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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 や goblet cell differentiation を認める。これらの変化は

ヒトリコンビナント SP-D の投与により抑制されるため、油症肺傷害において

SP-D の保護的役割が考察されるが、CYP1A1-ROS 経路の抑制効果は認めなかった。

そのため、他の機序が推測された。 

 

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 8)。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Ben

zo[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、6well プレー

トに培養した。細胞への刺激には、DMS

O で溶解した BaP10μM を用いた。ヒト

リコンビナント SP-D 1μg/ml を同時投

与して効果を解析した。 

 

Ｃ.研究結果 

前回の報告同様 9)BaP を投与 24 時間後

に解析を行った。RT-PCR により、CYP1A

1 の発現を確認したところ、BaP 刺激に

より NHI-H441 細胞で CYP1A1 の遺伝子

発現の上昇が確認されたが、リコンビナ

ント SP-D を同時投与しても、CYP1A1 の

抑制効果は認めなかった（図 1）。更に、

ROS の産生を CellROX® Oxidative Stre



ss Reagent にて観察したところ、BaP 

刺激により Reactive Oxygen Specie：R

OS の産生が確認された。しかしながら、

リコンビナント SP-D を同時投与による

ROS の産生の抑制効果は認めなかった

(図 2)。 

 

Ｄ.考察 

これまでの文献や実験結果から 1)2)8)、

我々は、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

と考えている。また、in vitro の実験

で、BaP 刺激により、Club 細胞株（NCI

-H441 細胞）の apoptosis 誘導や、MUC5

AC の遺伝子発現亢進を認めたことから、

油症患者において Club 細胞の細胞傷害

や、goblet 細胞への分化による粘液産

生亢進が、咳嗽や喀痰といった症状に関

与していることを推測している。 

以前の実験 9)で、Club 細胞株（NCI-H

441 細胞）に対して BaP による刺激を行

うと、細胞質局在の AhR の核内移行は確

認されており、また、CYP1A1 の遺伝子

発現の亢進、ROS の産生亢進を認めるこ

とから、BaP 投与により、AhR-CYP1Al-R

OS 経路が作用することは確認されてい

る。 

一方で、我々は、気道上皮傷害(クラブ細

胞傷害)と免疫応答をつなぐ因子として、

肺サーファクタント蛋白に着目しており、 

前述の、BaP 刺激により、Club 細胞株

（NCI-H441 細胞）の apoptosis 誘導や、

MUC5AC の遺伝子発現亢進をリコンビナン

ト SP-D が抑制した結果を得ている。その

ため、SP-D が、AhR-CYP1A1-ROS 経路を抑

制すると仮説を立てて実験を行った。その

ため、BaP による誘導タンパクで細胞障害

を示す CYP1A1 のメッセンジャーRNA 発現

レベル、その下流の誘導産物の ROS の産生

レベルで解析を行った。しかしながら、

SP-DによるAhR-CYP1A1-ROS経路の明らか

な抑制効果は認めなかった。そのため、別

の機序が働いている可能性について検討

中である。具体的には、SP-D - Collectin 

receptor の経路などにも解析を進めてい

く方針である（図３）。 

 

Ｅ.結論 

SP-D は BaP 刺激による club 細胞株

のapoptosisやgoblet cell different

iation を抑制するが、AhR-CYP1Al-ROS

は抑制せず、他の機序を介した作用が示

唆された。 
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図1．Club細胞株でのCYP1A1のRT-PCR

図2． Club細胞株でのROSの測定

NCI-H441細胞において、BaP刺激により、CYP1A1の誘導が確認されたが、
rhSP-Dによる抑制効果は認めなかった。

DMSO BaP BaP + rhSP-D

NCI-H441細胞において、BaP刺激により、ROSの誘導が
確認されたが、rhSP-Dによる抑制効果は認めなかった。



図3．仮説図

当初の仮説では、SP-Dによるダイオキシン類のArylhydrocarbon receptor(AhR)への
結合阻害などによりるAhR-CYP1A1-ROS経路の抑制を想定していたが（A）、
しかしなが、BaPによる代替検討では、同経路の明らかな抑制効果は認めなかった。
SP-D-Collectin receptorの経路などの別の機序について検討中である（B）。

（A） （B）
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