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研究成果の概要（和文）：家族性間質性肺疾患の起因を探ることを目的として同定したサーファクタント蛋白A
遺伝子とC遺伝子（SFTPA1/A2, SFTPC）変異で肺胞I I型上皮細胞に起こった小胞体ストレスは、遺伝子によりネ
クロトーシスとアポトーシスと異なる２つ細胞死を誘導することを明らかにした。小胞体ストレス定量化システ
ム作成により遺伝子変異によってストレス程度が異なり、臨床病態へ影響する可能性も見いだした。また、各症
例の末梢血から作成したiPS細胞由来の肺上皮細胞を使って肺生検で得られた細胞を使用せずに解析できる可能
性を示した。小胞体ストレス定量化と疾患由来iPS細胞は治療薬の開発に役立つ可能性がある

研究成果の概要（英文）：To investigate the causes of familial interstitial lung disease, we 
identified the surfactant protein A (SFTPA) and C (SFTPC) genes. We found that mutations in these 
genes induce two different types of cell death, necroptosis and apoptosis, in type II alveolar 
epithelial cells. By developing a system to quantify ER stress, we discovered that the level of 
stress varies according to genetic mutations and that this can affect clinical pathology. In 
addition, the study showed that lung epithelial cells derived from iPS cells created from the 
peripheral blood of each patient have the potential to be analysed as an alternative to cells 
obtained from lung biopsies. It may be useful for the development of therapeutic drugs to quantify 
ER stress and disease-derived iPS cells.

研究分野： 呼吸器内科

キーワード： 家族性間質性肺炎　サーファクタント　遺伝子　エクソーム解析　小胞体ストレス　細胞死　iPS細胞　
肺胞II型表皮細胞

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ER stressの定量化システムによってSFTPA1/A2, SFTPCの変異によってER stressの違いがあることを明らかに
し、ER stressによる細胞死の種類が異なることは新規の知見である。肺線維症においてER stressは遺伝子変異
にかかわらず認められることも考え合わせるとER stressの定量化は、治療候補薬物の大規模スクリーニングへ
の応用が可能となる。また、患者由来iPS細胞からの各種肺細胞への分化誘導が可能となり線維化発症の機序解
明だけでなくER stress定量化システムとの併用で間質性肺疾患のprecision medicine構築も可能となる意義が
ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 
線維性間質性肺炎、特に特発性線維症は、予後不良であるにもかかわらず発症要因 につ
いては未だ十分に明らかになっていない。線維化経路の末端においては TGF-β、PDGF 
等の複数の線維性サイトカインの関与は多くの間質性肺炎で共通の事象である。この線維
化経路の末端に作用する２種類の抗線維化薬が開発され臨床に用いられ肺活量低下の抑制
に一定の効果は認められているが予後の改善にまでは至っていない。これは線維化経路の
末端は、多くのサイトカインが複合的に絡みあっていることが原因の一つと考えられる。
このため線維化経路の上流、特に起因の探索のために、遺伝的素因の関与を糸口に研究が
なされ、家族性(母子)間質性肺炎で肺胞 II 型上皮細胞から分泌される surfactant protein 
C(SP-C)の遺伝子 SFTPC の exon4 欠失(c.460+1G→A：Δexon4)が原因として同定され
(N Engl J Med 344:573-579,2001)、その後、我々を含め 60 以上の SFTPC の変異が同定
された。その多くは、SP-C 前駆蛋白の C 末側の BRICHOS domain に集中している。
BRICHOS domain の変異については Δexon4 変異以外で p.Leu188Gln(L188Q)変異で肺
胞 II 型上皮細胞質内の変異 SP-C 前駆蛋白の蓄積、小胞体(Endoplasmic reticulum: ER)へ
の蓄積を認め小胞体ストレスが誘導され肺胞 II 型上皮細胞の apoptosis が起こっているこ
と、また SPTPC-KO マウスでは肺線維化は通常では起こらないことから SFTPC の変異
が肺胞 II 型上皮細胞に toxic gain of function をもたらし肺線維化に起因していると推測さ
れるようになってきている(Am J Respir Cell Mol Biol 44:404-414,2011)。我々は、SP-C
以外の肺サーファクタント蛋白である SP-A の遺伝子 SFTPA1 の変異 (p.Try208His)を
常染色体劣性遺伝形式の家族性間質性肺炎で同定した。In vitro 遺伝子導入実験とゲノム
編集技術を用いて同変異を有するモテデルマウスを作成し、肺胞 II 型上皮細胞で SP-C の
ような BRICHOS domain が存在しないにも関わらず、E R ストレスが起こることまた、
SFTPA1 ホモ接合体変異の ER ストレスを介する細胞死現象は、apoptosis でなく 
necroptosis が起こり肺線維化が進行することを初めて突き止めた(J Exp Med 2019, 
216:2724- 2735)。海外からの SFTPA1/A2 の変異は、全てヘテロ接合体であり、ER スト
レスも報告されていない。我々の報告した SFTPA1 変異(p.Try208His, ホモ接合体)に限
られた事象なのか疑問が残る。このようにガス交換の場である肺胞腔の恒常性の維持に重
要な役割を演じているサーファクタントとその構成蛋白質産生を行う肺胞 II 型上皮細胞に
おいて SFTPA1,A2 また SFTPC BRICHOS domain は、 変異の種類に関わらず ER ストレ
スは同程度に誘導されるのか、また SFTPA1/A2 については本邦においてヘテロ接合体で
も肺線維症を発症しているのか、また ER ストレスを起こすのか解明されていない。また
SFTPA1 変異 (p.Try208His)の肺線維化を誘導するのか調べるためにモデルマウスを作成
したが時間と労力を要した。これを解決する方法として iPS 細胞に着目し、遺伝子変異を
有する症例の末梢血から iPS を樹立し、本研究の分担者 後藤博士らが、開発した iPS 細
胞から気道上皮細胞、肺胞 II 型、I 型上皮細胞への分化法(Nat Method 2017, Stem Cell 
Rep 2019)を応用して疾患特異的肺上皮細胞誘導が可能か、またその解析を試みる。 



2. 研究の目的 
1)家族性間質性肺炎（肺線維症）で最初に同定した SFTPA1 変異(p.Try208His)は、常染
色体劣性遺伝形式をとったが欧米からの肺線維症報告(Hum Mol Genetics 2016)では、常
染色体優性遺伝形式を取り SFTPA1 ヘテロ接合体変異である。ヘテロ接合体の SFTPA1 
変異、SFTPA2 変異も本邦にも存在するのか。2)SFTPA1/A2、SFTPC BRICHOS 変異に
ついて変異の種類が異なった場合、ER ストレスは、起こるのか、またその程度について
相違があるのか調査解析し、臨床との対比を試みる。3)SFTPA1/A2、SFTPC BRICHOS 
domain のヘテロ接合体変異においてネクロトーシスの有無を明らかにする。4)間質性肺
炎（肺線維症）疾患からの末梢血由来 iPS 細胞の樹立と肺構成細胞への分化誘導の可能性
を調べて機能解析を試みる  
3. 研究の方法 
対象：本研究はヘルシンキ宣言に基づき施設内倫理委員会の承認を受け、承諾は説明後書
面でなされた。承諾の得られた家族性間質性肺炎 48 名において匿名化後、末梢血単核球
を DNA 抽出用と iPS 細胞作成用にわけ、保存。抽出 DNA は、次世代シークエンサー
(NGS)にて全エクソーム解析を行い、variant allele 頻度＜0.1％、in silico 解析で病的変異
を同定する。変異遺伝子の発現解析：変異蛋白の病的変異については、tag を付加した変
異 cDNA 作成後サイトメガロウイルスプロモーターで dive する発現ベクターを作成、
A549 細胞 HEC293 細胞株へ transfection し その変異蛋白の発現を western blotting で
評価する。小胞体ストレス定量化リポーターベクターは、Unfolding protein 
response(UPR)のシグナルの１つ XBP1 のスプライス機構を利用し作成する。 
Bulk RNA-seq は、診断のために肺生検されたホルマリン固定パラフィンブロックより薄
切し RNA 抽出を行い、NGS で解析。特に SFTPC, SFTPA1/A2 遺伝子の病的変異のあっ
た検体について末梢血から iPS の樹立を京都大学 iPS 研究所との共同研究で行い、肺オル
ガノイドを作成し、肺上皮細胞の発現解析を行う。 
4. 研究成果 
全エクソーム解析結果 
末梢血単核球からのエクソーム解析は成人発症家族性
間質性肺炎 48 症例で実施し、20 種類の病的変異が同
定された。SFTPA1/A2 では表に示す様に 6 種類の病
的変異が明らかになった。 SFTPA1 の Y208H は、本
研究の契機となった症例でホモ接合体である。本研究
においては、SFTPA1/A2 の変異は、いずれもヘテロ
接合体で欧州からの報告と同様の遺伝形式をとっていた。SFTPA1/A2 遺伝子の全ての変
異が C 末側の CRD(carbohydrate recognition domain)に存在した。他のサーファクタント
関連遺伝子では、 SFTPC については、成人発症の間質性肺炎で 1 種類の変異、ATP-
binding cassette transporter A3(ABC-A3)では、2 種類の biallelic 変異、テロメア関連遺伝



子では、TERT は 5 種類、RTEL1 は 3 種類、PARN は 2 種類で、TERT の割合が高いこ
とは既報の通りであった。接着因子関連遺伝子では DSP が 1 種類の変異が同定され、い
ずれもヘテロ接合体変異であった。 
変異蛋白分泌と細胞内局在:SFTPA1/A2 変異 6 種類とも expression ベクターを用いた in 
vitro 遺伝子導入実験より変異蛋白は細胞外への分泌は確認できなかった。しかし、変異蛋
白は、小胞体と colocalization していた。また、症例の生検肺組織の免疫組織染色では細
胞内に染色顆粒を認め、Bulk RNA seq においては発現も認めた。SFTPC 変異について
は、全て BRICHOS domain 変異であるが SFTPA1/A2 と同様 小胞体と colocalization し
ているが一部はラメラ体への colocalization も
認めた。 
小胞体ストレス:SFTPA1/SFTPA2, SFTPC 
(BRICHOS domain 変異)では、全てが小胞体
ストレスを誘導していた。これは、UPR セン
サー蛋白、シグナル蛋白の発現から確認された。SFTPA1(p.Try208His)について間質性肺
炎発症は,ホモ接合体だけで有ったが、他の 5 種類の変異はヘテロ接合体で間質性肺炎をお
こし、いずれも ER ストレスを誘導していた。遺
伝子変異によってすべてが同程度の小胞体ストレ
スをおこすのかそうでないのかと言うという問い
に対して ER ストレスの定量化を試みた UPR シ
グナル蛋白 XBP-1 は、スプライシングされシグ
ナル伝達が行われることを応用してリポーター遺
伝子と組み合わせ小胞体ストレスの定量化システ
ムを作成した。これは、ER ストレスを誘導する
tunicamycin を使った用量反応試験でも機能する
ことが確かめられ、各変異遺伝子とともに co-transfection すると ER ストレスは定量化で
きまた変異によって大きく異なることが観察された（投稿中）。このシステムを使い、
SFTPC 変異を有する細胞で小胞体ストレスを抑制する薬物のスクリーニングにおいて
Cryptotanshinone という線維化抑制候補薬物の同定にも成功した(iScience)。線維化肺の
transcriptome 解析: SFTPA1/A2, SFTPC BRICHOS 変異いずれも小胞体ストレスが確認さ
れた。我々の先行研究で報告した SFTPA1(p.Try208His)のホモ接合体変異で necroptosis
が起こっていたことからヘテロ接合体変異でも同じように誘導されるのか症例肺生検組織
検体からの RNA-seq を行い比較検討した。Necroptosis の起因分子 RIP3K の発現が
SFTPA1/A2 では高まっていたが SFTPC では観察されなかった。SFTPA1/A2 変異では、
肺癌を合併することが多く、本研究の症例でも肺腺癌を認めていた。最近、RIP3K の発現
と肺癌の悪性度との関連も報告されている。また、本研究の肺癌合併 SFTPA1 変異症例正
常部分から間質性肺炎部分を通過して癌の組織にいたる連続的な RNA-seq を行ってみる



と肺サーファクタント蛋白の転写制御を行っている NKX2.1 の発現が肺癌の部分に近接す
るほど低下して癌の部分では消失していた。臨床に於いて肺腺癌で NKX2.1 の欠失が予後
不良と関連していていること、また RIP3K 発現が高いことを考えると間質性肺炎に於ける
肺癌の成立に迫れるかもしれない。この点については、今後詳細な観察検討が必要かもし
れない。 
患者末梢血 iPS 細胞由来肺胞 II 型上皮細胞の樹立と
transcriptome 解析：SFTPA1/A2 と SFTPC2 例ずつ末梢血
単核球から iPS 細胞を樹立した（京都大学 iPS 研究所共同
研究）。iPS 細胞は、遺伝子変異を有する疾患肺症例と遺伝
子変異を修復した２種類を樹立できた（図）。SFTPA1/A2
については増殖がおそく肺オルガノイド形成に時間を要し
継続中である。一方 SFTPC（V102G, Y104H）については
2 種類の変異について肺オルガノイド形成、肺胞 II 型上
皮細胞への分化にも成功し、薬物スクリーニング試験に
も使用可能であることを確認した。SFTPC Y104H につ
いては、ER ストレス抑制薬物スクリーニングに用い線
維化抑制候補 Cryptothansione を同定した。一方、肺胞
II 型上皮細胞内の各遺伝子の発現プロファイルを調べる
と、in vitro 遺伝子導入細胞、肺生検組織と異なる部分
もあり、このような相違が出現する原因についてはまだ詳細な研究が必要である。総括：
本研究で以下の点を明らかにした。１）サーファクタント関連遺伝子 SFTPA1/A2, 
SFTPC BRICHOS は、変異によって ER ストレスが異なり肺線維症発症年齢への影響を与
え、細胞死へのシグナルも異なる可能性を明らかにした（海外学術誌へ投稿中）。２）開
発した ER ストレス定量化システムは、薬物スクリーニングへの応用が期待されることを
ER ストレス関連の肺線維化抑制候補薬物を同定することで示した（海外学術誌 iScience 
2023 年発表）。3）患者末梢血由来 iPS 樹立と iPS 細胞由来疾患肺オルガノイド作成に成
功した。このことから患者生検組織や擬似的細胞株を用いずに病態や薬物反応性をみるこ
とも可能となった(海外学術誌 iScience 2023 年発表)。 
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