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研究成果の概要（和文）：肺サーファクタントタンパク質A（SP-A）は、肺の感染防御に寄与することが知られている
が、一方、以前より肺腺癌の診断マーカーの一つとして用いられている。このことはSP-Aは肺癌の増殖・進展にも関わ
ることが示唆される。本研究では、ヒト肺腺癌細胞株にSP-Aを強制発現させ、癌細胞由来のSP-Aが肺癌の増殖・進展に
どのように関わるか検討した。結果、SP-Aは腫瘍内のマクロファージを抗腫瘍性（M1）マクロファージへ誘導し、それ
により直接抗腫瘍活性を有するNK細胞を腫瘍内に誘導した。SP-Aは宿主の免疫を調節することにより腫瘍進展に抑制的
に働くことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Surfactant protein (SP)-A has immunoregulatry function in the lungs. In addition, 
SP-A is used as a marker of lung adenocarcinoma, suggesting that SP-A also plays role in lung cancer progr
ession. We investigated the role of SP-A in lung cancer progression by introducing the SP-A gene into huma
n lung adenocarcinoma cell lines. SP-A gene transduction suppressed the progression of tumor mice. Immunoh
istochemical analysis showed that the number of M1 anti-tumor tumor-associated macrophages (TAMs) was incr
eased in the tumor tissue produced by SP-A-expressing cells. In addition, natural killer (NK) cells were a
lso increased and activated in the SP-A-expressing tumor. Taking into account that SP-A did not directly a
ctivate NK cells, these results suggested that SP-A inhibited lung cancer progression by recruiting and ac
tivating NK cells via controlling the polarization of TAMs.
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１．研究開始当初の背景 
(1) サーファクタントは肺胞内腔を覆う脂
質・蛋白質の複合体であり、蛋白質成分は
Surfactant protein (SP)-A, -B, -C, -D に
分類される。サーファクタントは、その機能
として肺胞での気相－液相境界の表面張力
を低下させ肺胞虚脱を防ぐ効果が古くから
知られているが、近年、SP-A, -D を中心に生
体防御機能も有することが分かってきた。特
に SP-A は肺胞表面で細菌等の病原体に接着
することでオプソニン作用を発揮し、肺胞マ
クロファージによる病原菌排除を促進する
ことが報告されている。しかし、感染症領域
以外での SP-A の免疫調節作用については報
告が少ない。 
 
(2) SP-Aは以前より肺腺癌のマーカーとして
用いられてきた。最近になり、癌細胞におけ
る SP-A の発現レベルが肺腺癌の予後に関連
するという臨床的な報告がなされてきてい
る。これらの報告は、SP-A が肺癌の単なるマ
ーカーとしてではなく、がんの増殖・進展に
関与している可能性を示唆している。 
 
(3) 申請者らはこれまで、SP-A を強制発現さ
せたヒト肺腺癌細胞株 (PC14PE6/SP-A)を
Nude マウスに接種することで、in vivoにお
け る 腫 瘍 増 殖 が ベ ク タ ー 導 入 株 
(PC14PE6/vector)と比較して減少すること、
SP-A 強制発現株による腫瘍内では有意にマ
クロファージ数の増加が認められたこと、を
見出した。これらの結果から、SP-A は肺癌進
展においても抑制的に作用することが考え
られ、その機序の１つとして腫瘍関連マクロ
ファージ(TAMs)への影響が示唆された。 
 
２．研究の目的 
SP-A が TAMs を介して肺癌進展を抑制するこ
とが示唆されていることを踏まえ、本研究で
はそのメカニズムを掘り下げて明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) まず、SP-A 強制発現株 (PC14PE6/SP-A) 
が in vivo に お い て コ ン ト ロ ー ル 株 
(PC14PE6/vector) と比較してその増殖が抑
制されることを皮下移植モデルで検討した。
具体的には各細胞株（1x106 cells/mouse）を
マウス皮下に移植し、経時的に腫瘍質量およ
び重量を比較検討した。 
 
(2) TAMs には、その生物学的機能から M1（抗
腫瘍性マクロファージ）と M2（腫瘍促進性マ
クロファージ）に分かれ、これらのバランス
ががん進展に重要であると理解されている。
SP-A 強制発現株(PC14PE6/SP-A)により形成
された皮下腫瘍で増加した TAMs がどちらの
バランスに傾いているのかを検討するため
に、腫瘍組織切片を M1 マーカーである TNF-
や、M2 マーカーである MRC-1 で免疫染色を行

い、ベクター導入株（PC14PE6/vector）と比
較した。また、マウス（ホスト）側の各種 M1、
M2 マーカー分子の腫瘍内での発現レベルを
RT-PCR 法で比較検討した。 
 
(3) 抗腫瘍活性を有するホスト側の細胞と
しては natural killer (NK) 細胞が主な役割
を果たしていると考えられている。SP-A が関
与する腫瘍抑制メカニズムにおいて NK 細胞
が関わるか否かについて、腫瘍組織中の NK
細胞を免疫染色で検討し、また NK 細胞から
産生される perforin 1 や granzyme B の発現
レベルを RT-PCR 法で検討した。 
 
(4) SP-Aがマクロファージの生物学的機能に
いかに関わるかを検討するために、様々な単
球・マクロファージ（チオグリコレートを腹
腔内投与後に採取したマウス腹腔マクロフ
ァージ、マウスの肺胞洗浄により採取した肺
胞マクロファージ、および末梢血から採取し
たヒト単球）に SP-A 蛋白質を添加し、マク
ロファージ（単球）の運動能の変化やサイト
カインプロファイルの変化を調べた。運動能
は boyden chamber を用いて、サイトカイン
プロファイルはRT-PCR法を用いて検討した。 
 
(5) SP-Aの関与する腫瘍抑制メカニズムにお
けるNK細胞の関与を確認するために、抗IL-2
受容体β鎖抗体 (TM-β1) を用いて NK 細胞
を除去した Nude マウスに PC14PE6/SP-A を経
尾静脈的に接種し、形成された肺転移を
PC14PE6/vector と比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) まず、PC14PE6/SP-A の in vivo での増殖
能を PC14PE6/vector と比較したところ、
PC14PE6/SP-A は腫瘍質量、重量ともにコント
ロール株と比較して抑制されていた（図 1）。
この結果より、SP-A が腫瘍進展に抑制的に作
用することが確認された。 
 
 

 

 
 
(2) これまでの申請者らの検討で、SP-A 発現
腫瘍内には腫瘍関連マクロファージ（TAMs）
数が増加していることが判明している。今回
は、PC14PE6/SP-A による皮下腫瘍内で増加し
た TAMs が M1 マクロファージ、M2 マクロファ
ージのいずれの極性を有するのかについて
免疫染色で検討したところ、TNF-α陽性の M1
マクロファージ数が有意に増加していた（図
2 左）。一方、MRC-1 陽性の M2 マクロファー



ジ数はコントロール群と比較して変化は認
められなかった（図 2右）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、PC14PE6/SP-A による皮下腫瘍内で
M1 マクロファージが増加していることを確
認するため、各腫瘍内での複数の M1 および
M2 マーカーの発現レベルを RT-PCR 法で比較
検討した所、PC14PE6/SP-A では複数の M1 マ
ーカーの発現増加が認められた一方、M2マー
カーの発現増加は認められなかった（図 3）。 
 

 
 

 
 

 

 
 
 
 
(3) 上記結果を受けて、SP-A 強制発現腫瘍で
は NK 細胞の強い誘導活性化因子である CCL5
が増加していることに注目した。SP-A 強制発
現腫瘍において NK 細胞が増加している可能
性を考え、免疫染色にて各腫瘍内の NK 細胞
を検出した所、PC14PE6/SP-A ではコントロー
ル腫瘍と比較して有意に腫瘍内のNKp46陽性
NK 細胞数の増加が認められ（図 4）、さらに
実際に抗腫瘍活性を有する NK 細胞から産生
される perforin 1 (Prf1) や granzyme B 
(GzmB)の著明な発現増加も認められた（図 5）。 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) これまでの結果から、SP-A はマクロフ

ァージを M1 側に誘導し、さらに NK 細胞を腫
瘍内に動員することで抗腫瘍作用を発揮す
ることが考えられた。そこで、SP-A がどのよ
うなメカニズムでこれらの細胞に作用する
か検討するために、それぞれの細胞に SP-A
を in vitro で添加し、サイトカイン発現プ
ロファイルや細胞運動能を評価した。SP-A を
マウス腹腔マクロファージ（図 6上）やヒト
末梢血単球（図 6 下）に添加すると CCL5 や
IL-1β等の M1タイプのケモカイン/サイトカ
インの増加が認められたが、興味深いことに
肺胞マクロファージは SP-A に全く反応しな
かった（図 6 上）。肺胞マクロファージは常
に肺胞面で SP-A と接しているため、過剰な
免疫反応を抑制する何らかのメカニズムが
働いていることが示唆された。また、
migration assay では、SP-A はマウス腹腔マ
クロファージの遊走能を増強させた（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、マウス NK 細胞に SP-A を添加しても
perforin 1 や granzyme B の発現増加は認め
られなかったことより、SP-A は直接 NK 細胞
の活性化を誘導しないことが考えられた。 
以上の結果より、SP-A は腫瘍内において、
TAMs の極性を M1 側に誘導し、これらの活性
型マクロファージが NK 細胞を活性化し、腫
瘍進展に抑制的に働くことが考えられた。 
 
(5) 最後に、マウスから NK 細胞を除去する
ことで、SP-A の腫瘍進展抑制効果における
NK 細胞の役割を in vivoで確認した。本研究
で用いている PC14PE6 細胞は、Nude マウスに
経尾静脈的に投与することで肺転移と胸水
を産生することが分かっている。以前の申請
者 ら の 報 告 通 り 、 SP-A 発 現 細 胞
（PC14PE6/SP-A）では、コントロール細胞と
比較して肺転移形成および胸水産生の抑制
が見られた（表 1）。しかし、NK 細胞除去マ
ウスではこれらの変化は消失したことから、
SP-A の腫瘍進展抑制作用における NK 細胞の
重要性が確認できた。 
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