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研究成果の概要（和文）： 
肺サーファクタントは気道・肺胞の全表面を覆う組織リポ蛋白質で、肺胞虚脱を防ぐとともに、
呼吸器の生体防御を担っている。本研究課題では、肺胞 II型細胞にしか発現しない SP-C特異
的抗体を作製し、臨床への応用を可能とした。さらに、コレクチンに属する SP-Aと SP-Dが、
レジオネラ菌や非定型抗抗酸菌に結合し、その増殖を抑制し、宿主細胞に対する傷害活性を阻
止することを明らかにした。また、SP-D が肺胞マクロファージのマトリックスメタロプロテ
アーゼ活性を抑制することを見いだした。これらの結果は、肺サーファクタント蛋白質を用い
た呼吸器障害防御への応用の基盤としてきわめて重要である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Pulmonary surfactant is composed of lipids and proteins, and plays important roles in 
alveolar stability and in host defense of respiratory system. In this study, we made specific 
antibody against human SP-C, which can be used for clinical applications. In addition, 
SP-A and SP-D, pulmonary collectins, have been shown to directly bind to Legionella 
pneumophila and Mycobacterium avium, suppress their growth and inhibit cellular 
injuries caused by these bacteria. SP-D has been found to inhibit matrix metallo-proteinase 
activity in alveolar macrophages, These results established the molecular bases for clinical 
applications of the uses of surfactant proteins. 
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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、気道・肺胞の表面を覆う組織リポ蛋
白質で、肺胞虚脱を防ぐとともに呼吸器の生
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体防御を担っている。肺サーファクタント構
成成分の特異蛋白質 Aおよび D（SP-Aおよ
び SP-D）は、コラーゲン様構造を有する C
型レクチンのコレクチンファミリーに属し
ており、病原微生物やダニ抗原などの外来抗
原との直接結合、および、マクロファージと
の相互作用を介して First Line Defenseを担
う生体防御レクチンである。SP-A と SP-D
は、Toll様受容体を介する炎症およびマクロ
ファージによる細菌貪食を制御することに
よって呼吸器の感染防御に重要な役割を果
たしている。SP-D KO マウスは肺気腫様の
病態肺を呈することが知られており、SP-D
が肺気腫発症の病態に関与している可能性
が指摘されている。疎水性サーファクタント
蛋白質の SP－C は、KO マウスおよびヒト
SP-C 遺伝子の解析により、間質性肺疾患に
関与することが知られているが、本邦では
SP-C 特異抗体が入手できず、特異抗体を用
いた SP-C 蛋白質発現を調べることができな
い。また、肺サーファクタントの９０％はホ
スファチジルコリンをはじめとするリン脂
質等の脂質成分から構成されており、気道に
存在するサーファクタントリン脂質はオキ
シダントにより酸化され、その機能に影響を
及ぼす可能性も考えられる。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、サーファクタントによる感染・
炎症防御、SP-Dと肺気腫病変、および、SP-C
と間質性肺疾患について、肺サーファクタン
トとその特異蛋白質を利用した呼吸器感染
症・炎症・肺障害に対して診断治療への応用
を目指すための分子基盤を確立することを
目的としている。研究目的遂行のために、
SP-A と SP-D と病原微生物（レジオネラ菌
と非定型抗酸菌）との相互作用とその機構解
明、肺胞マクロファージにおけるマトリック
スメタロプロテアーゼ(MMP)活性と肺サー
ファクタント蛋白質の影響、肺サーファクタ
ントリン脂質の酸化と炎症への影響につい
てその機序解明を目指す。また、ヒト SP-C
に対する特異抗体を作製し、症例への応用を
目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内寄生菌のレジオネラ菌と非定型
抗酸菌と肺コレクチンとの結合を調べ、その
リガンドを同定する。さらに、細胞内寄生菌
を液体、あるいは、寒天プレートで培養する
際に、肺コレクチンの有無で増殖が変化する
かどうかを、濁度変化、あるいは、コロニー
形成数を指標に調べる。レジオネラ菌による
pore-forming	 activity に対する肺コレクチ
ンの影響は、THP-1 細胞にレジオネラ菌を感
染させ、細胞をアクリジンオレンジとエチジ
ウムブロマイドで二重染色することによっ

て調べる。菌体の凝集については肺コレクチ
ンと FITC 標識細菌をインキュベート後、蛍
光顕微鏡下で観察する。マクロファージに貪
食された細菌の運命について、ファゴソーム
の形成を抗 LAMP-1 抗体を用いて調べる。	 
（２）肺胞マクロファージを採取し、SP-D の
存在下、非存在下でマクロファージを培養し、
ザイモグラムを用いて基質分解能を調べる
ことによって、マトリックスメタロプロテア
ーゼ(MMP)活性を調べる。	 
（３）肺サーファクタントリン脂質を分離し、
thiobarbituric	 acid-reactive	 substance	 
(TBARS)を測定することによって脂質酸化を
調べ、酸化サーファクタント脂質が LPS 惹起
炎症に影響を及ぼすかどうかを調べ、その機
構を解明する。炎症制御の機構として CD14
あるいは MD-2 を介するものかどうかを可溶
型組換え蛋白質を用いて調べる。	 
（４）抗 SP-C 抗体の作製について、SP-C の
合成ペプチドを作成し、KLH－conjugate 後に
免疫することによって抗体作製を行う。	 
	 
４．研究成果	 
（１）レジオネラ菌に対する防御機構	 
	 	 肺コレクチンの SP-A と SP-D は、レジオ
ネラ菌体にカルシウム依存性に結合し、菌体
上の LPS を認識していた。レジオネラ菌をコ
レクチン存在下で培養すると、その増殖は有
意に抑制された。さらに、レジオネラ菌によ
る細胞傷害活性（pore-forming	 activity）
が肺コレクチンによって阻止されるので、肺
コレクチンはレジオネラ菌による膜傷害活
性からマクロファージを保護する機能を有
することが示された。	 
	 レジオネラ菌は、マクロファージに貪食さ
れた後、ファゴソームとリソソームの融合を
阻止し、細胞内で増殖することが知られてい
る。肺コレクチン存在下で貪食されたレジオ
ネラ菌の細胞内増殖を調べると、１~４日後
に細胞内に存在する生菌数は、対照群に比べ
て有意に低下していた。このことは、肺コレ
クチンがレジオネラ菌の細胞内増殖を抑制
することを示している。肺コレクチン存在下
で貪食されたレジオネラ菌は、リソソームマ
ーカー蛋白質の LAMP-1 と共局在する割合が
対照群に比べて有意に増加していた。また、
酸性化画分に有意に多くの菌体が存在して
いた。このことから、肺コレクチンは、レジ
オネラ菌取り込み後のファゴソームとリソ
ソームとの融合を促進することによって、レ
ジオネラ菌の細胞内増殖を抑制していると
考えられる。	 
	 A549 細胞にレジオネラ菌を感染させると、
感染細胞では LC3-I から LC3-II の変換が起
こり、オートファジーの関与が示されたが、
肺コレクチン存在下での感染では、LC3-I か
ら LC3-II への変換が抑制され、抗 LC3 抗体



による免疫染色で LC-3 増加を認めなかった。
このことは、SP-A と SP-D がレジオネラ菌に
よる細胞のオートファジーを抑制すること
を示している。	 
	 レジオネラ感染に伴うオートファジー誘
導は IV 型分泌機構欠損レジオネラ菌では誘
導されないことから、IV 型分泌機構とそのエ
フェクター分子がオートファジー誘導に関
与していると考えられる。コレクチンが IV
型分泌機構を抑制することによってオート
ファジー誘が阻止されることが示唆される。
しかし、細胞全体では、ファゴソームのリソ
ソームとの融合を促進して、レジオネラの細
胞内増殖を抑制している。	 
	 
（２）非定型抗酸菌に対する感染防御	 
	 SP-A と SP-D は、濃度依存性、カルシウム
依存性に非定型抗酸菌に結合した。SP-A は、
菌体上の脂質成分を、SP-D はリポアラビノマ
ンナン(LAM)を認識した。ビアコア（表面プ
ラズモン共鳴センサー）による解析では、
SP-D と LAM との結合の解離定数は、10-9M 程
度で、きわめて強固な結合であった。非定型
抗酸菌由来脂質を用いたリガンドブロット
により同定したSP-A結合脂質をH1NMRで解析
したところ、SP-A リガンドは、アシル基を含
む methoxy	 group であることが示唆された。	 
	 SP-D は、0.1	 µg/ml程度の低濃度で、非定
型抗酸菌の凝集を惹起した。SP-A は 10	 µg/ml
の高濃度でも菌体の凝集を惹起しなかった。
EGTA の添加、また、SP-A/SP-D キメラ体を用
いた解析から、菌体の凝集には SP-D のレク
チン活性が必須であるが、より効果的な菌体
凝集惹起には SP-D のコラーゲン様領域を有
する立体構造（１２量体からなる十字架様構
造）が重要であることが示された。	 
	 コレクチンとともに非定型抗酸菌を培養
すると、SP-A は濃度依存性に有意にその増殖
を抑制した。SP-D も増殖を抑制したが、SP－
A に比べて弱い抑制効果であった。	 
	 	 
（３）SP-D と MMP 活性	 
	 分離肺胞マクロファージを培養すると時
間の経過とともに、マトリックスメタロプロ
テアーゼ(MMP)	 9活性が亢進するが、SP-D を
添加して培養すると、ザイモグラムによる
MMP9 活性が著名に減弱し、MMP9 蛋白の発現
量も低下していた。Real	 time	 PCR による MMP	 
mRNA 発現に有意差を認めなかったので、MMP
生合成後の蛋白の成熟、分泌過程に SP-D が
関与していると考えられた。このことは、
SP-D が MMP9 活性を制御していることを示す
とともに、MMP 活性抑制が観察される SP-D	 KO
マウスで肺気腫様病変を呈するので、SP-D が
肺気腫病態進展に関与している可能性を示
唆している。	 
	 

（４）SP-C 特異抗体	 
	 非常に疎水性の強い SP-C に対する抗体を
得ることはきわめて困難であった。特にヒト
SP-C についてほ乳類（ウサギ、ラット、マウ
ス）に免疫することによる抗体作製は失敗に
終わった。そこで、SP-C の合成ペプチドを作
製し、KLH-conjugation 後、ニワトリに免疫
することにより、抗 SP-CIgY 抗体を得ること
に成功した。本邦において得られた初めての
抗体である。この特異抗体を用いて、免疫染
色、および、BALF のウエスタンブロットによ
り、SP-C 蛋白検出が可能となった。SP-C 遺
伝子異常による SP-C 欠損の診断に応用でき
ると考えられる。	 
	 
（５）酸化サーファクタント脂質による炎症
制御	 
	 肺サーファクタントを分離後、空気暴露に
より酸化し、その程度を TBARS アッセイによ
り確認し、酸化サーファクタント脂質(OxSL)
とした。OxSL は、肺胞マクロファージからの
LPS惹起TNF-α分泌を濃度依存性に抑制した。
また、TLR4/MD-2 導入 HEK293 細胞における
LPS 惹起 NF-κB 活性化を有意に抑制した。こ
の抑制効果は、TBARS アッセイによる脂質酸
化 の 程 度 と 相 関 し て い た 。 可 溶 型
CD14(sCD14)および可溶型 MD-2(sMD-2)を用
いた検討で、OxSL は、LPS との結合において
sMD-2 あるいは sCD14 と競合しなかった。こ
のことは、OxSL による炎症制御は、LPS 受容
体である CD14 や MD-2 と LPS との相互作用に
影響を与える機序とは異なる機序によるも
のであることが示された。	 
	 
（６）異所性発現コレクチンの機能について	 
	 抗 SP－D 抗体を用いた免疫染色により、SP－
D は膀胱上皮に発現していることを示した。
そこで、SP-D による尿路病原性大腸菌(UPEC)
の感染防御について検討した。SP-D は、UPEC
の凝集を惹起した。また、UPEC は膀胱上皮細
胞に傷害を与えて侵入するが、アクリジンオ
レンジとエチジウムブロマイドの二重染色
による観察で、SP-D は UPEC による傷害活性
から膀胱上皮細胞を防御していることが示
された。	 
	 膀胱上皮に発現している Uroplakin	 Ia に
と UPEC 上の受容体である FimH の組換え蛋白
質を発現させ、検討した結果、SP-D は、
Uroplakin	 Ia の FimH への結合を阻止するこ
とによって、UPEC の膀胱上皮細胞への接着を
阻止していることが明らかにされた。	 
	 
（７）国内外の位置づけとインパクト、およ
び、今後の展望	 
	 本研究では、臨床的にも、また、社会的に
も問題となっている細胞内寄生菌について、
肺コレクチンにいる防御機構と応用につい



て検討した。肺コレクチンが細胞内寄生菌の
細胞内での増殖を抑制し、その機構を明らか
にした知見は、初めての報告であり、コレク
チンの新たな機能として国内外で注目され
ている。	 
	 抗 SP-C 特異抗体の作製に成功したことは
本邦で初めてであり、SP-C 遺伝子解析ととも
に、SP-C 蛋白の解析が可能となり、SP-C 異
常による間質性肺疾患の診断への応用に期
待できる。	 
	 肺気腫進展への病態に SP-D が関与してい
ると示唆されているが、その詳細に関しては
不明な点が多い。本研究では、SP-D が MMP 活
性を抑制することが示され、今後の研究で、
その機序の詳細、および、オキシダント抑制
に SP－D が如何に関与するかどうか明らかに
する必要がある。	 
	 肺胞において肺サーファクタントは常に
オキシダントの影響を受け、酸化される可能
性があり、酸化サーファクタント脂質が抗炎
症作用を有することが示された。これが、MMP
活性に及ぼす影響を調べ、肺気腫進展へ関わ
るのかを今後検討したい。	 
	 肺サーファクタント蛋白質は、肺にきわめ
て豊富に発現しているが、免疫染色、および、
mRNA 発現による検討で、異所性にもわずかに
発現しているが、その機能については不明で
あった。膀胱上皮への UPEC 感染機構に SP-D
が関与してその感染、細胞傷害を阻止しうる
という本研究の結果は、きわめてユニークな
初めての報告であり、国内外で注目されてお
り、サーファクタント蛋白の新たな機能とし
て、その応用も期待できる。	 
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