
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 5月 27 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究により、酸化肺サーファクタント脂質(oxSLs)と酸化PAPC (1-
パルミトイル- 2  - アラキドノイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジルコリン)は、異なる機序で、
LPSが惹起する炎症応答を抑制することが示された。炎症により生じた活性酸素種は、宿主側の

脂質を酸化することから、酸化サーファクタント脂質がLPSに対する過剰な炎症応答を制御する
可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： In this study, we demonstrated that oxidized surfactant lipids (oxSLs) and 

oxidized PAPC (1-palmitoyl-2-arachidonyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine) inhibit LPS-induced 

inflammatory responses by different mechanisms. Because the generation of reactive oxygen species is 

one of the characteristics of inflammation that results in the oxidation of host lipids, oxSLs may 

contribute to reduce the excessive inflammatory response to LPS. 
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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型細胞で産生

され、肺胞腔に分泌されるリポ蛋白質で、そ

の構成成分であるリン脂質と疎水性肺サー

ファクタント蛋白質(SP)は、円滑な呼吸の維

持に、親水性蛋白質の肺コレクチン(SP-A お
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よび SP-D)は、呼吸器の生体防御を担ってい

る。肺サーファクタントが存在する呼吸器は、

常に活性酸素種（ROS）に曝されているが、

近年、ROS により産生された酸化リン脂質

(OxPL)が Toll 様受容体(TLR)4 を介した炎症

性肺疾患の発症に関与することが示された

(Imai Y et al. Cell 2008)。さらに、ROSは、マ

クロファージの細胞内自然免疫系である

Nalp3 インフラマソームの活性化に関与し肺

の炎症・繊維化を惹起する可能性が示唆され

ている(Hornung V et al. Nat Immunol 2008)。ま

た、SP-D ノックアウトマウス肺では ROSと

酸化リン脂質の増加が認められ、肺気腫進展

への要因である可能性が指摘されている

(Korfagen T et al. PNAS 2000)ことから、酸化

リン脂質が病態肺形成進展に寄与すること

が予想される。一方、リン脂質である 1 - 

palmitoyl - 2 - arachidonyl - sn - glycerol - 3 - 

phosphorylcholine (PAPC) の 過 酸 化 物

(OxPAPC)が、リポ多糖(LPS)の惹起する TLR4

介在シグナル伝達を阻害することが報告さ

れた。しかし、肺サーファクタント脂質(SL)

は PAPCを含んでおらず、LPSが惹起する炎

症応答に対する酸化肺サーファクタント脂

質(OxSL)の影響は不明である。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、肺サーファクタント脂質の酸化

による TLR4 介在炎症制御機構を明らかにす

ることにより、病態肺進展へのメカニズムを

解明し、治療応用へ向けた分子基盤を確立す

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)肺サーファクタント脂質の単離と酸化脂

質の作成 

 密度勾配遠心法と Bligh and Dyer法を用い

て、ラット気管支肺胞洗浄液より肺サーファ

クタント脂質(SL)を単離した。SLはフィルム

にした後、空気暴露により酸化し、酸化肺サ

ーファクタント脂質(OxSL)を作成した。酸化

度合は、TBARS アッセイ法を用いて測定を

行った。 

 

(2)NF-κB活性化測定 

 HEK293 細胞に NF-κB リポーター遺伝子

(pNF-κB), 内 部 コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子

(pRL-TK),wtTLR4,および MD-2 遺伝子をトラ

ンスフェクションし、OxSL,あるいは SLs 存

在下で LPS刺激によるNFκB活性化をルシフ

ェラーゼアッセイ法にて測定した。 

 

(3) TNF-α測定 

 SD ラットの気管支肺胞洗浄液から分離し

た肺胞マクロファージをOxSL,SL ,PAPCあ

るいはOxPAPCと反応させ、LPS刺激後、培養

液中に分泌されたTNF-αをELISA法により解

析した。 

 

(4) 組換可溶型 CD14 (sCD14)と組換可溶型

MD-2 (sMD-2)の作成 

 組換可溶型 CD14 (sCD14)と組換可溶型

MD-2 (sMD-2)の作成を行った。いずれも C末

端に His タグを付加し、sCD14 は glutamine 

synthetase amplificationによるCHO-K1細胞で

発現させ、sMD-2はバキュロウィルス昆虫細

胞系で発現させた。可溶性の各蛋白質は、ニ

ッケルビーズカラムを用いて精製した。 

 

(5) LPSとMD-2との結合に及ぼす酸化脂質の

影響 

 MD-2-His とプレインキュベーションした

脂質（OxSL,あるいは SLs）を、マイクロタイ

ターウェルに固相化した LPS と反応させた

後、LPSに結合した sMD-2を、抗 His tag抗

体で検出した。 



 

(6)LPSと MD-2及び CD14との結合に及ぼす

酸化脂質の影響 

 免疫沈降法並びにビオチン化 LPS とスト

レプトアビジンアガロースを用いたプルダ

ウンアッセイ法を用いて結合解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 酸化脂質の作成 

 肺サーファクタント脂質(SLs)の空気暴露

により調整した、酸化脂質(OxSLs)では、酸化

度合いの指標である malondialdehyde が SLs

と比べ優位に高かった。 

 

(2) LPSが惹起する NF-κB活性化に及ぼす酸

化脂質の影響の解析 

 OxSLは TLR4/MD-2を介した LPSの惹起す

る NF-κBの活性化を抑制した。 

 

(3) ラット肺胞マクロファージにおける LPS

が惹起する TNF-α分泌に及ぼす OxSLの効果 

 OxSLは脂質濃度依存性に LPS惹起 TNF-α

の分泌を抑制した。さらに、SLs の酸化程度

が強いほどLPS刺激TNF-α分泌抑制作用が強

かった。 

 

(4)固定化LPSとMD-2結合に対する脂質の影

響 

OxPAPC(palmitoyl-arachidonyl-phosphatidylcho

line) は濃度依存性に MD-2 の LPS への結合

を抑制したが、OxSLは MD-2の LPSへの結

合をしなかった。 

 

(5) LPSとMD-2及び CD14との結合に及ぼす

酸化脂質の影響 

 ビオチン化 LPS と sCD14 との結合をスト

レプトアビジンアガロースを用いたプルダ

ウンアッセイ法を用いて解析したところ、

OxPAPCはMD-2とLPSとの結合を阻害した。

一方、OxSLsは、LPSと sMD-2の結合に影響

しなかった。同様の結果が、CD14と LPSと

の結合についても認められ、OxPAPC は、

CD14 と LPS の結合を阻害したが、OxSL は

阻害できなかった。 

 

 本研究の遂行により、OxSL は酸化の程度

に依存して、TLR4 を介する LPS 惹起炎症応

答を抑制することが明らかとなった。しかし、

OxPAPCは sMD-2および sCD14と LPSとの

相互作用を阻止することで、LPS 惹起炎症反

応を抑制したが、OxSLsはそれらの結合を抑

制しなかったことから、OxSL は OxPAPC と

は異なる機序で LPS 惹起炎症応答を抑制す

ることが示唆された。LPSは、グラム陰性菌

細胞壁構成成分でエンドトキシンの本体で

あることから、酸化サーファクタント脂質が

グラム陰性細菌感染に対する過剰な炎症応

答を抑制しうることが示唆された。 
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