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研究成果の概要（和文）：私達が考案した人工調製型肺サーファクタント(LS)は既存薬
Surfacten に匹敵する結果が得られました。またホスファチジルグリセロール成分(陰イオン)
とモデルペプチド(陽イオン)が静電的相互作用により特異的に相互作用することを突き止めま
した。さらにこの静電的相互作用は、膜表面積の減少に伴う 2 次構造変化(α－へリックスから
β－シート構造)に耐性を示します。これらの結果 LS 機能・機序に関して新たな知見を与えま
す。 
 
 
研究成果の概要（英文）：As a result of in vitro and in vivo examinations, our pulmonary 
surfactant preparations show the similar effect to Surfacten. In addition, an electrostatic 
interaction between PG (phosphatidylglycerol) and peptide (Hel 13-5) prevents irreversible 
transformation for the peptide from α-helix to β-sheet structures. 
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１．研究開始当初の背景 
肺サーファクタント(LS)は肺胞表面を覆い、
肺胞拡張時の負担(仕事)軽減、肺胞収縮時の
虚脱防止、外来性ウイルス等に対する一次免
疫に関与しています。肺胞 II 型細胞で合成・
分泌された LS はラメラ構造、管状ミエリン
構造へと形態を変え、肺胞表面の気/液界面に

吸着し単分子膜を形成します。呼吸運動に伴
って LS 単分子膜が巧みに表面活性作用を制
御することにより、肺機能の恒常性が保たれ
ています。この LS が欠乏すると先天性呼吸
窮迫症候群(NRDS)や後天性呼吸窮迫症候群
(ARDS)を発症します。現在、この治療薬と
しては動物由来のものが主流ですがアレル
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ギーを引き起こす可能性、牛海綿状脳症
(BSE)等の問題からその使用が懸念されてい
ます。またこの動物由来型薬物は抽出・精製
過程に莫大な労力を伴うため、11 万円
/vial(120mg)と非常に高価で、医療費問題の
一端を担っており、また NRDS 以外は保険診
療適用外の現状です。そこで私達は一連の疎
水性・親水性バランスを持つアミノ酸 18 残
基からなるモデルペプチドを新規に合成し、
これらペプチドと生体膜との相互作用につ
いて研究を行ってきました。本研究の推進は、
単に新規 RDS 治療薬の開発に留まらず、医
療費負担の軽減、BSE 対策といった社会的問
題、さらには広範な呼吸器疾患 (喘息、SARS、
COPD 等)への適用拡大へ大きく貢献できる
と考え、研究に着手しました。 
 
２．研究の目的 
肺サーファクタント(LS)に関連した研究は
特に最近精力的に行われています。しかし動
物抽出型 LS (Surfacten 等)についての報告
は多いですが、人工調製型についての報告は
少ないのが現状です。そこで本研究では種々
の人工調製型 LS と Surfacten との in vivo
肺内物性 (ラット肺)を比較検討し、in vitro
と in vivo 物性の相関関係を明確にすること
を目的とします。その上で、以下の LS 調製
物について研究を進展させ、呼吸機能のさら
なる向上、また呼吸に伴う膜分子の排除メカ
ニズムの解明及び応用面へと展開致します。 
(1) 人工調製型 LS (DPPC/PG/PA/Hel 13-5) 
(2) 部分フッ素化両親媒性物質を導入したフ
ッ素ハイブリッド型人工調製 LS 
(3) D 体アミノ酸置換型 Hel 13-5 を含有した
人工調製 LS 
 
３．研究の方法 
(1)人工調製 LSは呼吸における肺胞内表面積
の圧縮・拡張の負担を和らげる作用を示しま
す。その負担の軽減は LS の表面張力低下作
用に基づくため、LS の研究(in vitro)は一般
的に Modified Wilhelmy-Balance 手法が頻用
されています。この手法は呼吸における肺胞
内表面積の連続的変化を自由に行うことが
でき、また同時にその面積での表面張力変化
及び配向変化に感度の良い表面電位変化を
捉えることができます。さらに肺胞内は気/
液界面が存在し、この状況も Modified 
Wilhelmy-Balance 手法によりシミュレート
可能です。また BAM (ブリュースター角顕微
鏡)、FM(蛍光顕微鏡)により表面積の圧縮・
拡張時における形態像(ﾏｲｸﾛｽｹｰﾙ)を観察す
ることができます。さらに、一定圧力で基板
に累積した LB 膜を AFM (原子間力顕微鏡)で
観察することにより形態像(ﾅﾉｽｹｰﾙ)、位相差
像を同時に解析できます。そのため人工調製
LS の in vitro 物性の測定は Modified 

Wilhelmy-Balance システムによって行いま
す。 
 
(2) 先ず成熟 Wistar ラットに生理食塩水で
肺洗浄を行い、肺サーファクタント欠乏モデ
ルを作製します。その欠乏モデルに対し、
100%酸素による人工換気下で、LS 調製物を気
管内投与し、連続的に気道内圧 P (cmH2O)、
一回換気量 V (mL/kg)を微小呼吸量測定シス
テムにより測定します。これら測定値から経
時的肺コンプライアンス(一回換気量／気道
内圧)の算出が可能となり、肺機能の回復や
肺の柔軟性を評価することができます。また
その後、ラット肺を気胸させ、静的な P(肺内
圧) –V(肺容量) 曲線を測定します。結果と
して得られた P–V 曲線を in vitro π–A ヒス
テレシス曲線と比較対比し、in vitro / in 
vivo 間の相関関係について評価を行います。 
 
４．研究成果 
人工調製型肺サーファクタント脂質の基本
成分は DPPC(ジパルミトイルホスファチジル
コリン)/PG(ホスファチジルグリセロー
ル)/PA(パルミチン酸)(=68:22:9,wt/wt/wt)
を用いました。これは、羊水中の脂質組成と
同様であり、最も有効な肺サーファクタント
脂質混合物として多くの研究者によって用
いられ、また臨床的に RDS 治療薬にも適用さ
れています。これまでに私達は in vitro で
人 工 調 製 型 肺 サ ー フ ァ ク タ ン ト
(DPPC/PG/PA/Hel 13-5) と RDS 治 療 薬
(Surfacten)の 2次元物性比較を行いました。
種々の表面物性解析法(π–A 等温線、ΔV–A 等
温線、Hysteresis 曲線、蛍光顕微鏡画像)で
比較検討した結果、表面物性においてこの人
工調製型肺サーファクタントは Surfactenに
匹敵する結果が得られました。具体的な成果
を以下に列記します。 
 
(1) 人工調製型肺サーファクタント系にお
いて PG 成分(陰イオン)と Hel 13-5(陽イオ
ン)が静電的相互作用により特異的に相互作
用することを突き止めましたた。これは肺サ
ーファクタントメカニズム(界面を介した吸
着・脱着機能)に関して新たな知見を与えま
す。 
 
(2) in vitro－in vivo データを関連付ける
ために、肺内物性(in vivo)に関して比較検
討を行いました。現段階のデータを統合する
と実際の肺内物性においてもこの調製物は
Surfacten に匹敵することすることが見出さ
れました。これは呼吸における分子レベルで
の肺機能メカニズムの解明及び SP-B、SP-C
模倣ペプチドを含有する新規 RDS治療薬の開
発等に大きく貢献すると考えられます。  
 



 

 

(3) 3 種の LS モデル膜(DPPC/Hel 13-5, 
DPPG/Hel 13-5, DPPC/DPPG/Hel 13-5)を作製
し、この特異的相互作用が如何にして Hel 
13-5ペプチドの2次構造を制御しているのか
について研究を行いました。この結果、DPPG
と Hel 13-5 間の静電的相互作用は、膜表面
積の減少に伴う 2 次構造変化(α－へリック
スからβ－シート構造)に耐性を示すことが
分かりました。これは LS機能・機序(界面を
介した吸着・脱着機能)に関して新たな知見
を与えます。 
 
 
(4) 静電的相互作用の無い DPPC/Hel 13-5 の
LS では完全にα－へリックスからβ－シー
ト構造に変化しました。 
 
(5) 肺サーファクタント膜の圧縮・拡張によ
りα－へリックス含量は約 80%から 30%程度
まで減少しました。 
 
(6) α－へリックスからβ－シート構造へ
の 2 次構造変化は DPPG 成分の有無に関わら
ず、不可逆的な変化を示しました。 
 
本研究プロジェクトの成果は呼吸における
分子レベルでの肺機能・機序の解明及び模倣
ペプチドを含有する新規 RDS治療薬の開発等
に大きく貢献すると考えられます。  
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