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研究成果の概要：肺サーファクタンント蛋白質D（SP-D）が、細胞外基質分解酵素であるマト

リックスメタロプロテアーゼ（MMP）の活性を抑制することが本研究によって示された。SP-D

は、従来より知られてきた自然免疫作用のみならず、肺組織内でのMMP活性を制御することによ

って、肺の組織恒常性維持に関与しており、MMP活性亢進が病態に関わるような肺気腫や間質性

肺炎などの呼吸器疾患の発症を抑止している可能性が示された。
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１．研究開始当初の背景

　肺サーファクタンント蛋白は、呼吸器領域

の感染防御、自然免疫を司る蛋白である。

　一方、マトリックスメタロプロテアーゼ（

Matrix metalloproteinase; MMP）は細胞外

基質を分解する酵素であり、呼吸器領域にお

いては肺気腫や間質性肺炎などの病態形成に

関与していることいが報告されてきている。

研究種目：基盤研究 (C）
研究期間：2007~2008

課題番号：19590904

研究課題名（和文）　肺サーファクタント蛋白によるマトリックスメタロプロテアーゼ活性 　

　　　　　　　　　　制御機構の解明

研 究 課 題 名 （ 英 文 ） 　 Surfactant protein regulates the activity of matrix

metalloproteineses.

研究代表者

光澤　博昭　(MITSUZAWA HIROAKI）

札幌医科大学・医学部・講師

研究代表者：40325874



　最近になり、肺サーファクタンント蛋白質

D（SP-D）ノックアウトマウスにおいて、肺

内でのMMP活性が亢進し、肺気腫等の呼吸器

病変を生じることが示されるようになってき

ていたが、SP-DによるMMP血清制御機構のメ

カニズムは解明されていなかった。

２．研究の目的

　肺気腫や間質性肺疾患の成因について、

肺サーファクタント蛋白と MMP 活性制御動

態に着目し、その分子基盤を明らかにする

ことによって、新たな呼吸器疾患病態発症

メカニズム概念を確立するとともに、その

治療戦略概念を構築することを目的として

研究を開始した。

３．研究の方法

(1)ラット肺胞マクロファージにおける MMP

発現に及ぼす SP-Dの影響

　ラット肺胞洗浄液中より回収した肺胞マ

クロファージ、SP-D 存在、非存在下を培養

し、培養液中に分泌される MMP 蛋白を

Western blotting 法によって測定する。同時に

MMP-9 活性についてもザイモグラム法を用

いて測定を行う。

(2)分泌後 MMP-9 に及ぼす SP-D の直接影響

の有無

　ラット肺胞マクロファージより分泌され

た MMP-9 を回収し、一定時間 SP-D と反応

させた後の MMP-9 蛋白破壊の有無、活性変

化の有無を、それぞれ Western blotting 法、

ザイモグラム法を用いて検討した。

(3)ラット肺胞マクロファージ細胞内 MMP-9

に及ぼす SP-Dの影響

　ラット肺胞マクロファージを SP-D 存在、

非存在下を培養したのちの、細胞外分泌前

の細胞内貯留 MMP-9 の蛋白量について

Western blotting法を用いて検討した。

(4)ラット肺胞マクロファージの MMP-9 メッ

センジャーRNA発現に及ぼす SP-Dの影響

　ラット肺胞マクロファージを SP-D 存在、

非存在下を培養したのち、MMP-9 メッセン

ジャーRNAの半定量を Real time PCR法を用

いて検討した。

４．研究成果

(1)ラット肺胞マクロファージにおける MMP

発現に及ぼす SP-Dの影響

　SP-D非存在下に培養を行ったラット肺胞マ

クロファージからは、培養開始後日数を経る

ごとに細胞外へのMMP-9蛋白分泌は亢進して

行った。一方、SP-D存在下に培養を行ったラ

ット肺胞マクロファージからの細胞外MMP-9

分泌はSP-D非存在下と比べ著明に減少してい

ることが、Western blotting法によって確認さ

れた。

　同様にMMP-9活性についても、SP-D存在下

に培養を行ったラット肺胞マクロファージか

らのMMP-9活性は、SP-D非存在下と比べ著明

に減少していることが、ザイモグラム法によ

って確認された。

(2)分泌後 MMP-9 に及ぼす SP-D の直接影響

の有無

　分泌された後のMMP-9に対するSP-Dの直

接作用の有無について検討したが、MMP-9と

SP-Dを一定時間反応させても、蛋白発現レベ

ル、活性レベルいずれに帯してもSP-Dは全く

影響を及ぼさなかった。

　以上の結果より、SP-D は肺胞マクロファ



ージに何らかの影響を及ぼしてMMP-9分泌を

抑制していることが判明した。

(3)ラット肺胞マクロファージ細胞内MMP-9

に及ぼすSP-Dの影響

　SP-Dによる肺胞マクロファージMMP-9抑制

効果の機序を調べるために、細胞内のMMP-9

分泌また細胞内のMMP-9蛋白発現に対するSP

－Dの影響について検討した。

　SP－D存在下に培養したマクロファージに

おいては細胞内でもMMP-9蛋白発現が抑制さ

れていることがWestern blotting法によって確

認された。

(4)ラット肺胞マクロファージのMMP-9メッ

センジャーRNA発現に及ぼすSP-Dの影響

　続いてSP-DのMMP9メッセンジャーRNA発現

に対する影響の有無をReal time PCR法を用い

た半定量実験を行ったところ、逆にSP-D存在

下で培養を行った肺胞マクロファージの方が

MMP-9 mRNA発現量が増加していた。

以上の研究結果より、SP-Dはラット肺胞マ

クロファージに作用して、MMP-9の分泌およ

び活性を抑制するが、その機序はラット肺胞

マクロファージ内のMMP-9メッセンジャーRNA

から蛋白に翻訳される過程にSP-Dが直接ある

いは間接的に作用していることが示された。

　本研究課題の遂行により、SP-D が肺内で

の MMP 活性を制御することによって、肺の

組織恒常性維持に寄与している可能性が示

され．従来より知られてきた自然免疫作用

のみならず、肺気腫や間質性肺炎など、MMP

活性亢進が病態に関わるような各種呼吸器

疾患の発症を SP-D が抑止する働きを担って

いる可能性が示唆された。
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