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研究要旨 ヒト Club細胞株 NCI-H441細胞に対いてBenzo[a]pyrene(BaP)を投与
すると、Apoptosis が誘導され、ヒトリコンビナント SP-D の投与により抑制さ
れた。油症肺傷害において SP-D が保護的役割を担っていることが考察された。 

 

Ａ．研究目的   
油症の主な原因物質と考えられる PCDF
s をげっ歯類に経気道的に投与すると、
電子顕微鏡にて Club 細胞の壊死が認め
られると報告されている 1)。油症患者に
おける肺病変の主座は Club 細胞を中心
とした細気管支領域と考えられおり、C
lub 細胞は肺において Arylhydrocarbon
 receptor(AhR)を発現している数少な
い細胞のひとつであるため、ダイオキシ
ン類の AhR を介し CYP1Al の経路を通じ
た細胞傷害作用から推測される病態生
理とも合致する 2)3)。これまで我々は、
ダイオキシン類による肺傷害のメカニ
ズムを解明するために AhR-CYP1Al を介
した油症動物実験モデルの作成を目指
してきた。現在のところ、マウスの肺に
経気管的にAhR作動性物質であるBenzo
[a]pyren(BaP)を投与することにより 4)、
気道分泌物の増加を示すモデルを作成
している。我々が着目している Club 細
胞は、肺サーファクタント蛋白などの肺
の恒常性を維持する因子を産生してい
る。肺サーファクタント蛋白は肺胞構造
の維持のみならず肺の初期免疫に関わ
っており、細菌感染防御や免疫細胞の調
節など、肺疾患において重要な役割を担

っている。今回、我々は、ダイオキシン
類による気道上皮傷害(Club 細胞傷害)
における肺サーファクタント蛋白(SP-
D)に役割に着目して in vitro での研究
を行った。 
 
Ｂ.研究方法 
Club 細胞株：HCI-H441 細胞を Roswell 
Park Memorial Institute(RPMI)培地(1
0% ウシ胎児血清、1% ストレプトマイシ
ン/ペニシリン)を用いて、24well プレ
ート(観察用)および、6well プレート
(フローサイトメトリー用)に培養した。
DMSO で溶解した BaP の濃度を 0～50mM
に設定し、細胞傷害誘導の試適濃度を決
定した。細胞傷害としてアポトーシスが
誘導されることを確認した。次に、BaP
により誘導される NHI-H441 細胞のアポ
トーシスに対するヒトリコンビナント
SP-D の抑制効果を検討した。ギムザ染
色を行い形態の観察を行い、さらに培養
細胞を、Trypsin‐EDTA を用いて回収し、
FBS 入り培地で中和したのち、4℃1500r
pm で遠沈・洗浄後、Annexin V-PI 染色
を行い、フローサイトメトリー法を用い
てアポトーシスに対する解析を行った。 
 



Ｃ.研究結果 
HCI-H441細胞を24wellプレートに培養
し、BaP を投与 24 時間後に観察し、細
胞傷害を確認した。Aneexin V－PI によ
る染色を行い、アポトーシスを確認し、
BaP の試適濃度を 12.5mM に設定した。
次に、リコンビナント SP-D を同時投与
することによる効果について検討した。
NCI-H441 細胞に BaP12.5mM を投与し、
同時にリコンビナントSP-Dを1.0μg/m
l の濃度で投与した。24 時間後にギムザ
染色を行ったところ、BaP の投与により
培養Club細胞株の傷害が認められ(図1
B)、SP-D の投与で傷害は軽減された(図
1D)、また、SP-D 投与単独群における細
胞毒性は肉眼では確認されなかった(図
1B)。更に Annexin V-PI 染色を行い、フ
ローサイトメトリー法を用いてアポト
ーシスに対する解析を行った。図 2A に
示すように、X 軸に FITC-AnnexinV、Y
軸を PI とした。アポトーシス細胞は 4
分割図の右下に検出されるように設定
した。24 時間後の代表的な dot-plot を
図2Bに示す。各群n=3で解析を行うと、
24 時間後(図 3A)、36 時間後(図 3B)とも
に有意差をもって、抑制結果が得られた。
更に、SP-D 0、0.5、1.0、2.0μg/ml の
濃度で投与し、濃度依存性の抑制効果の
有無を観察したが、有意な増強効果は認
めなかった(図 4)。 
 
Ｄ.考察 
肺サーファクタントプロテインは界面
活性剤として、肺の表面張力を低下させ、
肺胞が構造を保持するのに役にたって
いる。肺サーファクタントプロテインに
は SP-A、SP-B、SP-C、SP-D の 4 種類が
あり、そのうち、SP-A と SP-D は水溶性
であり、SP－B、SP-C は疎水性である。
実臨床では、肺が傷害を受けた際のバイ
オマーカーとして活用されている。びま
ん性肺疾患、間質性肺炎では、血清の S

P-D 値が SP-A 値よりもより病態を反映
するという報告がある 5）。この報告では
血清 SP-D 値が上昇した患者群では気管
支肺胞洗浄液の SP-D 濃度が低下してお
り、間質性肺炎の組織破壊に伴い、SP-
D が血中へ漏出していることが考察さ
れている。油症患者においては、平成 2
5 年に我々が報告した通り、SP-D の血中
濃度上昇と咳嗽、喀痰といった呼吸器症
状に相関を認めた 6)。SP-D の血中濃度
変化が油症による直接的な影響という
よりも、呼吸器疾患の合併を反映してい
る可能性はあるが、SP-D が何らかの病
態生理に関与している可能性が考察さ
れる。今回の実験で、ダイオキシン類の
AhR を介し CYP1Al の経路を通じた Club
細胞傷害作用を、AhR 作動性物質である
Benzo[a]pyren(BaP)を用いることによ
り in vitro で再現した。さらに、過去
の動物実験より我々が着目している肺
サーファクタント蛋白(SP-D) の投与に
より、傷害の抑制効果が認められた。今
回の研究結果は、現象論を認めているに
過ぎないが、この実験系を用いて分子レ
ベルでの解析を現在検討中である。具体
的にはドメイン欠損した SP-D を強制発
現させた Club 細胞の cell line を用い
た実験系などを計画している。また、
我々が報告した AhR-CYP1Al を介した油
症動物実験モデルを SP-D ノックアウト
マウス 7)で作成する動物実験計画書を
準備し、本学の動物実験倫理委員会に申
請予定である。 
 
Ｅ.結論 
in vitro でクラブ細胞株に対する BaP
の傷害性をリコンビナント SP-D が抑制
した。 
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