SP-A k/o マウスでは気道過敏性が亢進して
いる(Erpenbeck VJ et al. 2006)。SP-A はマ
スト細胞と結合し、TNF-αを介するアレル
ギー反応に関与すること等が知られている
(Malherbe DC, et al. 2005, Hsia BJ, et al. 
2012)。このように、SP-A は感染症以外にも
様々な病態において、生体防御に関わる機能
をもつことが明らかにされつつある。 
 本研究では、肺サーファクタント蛋白質
（Sf）の新作用である「抗炎症・抗線維化作
用」に着目し、Sf が急性肺傷害、肺線維化、
アレルギー性気道炎症に対する保護的作用
を示すこと明らかにし、最終的には Sf リコ
ンビナント製剤を治療薬として臨床応用す
るための橋渡し研究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、傷害肺に強発現する TLRsの特
定と肺コレクチン（SP-A）投与によるシグナ
ル抑制効果、肺線維化に関わる肺コレクチン
の量的質的変化、アレルギー性気道炎症に関
わる肺コレクチンの量的質的変化及び TLRs
との関連性を分析することにより、肺サーフ
ァクタント蛋白質の新作用を応用した肺傷
害・線維化を制御する治療法へ橋渡しとなる
成果を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(１）SP-A(-/-)マウスを用いた肺傷害モデル
及び肺線維化モデルを作成し、気管支肺胞洗
浄液の成分分析やホルマリン固定肺組織の
病理学的検討を行った。 
 週齢 8 週の野生型マウス(C57BL/6)または
SP-A(-/-)マウスに腹腔麻酔下にマイクロス

プレイヤーを用いてブレオマイシン
(10mg/kg)を経気道投与し、１日後、7 日後、
21 日後に気管支肺胞洗浄液や肺組織を回収
し検討した。 
（２）SP-A 経気道投与による肺傷害抑制作用
を検討した。 
 C57BL/6 マウスの肺傷害モデルおよび肺線
維化モデルに SP-A を経気道投与した。
SP-A(-/-)マウスで作成したブレオマイシン
肺傷害モデルでも同様に SP-A を経気道投与
し、気管支肺胞洗浄液を分析した。 
 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）SP-A と TLR2 の結合性について表面プ
ラズモン共鳴（ビアコア）を用いて検討を行
った。 
 分子間の結合を調べるため、ブレオマイシ
ンと TLR2 の細胞外ドメイン（sTLR2）を合成
した蛋白との結合を検討した。さらに、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）アレルギー性気道炎症の評価のためヒ
トβディフェンシン 3（hBD3）を用いてマウ
スにおける肥満細胞や血管透過性を検討し
た。SP-A と hBD3 の結合性をビアコアを用い
て検討した。また、肺コレクチン活性部位
（SAP01）の合成化合物をもちいて治療への
応用を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 
 C57BL/6マウスの胎生幹細胞gene-targeting
法によって作成されたSP-A(-/-)マウスを使
用した。週齢8週のSP-A(-/-)マウス、及び野
生型C57BL/6マウスに経気道的にLPS、ブレオ
マイシンを投与し肺傷害モデルおよび肺線維
化モデルを作成した。マイクロスプレイヤー
を用いてブレオマイシンを経気道投与したと
ころ、薬剤投与7日目に気管支肺胞洗浄液中の
好中球数、TNF-αの増加を認め、SP-A(-/-)
マウスでは有意に増強していた（Fig.1A-B）。
ホルマリン固定肺組織の病理組織学的評価で
は薬剤投与21日目に肺組織の線維化を認め、
SP-A(-/-)マウスでは病変の増悪がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（Fig.1A） 
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（Fig.1B） 
 
 
(2) 
Native SP-A、はシリカ投与で刺激したラッ
トの気管支肺胞洗浄液より分離精製し、
recombinant SP-A は CHO細胞を用い作成した。
SP-A(-/-)マウス、及び野生型 C57BL/6 マウ
スの肺傷害モデルおよび肺線維化モデルに
肺コレクチン（SP-A）を投与したところ、気
管支肺胞洗浄液中の好中球数減少、TNF-αの
低下を認め、炎症が制御されていた。（Fig.2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（Fig.2） 
 
 
(3) 
 SP-A と TLR2 の結合性について表面プラズ
モン共鳴（ビアコア）を用いて検討を行った。
TLR2 は膜結合蛋白のため、細胞外ドメインの
み(sTLR2)を CHO 細胞を用いて合成し、結合
実験に用いた。ブレオマイシンは sTRL2 と特
異的に結合した。また、ブレオマイシンは
SP-A と強く結合することが分かった。 
 またさらに SP-A、ブレオマイシン、sTLR2
の三者の結合性を検討したところ、ブレオマ
イシンと sTLR2 との結合は SP-A により阻害
された(Fig.3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(Fig.3) 
 
 
(4) 
 ラットにhBD3を投与するとアレルギー性気
道炎症を引き起こし、血管透過性の亢進や脂
肪細胞の遊走を誘導する。hBD3 誘導アレルギ
ーモデルを用いて肺コレクチンの機能を検
討した。まず、分子間の結合能において、hBD3
は肺コレクチンや肺コレクチン活性部位
SAP01 と特異的に結合した（Fig4A）。hBD3 に
より肥満細胞が誘導されたが、SP-A や SAP01
によりアレルギー性気道炎症が制御され、肥
満細胞の遊走が抑制された（Fig4B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(Fig.4A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(Fig.4B) 
 
 
本研究により、傷害肺に強発現する TLRs
が TLR２主体であり、肺コレクチン投与によ
ってシグナル抑制効果を確認することがで



きた。また、hBD3 によるアレルギー性気道
炎症モデルにおいて、肺コレクチンと hBD3
との直接相互作用を確かめ、さらに肺コレク
チン活性部位による合成ペプチドSAP01がア
レルギー性気道炎症を制御しうる結果を得
た。肺傷害・線維化やアレルギー性気道炎症
に対し、肺サーファクタント蛋白質の新作用
が病態制御に基づく治療法へ橋渡しとなる
成果を得ることができた。 
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