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研究成果の概要（和文）：研究代表者らはSP-DがEGFRの糖鎖に結合し、EGFRのリガンド結合を阻害することで、EGFシ
グナルを抑制することを報告した。本研究課題では、SP-AもEGFRのリガンド結合を阻害し、EGFシグナルを抑制するこ
とを示した。またSP-AはSP-Dとは異なり、糖鎖を介さずにEGFRに結合することを明らかにした。SP-AとSP-Dの抗腫瘍作
用の機序を解明することが、肺がんに対する新たな治療戦略につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Our previous study has indicated that SP-D suppresses EGF signaling by 
interfering with the ligand-binding to EGFR. SP-D directly binds to the N-glycans of EGFR by lectin 
activity. In this study, we indicated that SP-A also downregulated EGF signaling by inhibiting 
ligand-binding to EGFR. In addition, we found that SP-A directly bound to EGFR, but not via N-glycans. 
Elucidating the antitumor effects of SP-A and SP-D may provide important clues for establishing new 
therapeutic strategies for lung cancer.
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１．研究開始当初の背景 

肺サーファクタントは肺胞Ⅱ型細胞で合

成され、肺胞および気管支の表面を覆うリポ

蛋白質で、肺胞虚脱を防ぐとともに、呼吸器

の生体防御を担っている。生体防御レクチン

である肺サーファクタント蛋白質（SP-A と

SP-D：肺コレクチン）は自然免疫において中

心的な役割を果たしている。一方で、肺コレ

クチンが抗腫瘍作用を持つことを示唆する

臨床報告があるが、その詳細な分子メカニズ

ムは明らかになっていない。 

上皮増殖因子受容体（EGFR）は様々なが

ん細胞に過剰発現しており、EGFR チロシン

リン酸化阻害薬（EGFR-TKI）は非小細胞肺

がんにおいて実用化されている。しかし効果

が EGFR のチロシンキナーゼドメインに遺伝

子変異を有する症例に限られることや、奏効

例もやがて耐性を獲得するといった問題が

ある。 

研究代表者らの最近の研究で SP-D が

EGFR の高マンノース型の N 型糖鎖に結合す

ることで、EGFR のリガンド結合を阻害し、

EGF シグナルを抑制し抗腫瘍作用をもたら

すことが明らかになった。これまでの予備実

験において、SP-A もヒト肺腺がん細胞の EGF

シグナルを抑制し、細胞増殖・遊走・浸潤を

抑制することを確認しており、SP-A も抗腫瘍

活性を有することが示唆される。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、SP-A と SP-D が EGFR の

糖鎖を介して下流シグナルを抑制する分子

機構の全貌を明らかにした上で、生体内にお

ける作用を検討し、治療応用への基盤となる

研究を行うことを目的とした。具体的には以

下の点を明らかにすることを目的とした。 

 

(1) 予備実験で得られている SP-A の肺がん

細胞に対する EGF シグナル抑制効果、細胞増

殖・遊走・浸潤能抑制効果について、再現性

があるかを確認する。 

 

(2) SP-A の EGF シグナル抑制効果は SP-D と

同様にリガンド結合阻害によるものなのか、

糖鎖を介するものなのか、作用機序を明らか

にする。 

 

(3) SP-DのEGFシグナル抑制効果においては

糖鎖認識領域が重要であることが明らかに

されたが、SP-A についても作用部位を特定す

る。 

 

(4) SP-A KO マウスに対してマウス肺がん細

胞を移植することで、生体内における SP-A

の抗腫瘍作用を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) リコンビナント SP-A、SP-D および EGFR 

細胞外ドメインの調整 

SP-A と SP-D は CHOK1 細胞を用いたグル

タミン合成酵素増幅系で発現させ、培養液中

に分泌されたSP-AやSP-Dをマンノースセフ

ァロースカラムで分離精製した。EGFR の細

胞外ドメイン（soluble EGFR = sEGFR）は

Flp-In システムによって CHOK1 細胞に発現

させ、培養上清を回収し、Ni キレート HisTrap

カラムクロマトグラフィー、Mono Q カラム

を用いたイオン交換クロマトグラフィー、

Superose 6 10/300 GL カラムを用いたゲルろ

過クロマトグラフィーによって分離精製し

た。 

 

(2) SP-A の EGF シグナル抑制作用の検討 

肺腺がん細胞株 A549 細胞、H441 細胞を

SP-A とプレインキュベートした後に EGF 刺

激を行い、細胞ライセートを回収し、ウェス

タンブロッティングによって、EGFR、Erk、

Akt のリン酸化を評価した。細胞増殖能につ

いては WST-1 アッセイ、遊走能と浸潤能につ

いてはトランスウェルダブルチャンバーア



ッセイを用いて評価した。 

 

(3) SP-A の EGF シグナル抑制効果の作用機 

序の解析 

A549細胞を SP-Aとプレインキュベートし

た後に 125I-EGF を添加し、scatchard 解析を行

うことで、SP-A が EGF と細胞膜上の EGFR

の結合を阻害するかを検討した。 

 

(4) SP-A と EGFR の相互作用の解析 

SP-A と sEGFR との直接的な相互作用をリ

ガンドブロッティング、酵素免疫測定法（ELISA）、

表面プラズモン共鳴センサーを用いて解析

した。また結合バッファーへの EDTA やマン

ノースの添加、N-グリコペプチダーゼ F による

sEGFR の糖鎖除去処理が両者の結合に影響

を与えるかを検討した。 

 

(5) SP-A 作用点の特定 

大量に生成したリコンビナント SP-A をリ

ジルエンドペプチダーゼで消化し、HPLC で

ペプチド断端を分離した上で、質量分析でペ

プチドを特定した。精製した SP-A 由来ペプ

チドを A549 細胞に添加し、EGF シグナルや

細胞増殖への影響を検討した。 

 

(6) マウス肺がんモデルにおける SP-A の抗

腫瘍作用の検討 

マウス肺がん細胞株 LLC 細胞を SP-A KO

マウスへ皮下移植し、形成された腫瘍径を野

生型マウスと比較した。 

 

４．研究成果 

(1) SP-A の EGF シグナル抑制作用の検討 

SP-A は A549 細胞、H441 細胞の EGFR 自

己リン酸化と下流シグナルを抑制すること

が確かめられた。また A549 細胞の増殖、遊

走、浸潤を抑制することも確認できた。 

 

(2) SP-A の EGF シグナル抑制効果の作用機 

序の解析 
125I-EGF を用いた結合アッセイより SP-A

はEGFとEGFRの結合飽和度を濃度依存性に

抑制することがわかった。SP-A の EGF シグ

ナル抑制作用は SP-D と同様にリガンド結合

の阻害というメカニズムであることが示唆

された。 

 

(3) SP-A と EGFR の相互作用の解析 

リガンドブロッティング、ELISA、表面プラ

ズモン共鳴センサーによる解析で、SP-A と

sEGFR が直接結合することが明らかになっ

た。両者の結合は EDTA、マンノース、sEGFR

の糖鎖除去処理によって抑制されなかった。

SP-A と sEGFR の結合は、SP-D とは異なり、

SP-A の糖鎖認識領域と EGFR の糖鎖を介し

たものではないことが示唆された。 

 

(4) SP-A 作用点の特定 

SP-A と EGFR の相互作用は糖鎖を介さな

いと考えられたため、SP-A 由来ペプチドを精

製し、作用点の特定を試みた。しかし、いず

れの SP-A 由来ペプチドも EGF シグナル抑制

作用や肺がん細胞増殖抑制作用を認めなか

った。SP-A の EGF シグナル抑制作用には

SP-A の立体構造が重要である可能性が示唆

された。 

 

(5) マウス肺がんモデルにおける SP-A の抗

腫瘍作用の検討 

野生型マウスと SP-A KO マウスに形成さ

れた皮下腫瘍径は SP-A KO マウスにおいて

大きい傾向にあった。検討数が少ないため、

今後も継続していく必要がある。また形成し

た腫瘍の免疫染色により EGFR リン酸化の解

析を試みたが、数種類の抗体を用いても、明

瞭な染色が困難であった。 

 

(6) 今後の展望 

本研究課題により、SP-A が EGFR のリガ



ンド結合を阻害することにより、EGF シグナ

ルを抑制し、肺がん細胞の増殖・遊走・浸潤

を抑制することが明らかになった。SP-D は糖

鎖認識領域を介して、EGFR の糖鎖に結合す

るのに対して、SP-A では糖鎖を介さずに

EGFR に結合することが分かった。SP-A 由来

ペプチドでは EGF シグナル抑制作用を認め

ないことから、SP-A の立体構造が重要である

可能性が示唆された。また SP-A KO マウスを

用いた検討では、生体内においても SP-A の

抗腫瘍作用が重要である可能性が示唆され

ている。 

今後は SP-A KO マウスによる検討を継続

すると共に、リコンビナント SP-A をマウス

肺がんモデルへ投与し、抗腫瘍作用をもたら

すことができるのかを解析していきたい。

EGFR は肺がん治療において最も重要な標的

分子であるが、本申請課題で検討した現象は

EGFR-TKI に感受性がない細胞（EGFR 遺伝

子変異が陰性の細胞）で認められている。そ

のため、EGFR 遺伝子変異が陰性である肺が

ん症例の治療に結びつく可能性がある。さら

に EGFR-TKI で問題となる副作用についても、

SP-A と SP-D は宿主由来のものであるため、

副作用の少ない新規薬剤となる可能性があ

る。 
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