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研究成果の概要：本研究により、1) SP-D がトル様受容体(TLR)介在炎症応答を制御すること、
2) 肺サーファクタント蛋白質がレジオネラなどの細胞内寄生菌と直接結合すること、さらに、

肺サーファクタント蛋白質が、レジオネラの有するマクロファージへの膜障害作用を抑制する

と共に、レジオネラの細胞内増殖を抑制することが明らかとなった。このことから、肺サーフ

ァクタント蛋白質が TLR を介する炎症制御ならびに細胞内寄生菌感染過程において重要な生体

防御機能を担っていることが示された。
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１．研究開始当初の背景

　近年、コンプロマイズドホストの増加に

伴い、非定型抗酸菌及びレジオネラなどの

細胞内寄生菌を起炎菌とする呼吸器感染症

の増加が認められている。これら感染症は、

多剤耐性により治療が困難な場合も多数報

告されていることからも、本来生体が有し

ている自然免疫を有効に作動させることが

重要であると考えられる。一方、肺サーフ

ァクタント蛋白質 A 及び D(SP-A 及び SP-D)

は、生体防御レクチンとして、呼吸器にお

ける自然免疫において重要な役割を果たし

ている。申請者らは、病原微生物の構成成

分を特異的に認識し、自然免疫における細

胞応答の中心的な役割を担っている、Toll
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様受容体(TLR)のリガンド認識機構を明らか

にし、(J Biol Chem 281:28322 2006 , BBRC

328:586,2005)、 SP-A が TLR との相互作用

を介し、TLR が介在する炎症反応を制御する

こ と (J.BiolChem 281: 21771,2006,

J.BiolChem.277:6830 2002)、および、肺サ

ーファクタント蛋白質が貪食受容体である、

スカベンジャー受容体 A(SR-A)やマンノース

受容体(MR)の細胞表面への発現を増強する

ことにより、肺胞マクロファージの肺炎球

菌(S.pneumoniae)や非定型抗酸菌(M.avium)

の 貪 食 を 促 進 す る こ と

(J.BiolChem.279:21421,2004,J.Immunol.17

2:7592,2004)を明らかにした。しかし、肺

サーファクタント蛋白質が制御する TLR 介

在炎症応答及び細胞内寄生菌の貪食促進機

構は不明な点が多く残されていた。

２．研究の目的

　本研究は、SP-D による TLR 介在炎症応答

制御機構、及び、肺サーファクタント蛋白

質を介するマクロファージによる細胞内寄

生菌貪食の分子機構を解明し、自然免疫に

おける肺サーファクタント蛋白質の機能を

明らかにすることで、呼吸器感染症防御へ

向けた分子基盤を確立することを目的とし

て遂行された。

３．研究の方法

(1) SP-D による LPS 惹起炎症性細胞応答

制御機構の解明と SP-D 多量体構造の重要

性

① 組換え蛋白質の調整

　wtSP-D, wtSP-A、および、SP-A/SP-Dキメ

ラは、グルタミン合成酵素増幅系を用いて、

CHO-K1細胞で発現させ、マンノースカラムを

用いて調整した。SP-Dのコラゲナーゼレジス

タントフラグメント(CRF)は、SP-A/SP-Dキメ

ラをコラゲナーゼで処理し、分離精製を行っ

た。MD-2及びsTLR4蛋白は、バキュロウィル

スー昆虫細胞系を用いて発現させ、ニッケル

カラムを用いて精製した。精製された組換え

蛋白質は、ウェスタンブロット法並びにSDS-

PAGE後のCBB染色により精製度合いを確認し

た。さらに、SP-D,CRF,および,SP-A/SP-Dキ

メラは、ゲル濾過クロマトグラフィーで分子

量を測定し、Rotary Shadow法にて電子顕微

鏡観察を行い、構造の確認を行った。

② SP-DとMD-2及びMD-2/sTLR4複合体との結

合解析

　マイクロタイターウェルを用いた固相化

実験系、及び、免疫沈降法並びにビオチン

化SP-D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。

③ LPSとSP-DおよびMD-2との結合

　LPS(Re595, Rc, O26:B6)をマイクロタイ

ターウェルに固相化し、ビオチン化SP-Dも

しくは、MD-2-Hisを反応させた後、LPSに結

合したSP-DとsMD-2を、HRP標識ストレプト

アビジンと抗His tag抗体で検出した。

④TLR4/MD-2発現HEK293細胞へのLPS結合に

おけるSP-Dの影響

　Alexa488標識smooth LPS(E.coli.由来O5

5:B5),あるいはrough LPS(S.minnesota由

来)をSP-Dと反応後、TLR4/MD-2発現HEK293

細胞に添加し、細胞に結合したLPSをFACSCa

liburを用いて測定した。

⑤ TNF-α分泌測定

　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SP-D,SP-A/SP-Dキ

メラ,あるいはCRF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。

⑥ 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),wt



TLR4,およびMD-2遺伝子をトランスフェクシ

ョンし、SP-D,SP-A/SP-Dキメラ,あるいはCR

Fと反応させ、LPS刺激後、dual luciferase

reporter assay systemを用いてNF-κB活性

化を測定した。

(2)マクロファージへのレジオネラ及びM.Av

ium 感染に及ぼす肺サーファクタント蛋白

質の影響

① 肺サーファクタント蛋白質とレジオネラ

及びM.Aviumとの相互作用の解析

　レジオネラもしくはM.Aviumを肺サーファ

クタント蛋白質と反応させ、遠心分離によ

り菌体と共沈する肺サーファクタント蛋白

質を回収し、ウェスタンブロット法を用い

て解析した。その際、カルシウム、EDTAあ

るいは抗SP-Aモノクローナル抗体存在下で

肺サーファクタント蛋白質と菌体との結合

性についても調べた。

② 肺サーファクタント蛋白質によるレジオ

ネラのマクロファージ細胞膜障害活性への影

響

　マクロファージ系細胞株THP-1細胞にコレ

クチンとレジオネラを反応させ、THP-1細胞

の膜障害度合をエチジウムブロマイド及びア

クリジンオレンジを用いて調べた。

③ マクロファージによるレジオネラ貪食後

の肺サーファクタント蛋白質の影響

　肺サーファクタント蛋白質とPH-Rodo標識

レジオネラを反応させ、THP-1細胞に貪食さ

せた後、細胞内の酸性化レジオネラを測定

すると共に、肺サーファクタント蛋白質と

レジオネラおよびリソソームマーカーであ

るLAPM-1の局在を共焦点レーザー顕微鏡を

用いて観察した。

４．研究成果

(1) SP-D による LPS 惹起炎症性細胞応答制

御機構の解明と SP-D 多量体構造の重要性

　SP-D は、変異型 LPS と結合するが、完全

型 LPS とは結合しないこと、さらに、SP-D

は糖鎖認識領域(CRD)を介して RcLPS と結合

し、ネック領域を介して Re595LPS と結合す

ることが分かった。また、SP-D は MD-2 のペ

プチド領域に結合することが明らかとなっ

た。さらに、SP-D は、MD-2/TLR4 複合体に

も結合性を示し、完全型および変異型 LPS

惹起炎症性細胞応答を抑制した。この抑制

効果は、SP-D が TLR4/MD-2 細胞発現に対す

る LPS の結合を減弱させるためであること

が分かった。さらに、SP-A/SP-D キメラや CRF

では、wtSP-D と比較して LPS 惹起シグナル

と炎症応答に対する抑制効果が減弱するこ

とが明らかとなった。

(2)マクロファージへのレジオネラ及び

M.Avium 感染に及ぼす肺サーファクタント

蛋白質の影響

　肺サーファクタント蛋白質は、非定型抗

酸菌の 1 つである Mycobacteria avium

(M.avium)とカルシウム依存性に直接結合す

ることが明らかとなった。さらに、M.avium

の 細 胞 壁 構 成 成 分 の 1 つ で あ る 、

Lipoarabinomannnann(LAM)は濃度依存性に

M.avium と SP-D との結合を抑制した。しか

し、SP-A と M.avium との結合に LAM は全く

影響を及ぼさなかった。また、肺サーファ

クタント蛋白質とレジオネラ菌体が直接結

合することを見いだした。肺サーファクタ

ント蛋白質は、糖鎖認識ドメイン(CRD)を介

し、レジオネラ菌体とカルシウム依存性に

直接結合することが明らかとなった。また、

肺サーファクタント蛋白質がレジオネラの

マクロファージ膜障害活性を抑制すること

を明らかにした。さらに、レジオネラは、

マクロファージに被貪食後、ファゴソーム

とリソソームの融合を阻害し、消化を逃れ

ることで細胞内に寄生する。しかし、肺サ



ーファクタント蛋白質存在下におけるレジ

オネラの貪食では、貪食されたレジオネラ

が細胞内で肺サーファクタント蛋白質と共

局在しており、肺サーファクタント蛋白質

が、リソソームのマーカー蛋白である LAMP-

1 とレジオネラとの共局在を増加することを

明らかにした。

　本研究課題の遂行により(1) SP-D は、LPS

とその受容体との相互作用を変化させるこ

とにより、LPS 惹起炎症応答を抑制し、SP-D

の十字架様構造がその抑制効果に重要であ

ること、(2)肺サーファクタント蛋白質はレ

ジオネラと直接結合し、マクロファージへ

の膜障害作用を抑制すると共に、貪食後の

ファゴソームとリソソームの融合を促進す

ることにより、細胞内増殖を抑制している

こと、が明らかとなった。このことから、

肺サーファクタント蛋白質が TLR を介する

炎症制御ならびに、レジオネラ菌体感染過

程において重要な生体防御機能を担ってい

ることが解明された。

　本研究結果は、生体防御の最前線である

呼吸器の自然免疫機構の分子基盤を明らか

にするだけではなく、呼吸器感染症の予防

や治療への応用に発展することが期待され

る。
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