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研究成果の概要（和文）：本研究は呼吸に必須の生理活性物質である肺サーファクタントの輸送、分泌、リサイクルの
メカニズムを明らかにする事を目的として行った。我々は、肺に高発現し肺胞中に分泌される脂質輸送ドメインを有す
る機能未知のタンパク質であるSec14L3に着目しその機能を解析した。解析の結果Sec14L3は肺サーファクタント脂質の
輸送に関与しないが、肺の炎症を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Although pulmonary surfactant is implicated in the various lung functions, 
molecular mechanisms how the amount of pulmonary surfactant in alveoli is maintained and regulated are 
still unclear. The aim of this study is to clarify the molecular mechanisms of pulmonary surfactant 
phospholipid trafficking, secretion, and recycling. To uncover these mechanisms, I focused on the Sec14L3 
and Sec14L4, which is the function unknown lipid transporters, highly expressed in the lung.
 In this study, I used Sec14L3 and Sec14L4 double knockout (dKO) mice to characterize the functions of 
these genes in vivo. There are no significant difference in the surfactant phospholipid amount and 
compositions between control and dKO mice, suggest that they are not critical for the basal lung 
function. However, I also found that the mRNA expressions of several cytokines were increased in dKO mice 
than that of control mice after intratracheal administration of lipopolysaccharide.

研究分野： 脂質生物学
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1. 研究開始当初の背景 

(1) 肺サーファクタントは、リン脂質を主成

分とする生理活性物質であり、肺胞腔内

の表面張力を下げる事により、肺を虚脱

から守っている。その他にも肺サーファ

クタントは、炎症を制御する事により生

体防御にも寄与している事が知られてい

る。肺サーファクタント中のリン脂質は

肺胞 2 型上皮細胞の小胞体で合成され、

その後ラメラ小体という器官に蓄えられ、

肺胞腔中に放出される事が知られている

が、合成されたリン脂質がどのようにし

てラメラ小体に運ばれるのかは不明であ

る。また、一度分泌された肺サーファク

タントはリサイクルされる事が知られて

いるが、その分子機構は明らかになって

いない。 

(2) Sec14 ドメイン(脂質結合ドメイン)を有

する Sec14 タンパク質は、酵母の分泌経

路に重要なリン脂質輸送タンパク質であ

る。Sec14 ドメインを有するタンパク質

は、酵母では 6 種類しか存在しないが、

ほ乳類においては50種類近くのタンパク

質が存在する。Sec14 ドメインのリガン

ドとなる脂質は多様であり、リン脂質、

脂溶性ビタミン等が報告されているが、

多くはまだリガンドが未同定である。そ

の中で Sec14-like (Sec14L)タンパク質フ

ァミリーは Sec14L1 から L5 まで 5 種類

が報告されており、なかでも Sec14L2、

L3、L4 はアミノ酸レベルで 80%近い相

同性を有する。Sec14L2 はこれまでの研

究から肝臓に多く発現し、コレステロー

ル合成を促進する因子である事が知られ

ているが、Sec14L3、L4 は肺に多く発現

する事は報告されているが、その機能に

関しては未だ不明である。 

 

2. 研究の目的 

  申請者はこれまでに、肺サーファクタント

脂質の輸送やリサイクリングに関与する候補

遺伝子として Sec14L3 を同定した。Sec14L3

は肺に高発現し、マウスやラットにおいてそ

の出生前にその発現が著しく誘導される。ま

た、Sec14L3 は肺胞腔内に分泌されるタンパ

ク質であり、喘息やウイルス感染などの肺障

害時にその発現が抑制される事が知られてい

るため、申請者は Sec14L3 がその脂質結合ド

メインを介して、肺サーファクタントの輸送

やリサイクルに何らかの役割を果たすと考え、

その機能を明らかにする事を研究の目的とし

た。 

 

3. 研究の方法 

(1) Sec14L3およびSec14L4タンパク質の肺

組織における局在を明らかにするため、

免疫組織染色および免疫電顕法を用いて

行った。 

(2) Sec14L3 のリガンド脂質の同定を目的と

して、リコンビナントの Sec14L3 を大腸

菌に発現させ、GSTrap カラムを用いた方

法で精製を行った。さらに、精製したタ

ンパク質はサイズ排除クロマトグラフィ

ー法を用いてさらに精製を行った。精製

したタンパク質のリガンド探索には

LC-MS/MS を用い、様々な脂質との結合



の解析にはニトロセルロース膜に固定化

した脂質と精製タンパク質との結合を解

析する事によって行った。 

(3) 申請者や他のグループにより、Sec14L3

や Sec14L4 の脂質との結合は報告されて

いるが、in vivo における機能は不明であ

る。そこで、本研究では Sec14L3 遺伝子

を欠損した Sec14L3 ノックアウト(KO) 

マウスを用いた解析を行った。また、

Sec14L3 とアミノ酸レベルで約 80%の相

同性を有するSec14L4がSec14L3 KOマ

ウスにおいて相補的に機能している可能

性を考慮し、Sec14L3/Sec14L4 の二重欠

損(dKO)マウスを CRISPR/Cas9 システ

ムを用いて作出し、解析に用いた。 

(4) それぞれのマウスの肺サーファクタント

中のリン脂質組成の解析には LC-MS/MS

を用い、その主成分であるホスファチジ

ルコリンの定量には酵素反応を用いる方

法を使用した。 

(5) 急性肺障害時における Sec14L3 および

Sec14L4 の機能を解析するため、グラム

陰性菌の細胞壁の成分であるリポ多糖

(LPS)を気管内に投与する、マウスの急性

肺障害モデルを行った。肺障害時のにお

ける遺伝子発現は定量PCR法を用いて定

量し、気管支肺胞洗浄液中の浸潤細胞の

定量はサイトスピン法とディフ・クイッ

ク染色を合わせて用いて行った。 

 

4. 研究の成果 

(1) Sec14L3 の肺組織における局在 

我々の研究室で所有する、C 末端を抗原

とする Sec14L3 特異的抗体を使用し、マ

ウスの肺組織における Sec14L3 の局在を、

免疫組織染色および免疫電顕法を用いて

解析した。結果、Sec14L3 は気管支、細

気管支、肺胞の上皮細胞に高発現し、血

管内皮細胞などには発現しない事が明ら

かとなった。単離した 2 型肺胞上皮細胞

を用いた解析では、in vitro において 2 型

肺胞上皮細胞が 1 型肺胞上皮細胞様の細

胞に分化する際に、その発現が低下する

事を我々は見いだしているが、組織染色

においては 1 型肺胞上皮細胞にも発現が

見られた。しかしながら、Sec14L3 は肺

胞中に分泌されるタンパク質であるため、

一度肺胞腔中に分泌された Sec14L3 タン

パク質が様々な上皮細胞に取り込まれた

可能性も考えられた。 

(2) Sec14L3 の in vitro におけるリガンド脂

質 

大腸菌を用い、リコンビナントの

Sec14L3 の精製を行った。GSTrap を用

いた精製を行った精製タンパク質をサイ

ズ排除クロマトグラフィー法により再度

精製を行った結果、最初に精製したリコ

ンビナントの Sec14L3 はその一部が大腸

菌の膜成分とともに凝集している事が明

らかになった。そのため凝集していない、

単量体の Sec14L3 画分から脂質を抽出し、

LC-MS/MS を用いて、大腸菌におけるリ

ガンド脂質の同定を試みたが、残念な事

に特異的に結合するリガンドの脂質を同

定する事は出来なかった。また、イノシ

トールリン脂質を始めとした様々な脂質



が固定されたニトロセルロース膜を用い

て、リコンビナントの Sec14L3 と結合す

る脂質を解析したところ、過去にも報告

されているようにホスファチジルイノシ

トールリン酸(PIPs)やホスファチジルセ

リンなどの極性基に負電荷をもつリン脂

質との結合が見られた。この事から、

Sec14L3 は生体膜上の電荷により、その

標的膜を認識している可能性が示唆され

た。 

(3) 生体内における Sec14L3 の機能を解析す

るため、Sec14L3 KO マウスを用いた解

析を行った。Sec14L3 KO マウスの気管

支肺胞洗浄液中の肺サーファクタント脂

質組成を解析したところ、野生型のマウ

スと大きな違いは認められなかった。

BioGPS などの発現データベースによる

と、マウスの肺においては Sec14L3 に加

えて Sec14L4 も高発現している。

Sec14L3とSec14L4はともに機能とリガ

ンド脂質の不明なタンパク質であり、ア

ミノ酸レベルで約 80%の相同性を有する

事から、Sec14L3 KO マウスにおいて

Sec14L4 がその機能を補っている可能性

が考えられた。Sec14L3 と Sec14L4 は染

色体上の距離が 50kb と非常に近接して

おり、それぞれの単独欠損マウスの掛け

合わせによりdKOマウスを得る事はほと

んど不可能である。そこで、本研究では

CRISPR/Cas9 シ ス テ ム を 用 い て 、

Sec14L3 / Sec14L4 の dKO マウスを作成

した。それぞれの遺伝子に対するガイド

RNA を同時にマウスの胚にインジェク

シ ョ ン す る 事 に よ り 、 Sec14L3 と

Sec14L4 それぞれにフレームシフト変異

を持つ Sec14L3 / Sec14L4 dKO マウスを

得る事に成功した。 

(4) 上記の方法により Sec14L3 / Sec14L4 

dKO マウスの気管支肺胞洗浄液中のリン

脂質組成およびホスファチジルコリンの

量を測定した。その結果、Sec14L3 KO

と同様、dKO においても野生型のマウス

と大きな違いは認められなかった。これ

らの結果から、Sec14L3 と Sec14L4 は肺

サーファクタントリン脂質の合成や輸送

に必須の分子でない事が明らかとなった。 

(5) これまでの報告から肺における Sec14L3

の発現や、気管支肺胞洗浄液中の

Sec14L3 のタンパク量はウイルス感染時

や喘息など、肺の炎症時に減少する事が

報告されている。そこで、肺障害時にお

けるSec14L3およびSec14L4の機能を明

らかにするため、dKO および野生型マウ

スの気管内にリポ多糖を投与する肺障害

モデルにおける違いを解析した。結果、

dKO マウスにおいて、いくつかの炎症性

遺伝子の発現が誘導されていることが明

らかとなった。これらの結果から

Sec14L3とSec14L4は定常状態の肺にお

いて必須の役割は持たないが、急性肺障

害時などにおける生体防御に関与する可

能性が示唆された。 
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