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研究成果の概要（和文）：肺サーファクタント脂質輸送タンパク質の候補遺伝子である遺伝子 A

を同定した。A はマウスにおいて肺において特に高い発現を示し、肺の中でも特に肺サーファ

クタント産生細胞である肺胞２型上皮(ATII)細胞において高発現していた。A は肺の発達とと

もにその発現が誘導され、マウス ATII 細胞ではラメラ体に局在していた。タンパク質 A は GTP

依存的に肺サーファクタント脂質の主成分である disaturated phosphatidylcholineに結合す

ることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, I identified the candidate gene “A” for pulmonary 
surfactant phospholipid transporter. Gene “A” was highly expressed in mouse lung, 
especially in alveolar type II (ATII) cells, which produce the pulmonary surfactant. 
Furthermore, the expression of gene “A” was promoted during perinatal periods in mouse 
lung. The candidate “A” was localized at lamellar bodies in mouse primary ATII cells. 
The recombinant protein “A” was GTP-dependently bound to the disaturated 
phosphatidylcholine, which is the major component of pulmonary surfactant phospholipid.  
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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内の表面張力を
下げ、肺の虚脱を防ぐ呼吸に必須の物質であ
り、その構成成分の約７５％がリン脂質であ
る。また、リン脂質の中でもグリセロール骨
格の sn-1位と sn-2位に両方飽和脂肪酸が結

合した disaturated phosphatidylcholine が
その大部分を占めることが知られている。こ
のリン脂質の二重結合を持たない脂肪酸組
成は、肺胞腔において酸化ストレス受けにく
くすることにおいても重要であること考え
られており、肺サーファクタント脂質の脂質
組成は生体において非常に重要である。この
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リン脂質は２型肺胞上皮細胞(ATII 細胞)の
小胞体膜で作られ、ラメラ体と呼ばれるオル
ガネラへと運ばれ、刺激に応じて肺胞腔内に
放出されることが知られている。このサーフ
ァクタント脂質を産生する酵素は長年不明
であったが、近年、我々はこの肺サーファク
タントのリン脂質を産生する酵素である
LPCAT1 を同定、報告した。LPCAT1 は ATII細
胞 に 高 発 現 し 、 disaturated 
phosphatidylcholine を主な反農産物とする
酵素であった。これまでにサーファクタント
脂質の輸送に関しては、ABCA3 というトラン
スポーターがラメラ体膜上に存在し、ラメラ
体内にサーファクタント脂質を輸送するこ
とが明らかにされてきた。しかしながら、サ
ーファクタンと脂質合成酵素である LPCAT1
は主に小胞体膜上に局在することが示唆さ
れており、小胞体膜で作られたリン脂質がど
のようにして ABCA3の存在するラメラ体膜上
へと運ばれるのか、その詳細な機構は長年の
謎とされている。 
 

２．研究の目的 

肺サーファクタントは呼吸に必須の物質で
あり、関連因子の異常は生命の危険を伴う疾
患の原因になりうる。これまでに、ABCA3

遺伝子の欠損マウスにおいて、新生児の肺虚
脱による呼吸困難による致死が表現型とし
て報告されている。またヒトにおいても、
ABCA3 の変異が致死的なサーファクタント
欠乏症を呈することが知られている。このよ
うに、正常な肺サーファクタントの合成、分
泌は必須であるにも関わらず、小胞体膜状で
LPCAT1 によって合成された肺サーファク
タントリン脂質が、ABCA3 の存在するラメ
ラ体膜上へどのようにして運ばれるのか、そ
の分子機構は未だに知られていない。本実験
は、肺サーファクタント脂質を小胞体膜から
ラメラ体表面に運ぶサーファクタント脂質
輸送タンパク質の同定とその機能解析を目
的とする。 

 

 

３．研究の方法 

(1)肺サーファクタント合成に関与する遺伝
子は出生前の肺でその発現が著しく誘導さ
れるため、NCBIの Digital Differential 
Display データベースを用いて、出生前の肺
において発現が誘導される遺伝子を同定す
る。さらに、その中から脂質トランスポート
ドメインをアミノ酸配列に有するものを肺
サーファクタント脂質輸送タンパク質の候
補として同定する。 
 
(2)(1)で得られた候補タンパク質の ATII紗
細胞内での細胞内局在を解析する。マウスプ
ライマリーATII 細胞と候補タンパク質に対

する抗体を用いた免疫細胞化学染色を行い、
ATII細胞における細胞内局在を明らかにす
る。また、ラメラ体における発現はマウス肺
よりショ糖密度勾配遠心法により単離した
ラメラ体を用いてウエスタンブロット法に
より解析する。 
 
(3)その候補のリコンビナントタンパク質を
大腸菌タンパク質発現システムを用いて精
製する。pGEX ベクターに候補タンパク質の遺
伝子を導入し、GST との融合タンパク質を大
腸菌内で合成させる。その大腸菌のライセー
トを GSTrap カラムに結合させ、その後プレ
シジョンプロテアーゼによって GSTとの融合
部分を切断し、純粋な精製タンパク質を得る。
得られた候補タンパク質が肺サーファクタ
ント脂質に対して結合能を持つかどうかを
解析する。得られた精製タンパク質のリン脂
質への結合は、BIAcore3000 を用いて解析す
る。 
 
(4)候補タンパク質と相互作用するタンパク
質の同定は、マウス肺の組織抽出物と候補タ
ンパク質に対する抗体を用いて、Dynabeads 
Co-immunoprecipitation kitを用いた免疫沈
降法により精製する。得られた候補タンパク
質の同定は MALDI TOF-MS(AXIMA performance, 
島津製作所)を用いて行う。 
 
(5)肺サーファクタント関連遺伝子は、様々
な肺における疾患においてその発現が変動
することが知られている。本実験では卵白ア
ルブミン(OVA)誘導性の気道過敏性モデルマ
ウス肺での候補遺伝子の発現を解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1)NCBI の Digital Differential 
Display(DDD)は、様々な組織および細胞から
同定された全 Expression Sequence Tag(EST)
の中で、同一の遺伝子由来の ESTの出現頻度
から、多臓器、多細胞間での遺伝子発現量の
違いを予測することが出来るデータベース
である。本実験においては、出生前と出生後
のマウス肺の ESTライブラリを比較し、マウ
スの肺において、出生前に誘導される遺伝子
を同定した。その中で脂質トランスポートモ
チーフを持つ遺伝子 Aを本実験において肺サ
ーファクタント脂質輸送タンパク質の候補
遺伝子とした。 
 
(2)本実験により作成したタンパク質 A 特異
的抗体を用いたウエスタンブロット法およ
び PCR法により、候補 Aの遺伝子およびタン
パク質がマウスの肺に特に高い発現量を示
し、さらにデータベースで予測された通り、
出生前のマウス肺において誘導されること



 

 

が明らかになった(図 1)。 

 
 
(3)候補タンパク質 Aの ATII細胞での細胞内
局在をマウスプライマリーATII細胞と Aに対
する抗体を用いて解析した。解析の結果、タ
ンパク質 AはマウスプライマリーATII細胞内
において、ラメラ体上に存在するようであっ
た(図 2)。またマウス肺から単離したラメラ
体を用いたウエスタンブロットにおいても
候補タンパク質 A の存在を確認した。また、
候補タンパク質の発現は気管支肺胞洗浄液
中にも認められたことから、候補タンパク質

A は肺サーファクタ
ント脂質とともに、
肺胞腔中へと分泌さ
れていることが明ら
かとなった。また、
肺サーファクタント
は肺胞腔へと分泌さ
れた後、ATII 細胞に
よりリサイクルされ
ることが知られてお
り、この候補タンパ
ク質 A も肺サーファ
クタント脂質ととも
にリサイクルされて
いる可能性が示唆さ
れた。 
 
 

 
(4)候補タンパク質 A を大腸菌に発現させ、
精製することに成功した。候補 Aはアミノ酸
配列内に NTPase モチーフを有している。そ
のため、精製したタンパク質 A の ATPase 活
性、GTPase 活性を測定した。結果、候補 Aは
ATPase/GTPase 活性を共に有していることが
明らかとなった。GTPase 活性を有するタンパ
ク質は GTP結合型と加水分解した後の GDP結
合型との構造変化を分子スイッチとして用
いることが報告されている。精製した候補 A
と肺サーファクタント脂質の特徴的成分で
ある disaturated phosphatidylcholine との
結合は BIAcore を用いて測定した。結果、
disaturated phosphatidylcholine と候補タ
ンパク質 A は結合し、さらにその結合は GTP

の非加水分解アナログである GTPγS とプレ
インキュベーションを行うことによって増
強された。この結果、GTP 結合型の候補 A が
肺サーファクタントリン脂質と結合してい
る可能性が示唆された。 
 
(5)候補 A はアミノ酸配列の C 端側に、タン
パク質—タンパク質相互作用をするドメイン
を有しているため、相互作用タンパク質が
ATII細胞内に存在すると想定し、共免疫沈降
実験を行い、相互作用タンパク質の同定を行
った。共免疫沈降で得られた候補のタンパク
質は MALDI TOF-MS により同定した。結果、
いくつかの相互作用候補タンパク質を得た。
中には肺サーファクタント分泌との関与が
示唆されている細胞骨格タンパク質である
スペクトリンなどが含まれていた。 
 
(5)肺サーファクタント関連分子は、様々な
肺疾患において、その発現が変動することが
知られている。サーファクタントタンパク質
D(SP-D)は慢性閉塞性肺疾患においてその発
現が上昇することなどから、肺の炎症マーカ
ーとして用いられている。本実験においては
OVA 誘導性の気道過敏性モデルのマウス肺に
おける候補遺伝子 Aの発現を解析した。図３
に示したように候補 A の発現は Saline コン
トロール群と比較して、OVA 誘導生の気道過
敏性モデルマウスの肺においてその発現が
減少していた。肺炎症のマーカーである SP-D
の発現は上昇し、内部標準として用いたβア
クチンの発現は変動していなかった。 

 
本実験の結果から、A はサーファクタンと脂
質輸送に関しての脂質結合、解離のスイッチ
として GTPもしくは ATPを用いて、肺サーフ
ァクタント脂質を ATII 細胞内において輸送
しているモデルが考えられる。また OVA 誘導
性の気道過敏性モデルにおいて Aの発現が減
少していたことは、A が肺胞洗浄液中に分泌
されることと会わせて考えると、気道過敏性
を始めとした肺疾患の治療標的となりうる
可能性を示唆している。 
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