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研究成果の概要（和文）：本研究は急性肺障害でのToll様受容体(TLRs)の役割を明確にし、肺コレクチン、SP-Aによる
抑制効果を臨床薬に応用する基盤的研究である。ブレオマイシン（BLM）投与SP-A ノックアウトマウスは野生型よりも
死亡率が高く、肺内炎症性サイトカイン産生が増強された。BLM刺激でラット肺胞マクロファージから炎症性サイトカ
インが誘導され、SP-A添加で有意に抑制された。sTLR2遺伝子導入HEK293細胞では、BLM刺激でNF-kBが誘導された。BLM
はsTLR2と直接結合し、それはSP-Aで阻害された。以上より、BLM誘導シグナルはTLR2依存性で、肺コレクチンはその阻
害効果をもつことが示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project were to clarify the mechanism of regulation by which T
oll-like receptors (TLRs) act against drug-induced acute lung injury (ALI), to evaluate the protective eff
ect by lung a collectin, SP-A and to establish the molecular basis for the clinical application of it. Ble
omycin (BLM)-administered SP-A(-/-) mice had significantly higher mortality rate and more increase of infl
ammatory cytokines in the lungs than wild types. SP-A inhibited BLM-induced inflammatory cytokines from ra
t alveolar macrophages. sTLR2 gene-transfected HEK293 cells showed up-regulation of NF-kB. BML bound direc
tly with sTLR2 and its binding was blocked by SP-A. These results indicate that BLM-induced signal depends
 on TLR2 and lung collectin, SP-A has protective function against ALI via TLR2 dependent signal pathway.
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１．研究開始当初の背景 
 急性肺障害は様々な原因によって生じ、病理
学的には肺胞上皮細胞の変性・脱落に始まり、
病変の急速な進行によって、びまん性肺胞障害
（DAD）へと進展する疾患概念である。ステロイド
治療が無効な場合が多く、原因を問わず致死的
である。とくに最近、DAD の病理所見を示す薬
剤性肺障害が呼吸不全を招き死に至らしめる重
大な医原性疾患として臨床面で注目されている。
その主な薬剤として、がん治療薬、リウマチ治療
薬、抗不整脈薬等が挙げられる。本来、治療目
的に使用される薬剤で健康被害を受ける患者に
してみれば容認し難い事態であり、憂慮すべき
は事例報告が年々増加の一途にあることである。
安全な薬剤使用を可能にするため、詳細な病態
解析と有効な予防・治療法を確立する必要性が
叫ばれている。かつて、社会問題として波紋が
広がった肺がん分子標的治療薬ゲフィチニブ使
用に伴う肺障害は申請者らの検討によって示さ
れたように、重症例の多くが肺胞上皮細胞障害
型であ り （ Inomata S, Takahashi H, et al 
Anti-Cancer Drug 2006）、病理所見は DAD で
あった。また、2009年に発生したH1N1新型イン
フルエンザウイルス感染で死亡した殆どの患者
において、感染後に急性呼吸窮迫症候群へと
進展し、その剖検肺の病理所見は DAD であっ
た（Am J Respir Crit Care Med 2010;181: 
72-79）。したがって、急性肺障害の病態を詳細
に解析し、それに基づいた新たな視点での治療
法の開発が求められる。 
 急性肺障害は TNF-を起点とするサイトカイ
ンストームがその中心的役割を持ち、進展・増悪
することが知られている。また、種々のトリガーが
リガンドとして、マクロファージ表面に発現する膜
貫通型受容体Toll-like receptors (TLRs)と結合
することがサイトカインストームの発端となる。例
えば、細菌由来成分であるlipopolysaccharideが
TLR4 に、また、peptidoglycan が TLR2 に結合し、
NF-κB を介して TNF-産生を亢進させる。一
方、薬剤に惹起される急性肺障害においても
TNF-が増加するが、その機序について十分
には解明されていない。我々は、その推定候補
の一つとして、このTLRsシグナル伝達系に着目
した。 
 肺コレクチン（SP-A、SP-D）の生体防御作用に
関する研究は最近急速にその研究領域を広げ
ている。この分野において我々は、SP-AとSP-D
の基礎的・臨床的研究において、先駆的な役割
を果たしている。その一連の研究のなかで、肺コ
レクチンが呼吸器感染症の原因病原体と TLRs
との結合を阻止することを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、特に薬剤に起因する急性肺障害
の増強因子としての TLRs の役割を明確にした
上で、TLRs の制御因子として知られる肺コレク
チン投与による障害抑制効果について検討する。
本検討により得られた基礎的データを基にして、
リコンビナント製剤を治療薬として臨床応用する
橋渡し研究を段階的に行う。 

 具体的には、 
(1)薬剤性障害肺の進展・増悪の機序解析に適
したモデルマウスを作成する。 
(2)モデルマウスを用いて薬剤刺激で強発現す
る TLRs を特定する。 
(3) TLR 機能の変調作用をもつ SP-A および
SP-D が、薬剤性肺障害時の TLR 機能をも
制御し病変の進展・増悪を防止する作用が
あることを明らかにする。 
(4) 合成 SP-A/SP-D 分子をモデルマウスに投
与し、TLR を介した肺障害の進行抑制効果
を評価し、治療薬に応用する基盤的成果を
得る。 
 
３．研究の方法 
(１）肺障害モデルの作成 
  野生型マウス(C57BL/6)または SP-A(k/o)マ
ウスに腹腔麻酔下にブレオマイシン(BLM) 
(10mg /kg)を Microsprayer を用いて経気道投
与し、１日後に肺組織や BAL液を回収した。 
(２)in vitro 実験でのメカニズムの解明 
① 肺胞マクロファージを用いた BLM 誘導シグ
ナルの解明： SDラット（週齢8週）を腹腔麻酔
下に安楽死させ、気管より生理食塩水を注入
して肺洗浄し、回収液から肺胞マクロファージ
を分離し、培養した。細胞をBMLにて刺激し、
産生された TNF-α、IL-1βを測定し、肺サー
ファクタントがサイトカイン産生に及ぼす影響を
解析した。 
② TLR 遺伝子導入 HEK293 細胞を用いた
BLM 誘導シグナルの解明： HEK293 細胞に
TLR2, CD14, TLR4, MD-2 などの細胞表面受
容体の遺伝子を導入し、BLM による NF-κB
の誘導を検討した。 
③ 表面プラズモン共鳴センサー(ビアコア)を用
いた受容体と BLM との結合検出： 分子間の
結合を調べるため、ビアコアを用いて BLM と
TLR2、TLR4 の細胞外ドメイン（ｓTLR2,ｓTLR4）
を合成した蛋白との結合を検討した。さらに、
肺コレクチン（SP-A, SP-D, POPG）がそれらの
結合能を変化させるかどうか、また、BLM と肺
コレクチンが直接結合するかどうかを検討し
た。 
④ BLMと TLR2 との直接結合能および肺コレク
チンによる阻害効果の検討： BLM を ELISA
プレートに固相し、ｓTLR2 との結合を検討した。
また、その結合が SP-A, SP-D により阻害され
るかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
(１）BLM肺障害モデルの生存率の検討 
 SP-A k/oマウス(SP-A(-/-)Bleo)では野生型マ
ウス（WT Bleo）と比較し、BLM投与による死亡
率が高かった（Fig.1A）。 
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