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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、ムチンコア蛋白（MUC5AC）の遺伝子発現が亢進し、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)

におよび杯細胞への分化に対する肺サ

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(R

T-PCR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。次にこの

実験系を用いて、AhRの蛍光免疫染色を

おこない、細胞内の AhRの局在性を確認

した。更に、CYP1A1の遺伝子発現を RT

-PCRで解析した。次に、BaPにより誘導

される NHI-H441細胞の傷害に対するヒ

トリコンビナント SP-Dの抑制効果を RT

-PCRによる解析を行った。 

 

Ｃ.研究結果 

前回の実験同様、HCI-H441細胞を 24we

llプレートに培養し、BaPを投与 24時

間後に、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 10mMに設定した。抗 AhR抗体（F

ITC）を用い蛍光免疫染色を用いて観察

したところ、溶媒（DMSO）投与群では、

細胞質中に AhRの局在が確認されたが、

BaP刺激により AhRが核内に移行するこ

とが確認された（図 1）。次に、RT-PCR

により、CYP1A1 の発現を確認したとこ

ろ、BaP 刺激により NHI-H441細胞で C

YP1A1 の遺伝子発現が上昇を確認した

（図 2）。更に、ROSの産生を CellROX® 

Oxidative Stress Reagent にて観察し

たところ、溶媒(DMSO)刺激で ROSの産生

は確認されなかったが、BaP 刺激により

ROSの産生が確認された。(図 3) 

次に、以前の報告同様 8)リコンビナン

ト SP-Dを同時投与による効果について

検討した。NCI-H441 細胞に BaP10mM を

投与すると、MUC5AC の遺伝子発現の亢

進を認めた。リコンビナント SP-Dを同

時投与すると、MUC5AC の遺伝子発現の

抑制を確認した。（図４） 

 

Ｄ.考察 

我々は以前の報告で、BaPの投与により、

NHI-H441 細胞の apoptosis の誘導を確

認した 8)。Club細胞株に BaPを投与し

たところ、AhRの核内移行（図１）およ

び CYP1A1の遺伝子発現の増強(図２)を

認め、更には ROSの産生（図３）を確認

した。即ち、細胞傷害の一部を担うと思

われる、AhR-CYP1A1-ROS経路が in vit

ro でも確認された。このように、BaP

による Club細胞傷害が、油症による呼

吸器障害の病態解明に重要だが、その一

方で、我々の作成した油症マウスモデル

においても、BaP投与により、マウスの

気管支に杯細胞が増加する現象を認め

ている。杯細胞の産生する分泌型ムチン

コア蛋白に、MUC5AC（Mucin 5 subtype 

AC）が知られている。MUC5AC は、主に

杯細胞に発現しており、多くの呼吸器疾

患に関与していると考えられており、喘

息や COPDでの過剰発現が報告されてい

る。今回我々は、MUC5AC に着目し、解

析を行ったところ、BaP を投与すると、

Club細胞株の MUC5ACの遺伝子発現が亢

進した。更にリコンビナント SP-Dでこ

の遺伝子発現が抑制されることが確認

された。SP-Dは Club 細胞株の goblet 

cell differentiation を抑制する可能

性が考えられた。また、我々は以前にリ

コンビナント SP-D は BaP による Club

細胞株の apoptosis 抑制作用をもつこ

とを報告したが、その事象との関連性は

不明である。今後、AhR-CYP1A1-ROS に

よる細胞傷害の経路およびそれ以外の

経路にも着目し実験を進めていく予定

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 cel

l lineを用いた実験系などを用い、SP-

D-Collectin receptor の経路などにも

解析を進めていく方針である。 

 

Ｅ.結論 

SP-D は BaP 刺激による club 細胞株

の goblet cell differentiation を抑

制する. 

 

Ｆ.研究発表 
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ヒト Club 細胞株 (NCI-H441 細胞) を

用いた多環芳香族炭化水素に対する Su

rfactant protein D (SP-D) の保護作

用の検討 秦 兼太朗, 鈴木 邦裕, 柳原

 豊史, 濵田 直樹 
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図１．AhR 蛍光免疫染色

BaP

DMSO
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NHI-H441細胞（Club細胞株）で溶媒(DMSO)刺激では
細胞質内にAhRの発現が確認された。（△）
BaP 刺激によりAhR 核内移行が確認された。（↑）

BaP 刺激によりNHI-H441細胞（Club細胞株）で CYP1A1 の遺伝子発現が
上昇した。

図2．Club細胞株でのCYP1A1のPT-PCR



図４．Club細胞株でのMUC5ACのPT-PCR

BaP 刺激によりNHI-H441細胞（Club細胞株）で MUC５ACの遺伝子発現
が上昇した。 rhSP-D は BaP 刺激による MUC5AC 発現を抑制した。
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図3． Measurement of total ROS

NHI-H441細胞（Club細胞株）で溶媒(DMSO)刺激では
ROSの産生は確認されなかった。BaP 刺激によりROSが
確認された。（↑）
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