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研究成果の概要（和文）：肺サーファクタント輸送による間質性肺炎を発症するヘルマンスキー・パドラック症候群の
モデルラットであるLong Evans Cinnamonラット肺を解析したところ、肺胞Ⅱ型上皮細胞内に巨大な層状封入体と肺サ
ーファクタント成分の著増がみられた。同細胞からの肺サーファクタントの基礎分泌は低下していたが、アゴニスト刺
激分泌は逆に著明に増加していた。アデノベクターによるRab38遺伝子導入によりこれらの異常は改善された。同ラッ
トの肺組織は予想に反して気腫性病変がみられた。同症候群での間質性肺炎の発症には基礎にある遺伝子異常に加え、
感染・粉塵・加齢などが関与していることが推測された。

研究成果の概要（英文）：To investigate pathogenesis of interstitial pneumonia that is caused by perturbati
on of lung surfactant transport, we analyzed the lungs of Long Evans Cinnamon rats, an animal model of Her
mansky-Pudlak syndrome. There were remarkably enlarged giant lamellar bodies and increased lung surfactant
 in alveolar type II cells. Basal secretion of surfactant from the cells was inhibited but agonist-induced
 secretion was reversely enhanced. Adenovector-mediated delivery of Rab38 ameliorated these surfactant abn
ormalities. Unexpectedly, the rat lungs showed emphysematous changes. It is suspected that complication wi
th infection, air pollution, and/or aging would be necessary in addition to a primary genetic abnormality 
to develop interstitial pneumonia in the disease.
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１．研究開始当初の背景 

間質性肺炎の原因は多岐にわたるが、遺伝子

異常が原因で発症する間質性肺炎がある。遺

伝性間質性肺炎の一群は肺サーファクタン

トの輸送異常によって引き起こされる。現在

までに判明している遺伝子には、サーファク

タントプロテイン(SP)‐C、SP‐A、ヘルマン

スキー・パドラック症候群（HPS）、

ATP-binding cassette transporter-A 

(ABCA)-3 がある。 

HPS は眼皮膚型白皮症と易出血性を特徴と

する常染色体劣性遺伝疾患であるが、半数以

上の患者では 30～40 歳代に間質性肺炎が合

併し、予後規定因子となる。同疾患の間質性

肺炎ではセロイド脂質の著増、特徴的な巨大

層状封入体を有する肺胞Ⅱ型上皮細胞の出

現など肺サーファクタントの輸送障害によ

る変化がみられる。 

HPS の 原 因 遺 伝 子 で あ る HPS-1 は

Biogenesis of lysosome related organelle 

complex (BLOC)と呼ばれるリソゾームに関連

した細胞内輸送小胞を構成するタンパク質

であり、細胞内輸送に関与する。肺サーファ

クタント貯蔵顆粒である層状封入体もリソ

ゾーム関連小器官である。しかしリソゾーム

関連 BLOC 小胞の異常が間質性肺炎を起こす

機序は不明のままである。 

 肺サーファクタントは成分毎に多様な機

能をもち細胞内輸送経路も異なる。肺サーフ

ァクタントは肺胞表面を薄く覆って表面張

力を下げ、肺胞の虚脱を防ぐ役割を担ってお

り、正常な呼吸に必須の物質である。肺サー

ファクタントは複数の脂質と４種類のアポ

タンパク質から構成される複合体であり、お

もに肺胞Ⅱ型上皮細胞で産生され、細胞内輸

送と翻訳後修飾を受け、特異的貯蔵顆粒であ

る層状封入体に貯蔵されてから、刺激により

細胞外へ分泌される。肺サーファクタントは

以前から知られている表面張力低下作用す

なわちサーファクタント作用のみでなく、近

年親水性成分である SP-A や SP-D は自然免疫

作用や免疫細胞への調整作用が知られるよ

うになってきた。われわれは肺サーファクタ

ントの親水性成分であるサーファクタント

プロテインAと疎水性成分であるフォスファ

チジルコリンあるいはサーファクタントプ

ロテインBの肺胞Ⅱ型上皮細胞内における輸

送経路がそれぞれ異なる経路をとることを

報告した(Osanai K et al. Biochim Biophys 

Acta 1531: 222-229, 2001)。 

 

２．研究の目的 

Rab38 低分子量 Gタンパク質を欠損している

Long Evans Cinnamon (LEC)ラットは眼皮膚

型白皮症と出血傾向を有するラットでヒト

HPS のラットモデルであることが知られてい

る(Oiso N et al. Mamm Genome 2004 

15:307-14))。以上述べたように肺サーファ

クタントの細胞内輸送経路の研究とRab38遺

伝子異常をもつヘルマンスキー・パドラック

症候群モデル動物における肺サーファクタ

ント異常の研究により、肺サーファクタント

輸送異常と間質性肺炎の関係を解明する目

的で本研究を遂行した。 

 

３．研究の方法 

 

 

(1）分化機能を維持した肺胞Ⅱ型上皮細胞

(Ⅱ型細胞)初代培養系の確立 

Ⅱ型細胞株や培養ディッシュに培養した単

離Ⅱ型細胞は脱分化し、肺サーファクタント

の研究には使用できない。そこでコントロー

ルの Sprague-Dawley (SD), ヘルマンスキ

ー・パドラック症候群(HPS)モデルである

Rab38 低分子量 Gタンパク質欠損 Long Evans 



Cinnamon (LEC)ラットからエラスターゼ消化

およびメトリザマイド密度勾配遠心法にて

Ⅱ型細胞を単離し、これをマトリゲル膜上に

培養し、途中から上皮側を気相にして、Ⅱ型

細胞を培養する。この方法によりⅡ型細胞は

長期間サーファクタント発現などの分化機

能を維持すると報告されている(Mason RJ et 

al. J Clin Invest. 2003 112:244-55)。 

 

(2）Ⅱ型細胞内肺サーファクタント輸送の解

析 上記で確立した培養系を用いてⅡ型細

胞内におけるサーファクタント輸送を小胞

体(ER)からゴルジ装置(Golgi)への小胞輸送

をインヒビターであるブレフェルジン

A(BFA)を用いて解析する。また細胞分画法お

よびスクロース密度勾配遠心法により層状

封入体（LB）を単離する。サーファクタント

のLBへの輸送、細胞外への分泌を検討する。

サーファクタント成分のうち PC は[3H]コリ

ンでラベルしシリカゲル薄層クロマトグラ

フィー法で定量する。SP-A と SP-B は[35S]メ

チオニンでアイソトープラベルし、特異抗体

を用い免疫沈降法により新合成サーファク

タント成分の輸送を解析する。コントロール

SD ラットに比し Rab38 欠損 FH ラット由来Ⅱ

型細胞での輸送の相違点を明らかにする。さ

らに蛍光物質(GFP)融合 Rab38 を組み込んだ

アデノベクターを感染させ、輸送異常の改善

が得られるかどうか観察する。 

 

(3) ヘルマンスキー・パドラック症候群モ

デルラットでの肺病変および肺サーファク

タント輸送・分泌の解析 LEC ラットは日本

チャールズリバー社より購入する。経時的に

肺病変の有無を組織学的に観察するほか、気

管支肺胞洗浄法にて気管支・肺胞内の炎症細

胞を定量的に評価する。また、肺組織ホモジ

ネート内、スクロース密度勾配超遠心法によ

り単離した層状封入体(LB)小器官分画、およ

び気管支肺胞洗浄液による肺胞内の肺サー

ファクタント量を測定する。フォスファチジ

ルコリン(PC)はシリカゲル薄層クロマトグ

ラフィー法で測定し、SP-A、SP-B、SP-D は市

販の抗体を用いてウェスターンブロットで

定量する。 

(4）LEC ラットでの Rab38 遺伝子強制発現に

よる肺での肺サーファクタント輸送および

肺病変の解析 正常 Rab38-cDNA を組み込ん

だアデノベクターを LEC ラットに経気管的

に単回投与し、経時的に肺病変を観察すると

ともに全肺組織ホモジネート、スクロース密

度勾配超遠心法により単離した層状封入体

小器官分画、および気管支肺胞洗浄液中にお

ける肺サーファクタントを上記(2)と同様に

検討する。また LEC ラットよりⅡ型細胞を単

離し(1)で確立した培養方法で培養し、コン

トロールとして LacZ 遺伝子あるいは Rab38

遺伝子を組み込んだアデノベクターを感染

させ、Ⅱ型細胞より総 RNA を抽出し、DNA マ

イクロアレイ法にて発現遺伝子の差を網羅

的に解析し、間質性肺炎発症に関わる遺伝子

群を絞り込む。 

 

４．研究成果 

(1）Ⅱ型細胞内での肺サーファクタント輸送

肺サーファクタントはフォスファチジルコ

リンを主成分とする複数のリン脂質、4種類

ンのサーファクタントプロテイン(SP)-A, -B, 

-C,-D から成る複合体である。SP-A と SP-D

は例外的に親水性である。これらのうち PC

と SP-A、SP-B３成分の細胞内輸送経路を肺サ

ーファクタントの貯蔵顆粒である層状封入

体(LB)との関連から解析した結果を図１に

示す。３成分ともそれぞれ異なった経路を取 

 

 図１ 肺サーファクタントの細胞内輸送 

 
 

っていた。すなわち PC は小胞体(ER)で合成

後、ゴルジ装置とは関連なく LB へ輸送・貯



蔵された。SP-A は合成後、ゴルジ装置へ輸送

され糖鎖修飾を受けた後、連続的に細胞外へ

分泌され、エンドサイトーシスによって LB

へ取り込まれていた。SP-B は合成後、ゴルジ

装置に輸送されてからＬＢへ輸送・貯蔵され

ていた。 

 

(2）Rab38 欠損ＬＥＣラットでの肺病変。 

常染色体劣性遺伝疾患である間質性肺炎を

発症するヘルマンスキー・パドラック症候群

(HPS)のモデルラットでの肺病変および肺サ

ーファクタント輸送・分泌を解析した。Rab38

低分子量Gタンパク質を欠損し眼皮膚型白皮

症と出血傾向を有するHPSのモデルラットと

して肺病変の強い Long Evans Cinnamon(LEC)

ラットを使用した。LEC ラットの肺を観察し

たところ、コントロールの Long Evans (LE)

ラットに比し、肺胞Ⅱ型上皮細胞内の層状封

入体の巨大化が起きており、細胞内の肺サー

ファクタントの増加、細胞外の肺サーファク

タントの低下が起きていた。ヘマトキシリ

ン・エオジン染色で肺組織を観察すると、間

質性肺炎ではなく気腫性肺病変が観察され

た（図２）。 

 

 図２ 肺組織光顕像、×４０倍 

 

電顕で肺胞上皮細胞を観察したところ II 型

上皮細胞は大型化し、胞体内に著明に大型化

した層状封入体を含有していた（図３）。LEC

ラットにみられる肺サーファクタントの増

加、特徴的な巨大層状封入体を有する肺胞Ⅱ

型上皮細胞は、HPS でみられる肺病理組織所

見と類似していた。 

 図３ 肺胞Ⅱ型細胞 ×3,500 倍 

 

気管支肺胞洗浄法にて気管支・肺胞内の炎症

細胞を定量的に評価したところ、軽度の出血

と好中球の増加、脂質の貪食により大型化し

た胞体を有する肺胞マクロファージがみら

れた。肺組織ホモジネート内、スクロース密

度勾配超遠心法により単離した層状封入体

(LB)小器官分画、および気管支肺胞洗浄液に

よる肺胞内の肺サーファクタント量を測定

したところ、肺サーファクタント脂質成分の

フォスファチジルコリン(PC)は組織および

層状封入体分画で著明に増加していたが、肺

胞腔内での増加はみられなかった。同様に疎

水性肺サーファクタントタンパク質 SP-B も

同じ傾向を示した。しかし親水性肺サーファ

クタントである SP-A と SP-D には明らかな変

化はみられなかった。単離培養した肺胞 II

型上皮細胞からの PC の分泌活性をみたとこ

ろ、無刺激状態での分泌は低下していたが、

各種アゴニストによる分泌刺激では著明な

分泌活性を示した。 

 アデノベクターを用いRab38-cDNAを組み込

み、初代培養ＩＩ型肺胞上皮細胞およびLEC

ラット肺へ経気道的に肺に感染させた。培養

II型上皮細胞からの分泌活性は野生型ラット

に近づくように改善された（図4）。またin 

vivoで経気道感染させた肺でのPCや疎水性肺

サーファクタントタンパク質SP-Bの含有量に

も野生型へ近づくような改善がみられた。初

代培養Ⅱ型細胞にRab38-cDNAおよびコントロ

ールとしてlacZ-cDNAを組み込んだアデノベ 



クターを感染させ発現するRNAをDNAマイクロ 

 

 図４ 肺胞Ⅱ型細胞からの[3H]フォスファ

チジルコリンの分泌 

 

アレイで解析した。コントロールに比し２倍

以上の変化を示した分子を探索したところ表

のように増加あるいは低下した分子種類が同

定された（表）。 

 

 
  

以上よりRab38の欠失により肺サーファクタ

ントのII型細胞内での輸送・分泌に異常が起

き、予想に反し間質性肺炎ではなく肺気腫様

病変が引き起こされることが明らかにされた。

他文献(Young LR et al. Am J Respir Crit Care 

Med. 2012, 186: 1014-24) からの知見と合わ

せ考察すると、ヒトHPSでの間質性肺炎には

1stヒットである遺伝子異常に加え、2ndヒッ

トである呼吸器感染、加齢、粉じん吸入など

の要因が関わっていると推測された。 
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