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要 旨

pu.1はマクロファージを含む骨髄球系細胞とBリンパ球の発生に不可欠な造血転写因子で

ある.特発性肺胞蛋白症(idiopathic pulmonary alveolar proteinosis: IPAP)やgranulocyte-

macrophage colony stimulating factor (GM- CSF)欠損マウスの解析から　PU.1の発現が肺胞

マクロファ-ジの最終機能分化とサーファクタントの異化に重要であることが知られている.

哨乳類におtlては生後ダイナミックに変化する呼吸環境の中で,サーファクタントの代謝と肺

胞マクロファージの分化成熟にもPU.1は重要な役割を果たしてtlると考えられる.本研究で

は,生後のラット肺胞マクロファージおよび培養単球におけるPU.1の発現とサーファクタン

トの成分であるsurfactantproteinB (SP-B)の代謝につtlて検討した.生直後の肺胞マクロフ

ァージにはPU.1の発現はほとんど見られないが,生後1週間でPU.1陽性肺胞マクロファージ

は増加し　PU.1の発現も増強した.一方,生直後の肺胞マクロファージには多量のSP-Bの取

り込みが見られ, 1過後には減少した.成熟ラットの単球にPU.1の発現は見られなtlが, GM-

csF存在下で培養すると日数の経過につれて形態的にマクロファージに分化し　PU.1の発現･

増強が見られ,人工サーファクタント製剤の取り込みと分解が確認された.以上,生直後の肺胞

マクロファージではPU.1の発現とSP-Bの異化は不十分で,生後1週間を境にPU.1の発現が

増加し, SP-Bの異化能が冗進することが明らかにされた.これらの知見から新生児期のサー

ファクタント代謝における肺胞マクロファージの重要性が示された.
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緒 言

E t s 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る P U .
1 は

g r a n ul o cy t e
- m a c r o p h a g e c ol o n y sti m u l ati n g

f a ct o r ( G M - C S F) によ っ て 発現 が制御され る造

血転写因子 で , 骨髄球系細胞および B リ ン パ 球の

発生 に不可欠 で ある 1) 2) . 近年, 特発性肺胞 蛋白

症 ( idi o p athi c p ul m o n a ry al v e ol a r p r ot ei n o si s :

IP A P) の 病態生理 に お い て , P U .1 が肺胞 マ ク ロ

フ ァ
ー ジ の 最終機能分化 に重要な役割を果た して

い る こ とが注目されて い る
3)

. I P A P は
, 肺胞 およ

び呼吸神気管支内にサ ー フ ァ ク タ ン トが貯留する

稀 な肺疾 患で 4) 5) , 患者 の 血 中や 肺胞腔 内に抗

G M - C S F 抗体 が産生 される た め 6) 7) , G M
-

C S F

の シ グナ ル が阻害 されて P U .1 の 発現 が誘導され

ず, 肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 機能異常を惹起する.

G M
-

C S F 欠損マ ウ ス で は造血系 に重大 な異常

は 見られ な い が , I P A P と同様 の 呼吸器症状 を呈

する 8) . 両病態の 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジには様 々な

共通の 機能異常が見 い だされてい る が 5) , これら

の 異常は G M
-

C S F の 作用 によ っ て改善 し, P U . 1

も発現 する 9 ト 11) . こ の 事実 か ら , G M - C S F と

P U .
1 が肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 成熟 とサ ー フ ァ ク

タ ン ト代謝 に重要な役割を果た して い るもの と推

察 される .

サ
ー

フ ァ ク タ ン ト はⅡ型 肺胞上皮で 合成 され

る . ヒ トにお い て
,
サ

ー フ ァ ク タ ン トの 合成 開始

は およそ胎齢 2 2 週以降 で , 妊娠満期時に は 多量

に産生 され, 生後 1
-

2 週 に は成 人 レ ベ ル ま で減

少する . 合成 ･ 分泌されたサ ー フ ァ ク タ ン トはⅠⅠ

型肺胞上 皮や 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジによ っ て 再利

用, もしく は異化される
12) 13)

.
こ の ように出生後

大きく変動する呼吸環境の 中で
,
肺胞 マ ク ロ フ ァ

ー ジ の 分 化 成 熟 と サ ー フ ァ ク タ ン トの 異化 に

P U .1 は重要な役割を果た して い ると考 えら れる .

こ れま で
,
IP A P や G M - C S F 欠損 マ ウ ス に おけ

る肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 成熟 と P U . 1 の 関連 に つ

い て は多くの 研究が なされて い る が, 出生後にお

ける肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 分化成熟と P U .1 の 関

連は明らか にされて い な い .

本研究で は, 生後 ラ ッ ト肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の

分化成熟 過程 に お ける P U .
1 の 発現 と s u rf a ct a n t

p r o t ei n B ( S P - B) の 代謝 につ い て検討 した . 生

後の サ ー フ ァ ク タ ン トの ホ メオス タ -

シ ス 維持に

おける P U .1 の 重要性を考 え る上で興味深 い 結果

を得た の で報告する .

材料と方法

1 . 実験動物および末梢血単核細胞

出生 日齢 1 , 3 , 5 , 7 , 9 , l l , 1 3 , 15 , 2 1 , 5 6 日 の

W ist a r ラ ッ ト ( C h a rl e s R v e r J a p a n , 神奈川 , 日

本) を使用 し た . ラ ッ トを麻酔下 に屠殺 し ,
それ

ぞれ肺
,
肝臓, 牌臓, 消化管 , 腎臓, 副腎,

月華臓,

心臓 ,
胸腺 を摘 出 し た . 培養 に は 8 - 1 0 週 齢の

W ist a r ラ ッ トの
【ー
F 大静脈より血液を無菌的 に採

血 し
,
1 5 m l 遠心チ ュ ー ブ に L y m p h o p r e p ( A xi s -

Sbi eld P o C A S , O sl o , N o r w a y) 3 m l を 加 え 6 m l

の 血液を静置 し, 1 5 0 0 r p m , 2 0 分間遠心 して 単核

球を分離した . 単核球 は 0 . 3 % トリ バ ン プ ル ー で

染色 し
,
細胞数を算出 した .

2 . 免疫組織化学染色法

摘出した各臓器 は 1 0 % 緩衝 ホル マ リ ン溶液で

固定後 ,
パ ラ フ ィ ン匂埋ブ ロ ッ ク を作製し, 3 〃 m

厚に薄切 し た .
パ ラ フ ィ ン切片 は, 脱 パ ラ フ ィ ン

徳, 加熱処理で賦活化を行い , 内因性ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼを阻害 し
,
1 0 % 正常動物血清で非特異的反

応 を阻止 した .

一 次抗体 は マ ウ ス抗 ラ ッ ト単球/

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ モ ノ ク ロ - ナ ル抗体 E D l ( B M A

B i o m e di c al s
,
A u g st, S w it z e rl a n d) , ウサ ギ抗 p u . 1

ポリ ク ロ ー

ナ ル 抗体 ( S a n t a C r u z Bi o t e c h n ol o g y ,

S a nt a C ru z , C A) , ウ サギ抗 ヒ ツ ジサ
ー フ ァ ク タ ン

ト蛋白( S P - B) ポリ ク ロ
ー

ナ ル抗体( C H E M I C O N

I nt e r n ati o n al , T e m e c ul a , C A) を使用 した . 二次抗

体 はシ ン プル ス テイ ンラ ッ ト M A X - P O ( M U L T I)

( 株 式 会 社 ニ チ レ イ
,
東 京) , a n ti - m o u s e lg ,

H o r s e r a di s h P e r o xid a s e lin k e d F ( a b
'

) 2 血
･

a g m e nt

( Am e r s h a m Bi o s ci e n c e s , B u c ki n gh a m shi r e , U K)

を使用 した . 3
,
3
'

- di a m i n o b e n zidi n e ( D A B) ( 同

仁化学研究所, 熊本) にて可視化し, へ マ トキシ

リ ンで核染色 を行 っ た. 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ にお

ける E D l , P U .1 の発現 は
, 光学顕微鏡下で単位面
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表 1 P C R に用 い た各種 プ ライ マ ー セ ッ トと反応産物

m R N A P ri m e r s S e q u e n c e P r o d u c t

P u t1 F o r w a rd 5
'

- C C
′

r r G A T r G G T G G T G A T G G A G A C
-

3
'

1 6 1 b p

R e v e r s e 5
'

- C A G C T C C A T G T G G C G G T A G A -3
'

G 的 -C S F F o r w a rd 5
'

- A G A C C C G C C T G A A G C T A T A C A A---13
'

R e v e r s e 5
チ
- C T G G T A G T G G C T G G C r A T C A m - 3

チ

P P A R γ F o r w a rd 5
'
-

A C T C C C A T C C T r r G A C A T C- 3
'

R e v e r s e 5
'

1 ℃C C C A C A G A m C G G C A C T C -

3
I

M a n n o s e F o n 付a rd 5
'

- A T G A C A A C C A C T G T G G C ÅA A T 3
'

8 9 b p

2 6 5 b p

1 5 5 b p

R e v e r s e 5
'

｢ 匁C A G G C T A G G (:T G C T A T C C A - 3
I

a
-

a c ti n F o rvv a rd 5
' J
r G G A A T C C T G T G G C A 7 Y: C A m A A A C ; 3

'

3 4 8 b p

R e v e rs e 5
し
T ÅA ÅÅC G C A G C T C A G T A A C A G T C C G - 3

I

M a n n o s e: m a n n o s e r e c e pt o r

積 あ た り (/ m m
2
) の 陽 性 細 胞 数 を算定 し た .

S P - B 陽性肺 胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジに おける S P - B

の 染色性 は強陽性, 陽性, 陰性の 3 段階評価と し

て
,
1 個体あ たり 20 0 個の肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジを

観察し
,
比率を算出した .

P U .1 陽性細胞が肺胞 マ

ク ロ フ ァ
ー ジ で ある こ とを確認するた め, 抗 E D l

抗体 と抗 p u .1 抗体 を用 い て 二 重染色 を行 っ た .

二重染色の 発色 は, E D l を 4 - c bl o r o - 1 - n a p ht ol

( 育) で , P U . 1 を D A B ( 茶) で行 っ た .

培養 し た単球 は 回収後 , サ イ ト ス ピ ン ( 7 0 0

rp m , 3 分) で標本 を作 製 し, M a y - Gi e m s a 染色

で形態評価 を行 っ た . 免疫 組織化学染色 (以下 ,

免疫染色) で E D l と P U .1 の 発現を観察 した . サ

ー フ ァ ク タ ン トの取 り込み ･ 異化の 評価は, S P
-

B に対する免疫染色と リ ン脂質染色 (酸 ヘ マ チ ン

法) で行 っ た . P U .1 , S P
- B に対する免疫染色と

リ ン脂質染色 は 10 % 緩衝 ホル マ リ ン で 固定 を行

い
,
E D l に対する免疫染色は 4 % パ ラ フ ォ ル ム ア

ル デ ヒ ドで 固定 した . 以降, パ ラ フ ィ ン切片と 同

様の 方法で 免疫染色を行 っ た . 4 % パ ラ フ ォ ル ム

ア ル デ ヒ ド固定標本 に は加熱処理 を行 わな か っ

た .

3 . R N A の抽出と R T - Ⅰ℃ R , r e a l ti m e P C R 法

各出生 日齢の W ist a r ラ ッ トより摘出した肺 か ら

a cid g u a nidi ni u m - p b e n o ト c hl o r of o r m 法 を 用 い

て t ot al R N A を抽 出 した . 1 /∠ g の t o t al R N A を, 4

〃1 の逆転写酵素バ ッ フ ァ
ー

(I n vit r o g e n , C a rl sb a d ,

C A) , 2 /∠1 の 0 . 1 M di 也io tb r eit ol (I n vit r o g e n) , 0 . 5

〃1 の R N a s e i n hibit o r ( P r o m e g a , M a di s o n , W i s) ,

l
i
l l の 1 0 m M d e o x y n u cl e o sid e t rip h o s p h at e s

( d N T P s; P h a r m a ci a , U p p s al a , S w e d e n) , 2 〃1 の

r a n d a m p ri m e r ( P r o m e g a) , 0 .5 〃1 の r e v e r s e t r a n
-

s c ript a s e (I n vit r o g e n) と 混和 し て 総量 20 〃1 と

した . 混合物 は 42
o

C で 60 分 イ ン キ ュ ベ - ト後,

95
o

C 3 分加熱 して c D N A を作成 した. P C R は T P

c y cl e r l O O ( T o y o b o , 大阪) を用 い て行 っ た . 反応

液には 1 Fll の c D N A , 2 F Ll の P C R r e a cti o n b u ff e r ,

1 ･2 / ∠1 の 2 5 m M M g C1 2 , 1 ･ 6 〃1
の 2 ･ 5 m M d N T P ,

0 .2 〃1 の 5 U/ 〃1 T a q p oly m e r a s e ( P r o m e g a) , 0 .4

〃1 ずつ の 1 0 m M p ri m e r を加 えて総量 2 0 〃1 と し

た . プ ラ イ マ ー は 表 1 を 用 い , P C R の 反 応 は

P U .1 , G M - C S F , p r olife r at o r - a cti v at e d r e c e pt o r

y ( P P A R y ) , m a n n o s e r e c e p t o r: d e n at u r e 9 5
o

C

30 秒 , a n n e ali n g 5 5
o

C 3 0 秒 , e x t e n si o n 7 2 ℃ 3 0

秤, 2 5 サイ ク ル , β- a cti n : d e n at u r e 9 5 ℃ 60 秒,

a n n e ali n g 5 5
o

C 6 0 秒 , e xt e n si o n 7 2 ℃ 60 秒 , 2 0

サイ ク ル で行 っ た .

R e al ti m e P C R は c h r o m o 4 fo u r -

c ol o r r e al -
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園 1 生後 の 肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の P U .1 免疫染色 ( × 1 0 00)

A : 生後 1 日 . 肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の P U .1 発現は陰性 か 1 し弱陽性. B : 生後 15 日 で は

,
P U .1 の

染色性が増加 した . 矢印 : 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ .

ti m e P C R sy st e m ( B I O R A D , H e r c ul e s , C A) で

S Y B R g r e e n 法 を用 い た . 指数 関数 的増幅開始サ

イ ク ル 数 ( Ct 値) は , O pti c o n m o nit o r v e r 3 .0 で

解析 し, β- a cti n で相対定量化 した . プライ マ ー

は R T - P C R と 同
一

で , 反応 は い ずれも d e n at u r e

9 5 ℃ 10 秒 ,
a n n e ali n g 5 5

o

C 30 秒 ,
e x t e n si o n

7 2 ℃ 3 0 秒, 4 0 サイ ク ル で 行 っ た .

4
. 培養単球に お ける人 工 サ ー

フ ァ クタ ン ト製

剤の取り込みと異化

前述の 方法で分離した単核球 は 1 × 10 6 個ずつ

I , a b - T e k gl a s s 2 w ell c h a m b e r slid e ( N alg e N u n c

l n t e r n ati o n al , R o c h e st e r , N Y) に 分 け た . R P M I

16 4 0 無 血清 培地 ( Sig m a , S t . I J O u is , M O) , 37
o

C

5 % C O 2 下で 2 時間培養後, 上浦を吸引し, 1 0 %

非働 化 ウ シ 胎 児 血 清 , p e ni cilli n ( 1 0 0 0 0 U / m l) ,

st r e pt o m y ci n (l o n g / m l) 含有 R P M I 1 6 4 0 培地に

G M - C S F ( B E R L E X
,
Ri ch m o n d

,
C A) 1 × 1 0

3 I U /

m l を添加 し 5 日間培養 した . 培養 5 日日に, 人工

肺 サ
ー

フ ァ ク タ ン ト製剤サ ー フ ァ ク テ ン ( 三菱ウ

エ ル フ ア
- マ 株式会社 , 大阪) を o .

1 % と なる よ

うに加 え 2 4 時間培養 し た . 取り込 ま れたサ ー フ

ァ ク テ ンの 分解を観察する ため , 培養液を吸引洗

浄 して G M - C S F I X I O 3 I U / m l 存在下 で更に 2 4

時間培養し, 細胞を回収 した . 対照群 で は G M -

C S F を添加せ ず同様に培養を行 っ た.

5 . 統計学的検討

E D l
,
P U . 1

,
S P - B 陽性細胞 の 算定は , それぞ

れ 3 個体に つ い て行 い , 平均値 と標準誤差を算出

した . R e al ti m e P C R の 反応 は 3 個体 か らの 検体

をそれぞれ 2 回行 い , 平均値 と標準誤差を算出し

た .

結 果

I . 各組織マクロ フ ァ ー ジにお ける P U . 1 の発現

免疫組織学的に, 肺 ,
肝臓

,
牌臓 消化管, 腎臓,

副腎, 月琴臓, 胸腺に P U .1 陽性細胞が認め られた .

二 重染色 で E D l が細胞質に, P U .1 が核 に陽性で

あ る こ と か ら , P U .1 陽性細胞 は マ ク ロ フ ァ
ー ジ

で ある こ とを確認 し た . 各組織 マ ク ロ フ ァ ー ジは

生後 1 日か ら P U .1 を発現 し て い た . 肺胞 マ ク ロ

フ ァ
ー ジだけは出生後しばらくは染色性が陰性な

い し弱陽性 で ,
陽性細胞 も少 数 であ っ た ( 図 1

A) . 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ以外の 組織 マ ク ロ プ ァ
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1 3 5 7 9

生後 日数

1 1 1 3 1 5 Z l

-
･ ■ト ー

E D l

+ P U .l

図 2 P U ,1
,
E D l 陽性肺胞 マ ク ロ フ ァ

ー ジ数 の変化

生後 9 日目に P U . 1 陽性細胞数は約 3 倍に増加 した . E D l 陽性細胞数は生後

徐 々に増加 した ,

- ジ は染色性, 陽性細胞数と もに生後日数による

変化は認め られなか っ た ( デ ー タ未提示) .

2 . 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジに お け る P U . 1 お よび

S P - B 陽性細胞数

生後 7 日まで は P U . 1 陽性細胞数に変化は な か

っ た が, 生後 9 日に約 3 倍に増加 した ( 国 2) . 生

後 1 5 日に は
,
染色性の増強 が見られた ( 図 1 B ) .

E D l 陽性細胞数 は生後徐々 に増加 した ( 図 2) .

サ
ー フ ァ ク タ ン トの マ

ー カ ー で ある S P - B の

発現 は, Ⅰ型肺胞上皮および肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ

の 細胞質内に認め られた (図 3) . 生後間も か 叩寺

期 の 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ は染 色 性 が 強く ( 図

3 A) , 大型であ っ たが, 生後 1 5 日で は染色性が低

下 し, サイ ズ も小さく な っ た ( 図 3 B) . 生後 1 1 日

以降, 陽性細胞数は減少 し, わずか にな っ た ( 図

4) .

3 . 肺組織の m R N A 発現

R T
- P C R で は

,
P U . 1 は生後 9 日より発現 が増

加 した ( デ
ー タ未提示) . r e al ti m e P C R にお い て

も生後 1 週間で 4 - 5 倍に ,
生後 2 週間で約 2 0 倍

に 発現量 が 増加 し た ( 図 5) . G M
-

C S F
,
P f 仏R

γ, m a n n o s e r e c e pt o r の発現は, R T
-

P C R で生後

徐々 に増加する傾向が見られた ( デ
ー

タ未提示) .

4 . G M
-

C S F 添加ラ ッ ト培養単球の マ ク ロ フ ァ

ー ジ ヘ の分化と機能評価

G M
-

C S F 添加 5 日後の 培養単球 の 形態学 的変

化および マ ク ロ フ ァ
ー ジ マ ー

カ
ー の 変化を観察 し

た
.
M a y

- Gi e m s a 染色 で は , 培養 2 時間後 の 単球

は 細 胞 質 に 乏 し く小 型 で あ っ た が ( 図 6 A ) ,

G M - C S F 添加 5 日後の 細胞 は細胞質が豊富で大

型の 類 円形 の形態を呈 し, マ ク ロ フ ァ
ー ジ様で あ

っ た ( 図 6 B) . p u .1 の 免疫染色 で は培養 2 時間

後 の 単球 は陰性 で あ っ た が ( 図 6 C) , G M
-

C S F

添加培養 5 日後には核 に陽性像が観察さ れた ( 図

6 D) . G M
-

C S F 非添加群 の 細胞 は, G M - C S F 添

加群 に比 べ 小型 で類 円形 の 形態 を呈 し, P U .1 の

核 内発 現 は わず か で あ っ た ( デ
ー タ 未提 示) .

E D l は単球, G M
-

C S F 添加群, G M - C S F 非添加

群の 細胞 ともに細胞質に陽性 で あ っ た ( デ
ー

タ未

提示) .

こ の 培養系の G M
-

C S F 漆加群 にサ ー フ ァ ク テ

ン を加 えると , マ ク ロ フ ァ
ー ジは泡沫状と な っ て

更に大型化 し ( 図 7 A) , S P - B 免疫染色, リ ン脂

質染色 で陽性と な っ た ( 図 7 B , C) . サ
ー フ ァ ク
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図 3 生後 の肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジの S P - B 免疫染色 ( × 1 0 0 0)

A : 生後 1 日 . 肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 胞体内には多量の サ ー フ ァ ク タ ン トを容れ

,
大型化 して い る .

B : 生後 15 日 で は染色性が低下した . 矢印 : 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ
.

細胞数1 0 0

1 3 5 7 9 1 1 1 3 1 5 2 1

生後日数

図 4 生後の S P - B 陽性肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ数 の変化

生後 1 1 日以降
,
陽性細胞は減少 した .

□陰性

国陽性

■強陽性

テ ンを取り込ん だマ ク ロ フ ァ ー ジを
,
サ

ー

フ ァ ク する と, 泡沫状 の 細胞 質は消失 して小型化 し た

テ ン洗浄除去後 G M - C S F 存在下 で 2 4 時間培養 ( 図 7 D ) .
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相対値

1 3 5 7 9 1 1 1 3 1 5 2 1

生 後日数

図 5 生後の肺組織における P U .1 m R N A の 発現 ( r e al ti m e P C R)

生後 1 週間で 4
-

5 倍に, 生後 2 週間で約 20 倍に増加 した.

図 6 G M - C S F 添加培養における ラ ッ ト単球の 形態変化と P U .1 免疫染色 ( × 1 0 00)

A : 培養 2 時間後の 単球 は細胞質に乏 しく小型であ っ た . B : G M - C S F 捧加 5 日

後に は大型の マ ク ロ フ ァ
ー ジ に な っ た . C : 培養2 時間後の 単球は P U .1 陰性であ っ

た . D : G M - C S F 添加 5 日後 の 細胞で は核に P U .1 の 発現 が観察さ れた . A
,
B :

M a y
- Gi e m s a 染色.

3 9 5
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図 7 G M - C S F 添加培養単球 マ ク ロ フ ァ ー ジ の サ
ー

フ ァ ク テ ン取り込み
･

分解 ( ×

1 00 0)

A : サ ー フ ァ ク テ ン を 2 4 時間加 えて培養した マ ク ロ フ ァ ー ジ は細胞質が大型化し
,

泡沫状 にな っ た . B : S P - B 免疫染色で細胞質に陽性像を認め た . C : リ ン脂質染色

(酸 ヘ マ チ ン法) で細胞質に類粒状 の陽性像を認めた . D : サ ー

フ ァ ク テ ン洗浄除去後

G M - C S F 存在下で 2 4 時間培養後に は
!
泡沫状の 細胞質が消失 し小型化 した . A

,
D :

M a y - Gi e m s a 染色 .

考 察

生後, 新生児は呼吸を開始す るが, 外気を吸入

して肺胞を拡張 さ せ る こと は自力 で生きるた め に

必須 の 営みで ある . その 際, サ
ー フ ァ ク タ ン トは

肺胞を伸展さ せ る大き な力と なる . ヒ トの サ
ー フ

ァ ク タ ン トの 合成 は胎齢 2 2 週噴から肺 の Ⅰ型肺

胞上皮細胞 で開始 され
,
妊娠時期 の経過 につ れて

増加 し, サ
ー

フ ァ ク タ ン ト量 は出生直後が最 も多

く , 生後 卜 2 週 間の 間に成人 レ ベ ル まで減 少す

る 12) 13) . こ の 産生 パ タ ー ン は他の 哨乳類 で も観

察 さ れて い る 14 ト 17) . サ
ー フ ァ ク タ ン トの 不足

は呼吸窮迫症候群を招き, 合成サ
ー フ ァ ク タ ン ト

の 投与が劇的効果をあげる こ と か ら , 呼吸機能の

未熟な新生児 に は豊富なサ ー フ ァ ク タ ン トが有利

に 作用 して い る と 考 え られ る . そ れ に対 して ,

IP A P はサ
ー フ ァ ク タ ン ト過剰による稀 な肺疾患

であり, 肺胞お よび呼吸細気管支内にサ
ー フ ァ ク

タ ン トが貯留 し, 換気障害 を生 じる 4) 5) . こ の よ

う に
, 肺サ ー フ ァ ク タ ン トの 恒常性の確保は呼吸

機能の維持に不可欠である . サ
ー フ ァ ク タ ン トの

代謝経路に は, 産生,
貯蔵, 分泌, 再利用, 異化な

どの 過程 があり, Ⅰ型肺胞上皮細胞 と肺胞 マ ク ロ

フ ァ
ー ジが重要な役割を果た して い る.

E t s 遺伝子 フ ァ ミ リ ー

に属す る P U . 1 は骨髄球

系細胞お よび B リ ン パ 球の 発生 に不可欠な造血
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転写因子 で ,
P U .1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス は組織や

胎生造血巣の マ ク ロ フ ァ
ー ジや B リ ンパ 球を欠損

する 1) 2) . こ の 転写因子 は G M - C S F によ っ て 発

現が制御 され る こと が知 ら れて い る . D r a n ofE ら

は G M
-

C S F 欠損 マ ウス は造血系に重大 な異常を

生 じな い が, 生後 I P A P と 同様の 症状を呈す る こ

と を報告 した
8)

. I P A P 患者 と G M - C S F 欠損 マ

ウス の 肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジは形態 的に未熟 で あ

り, 機能的には非特異的エ ス テ ラ
ー ゼ染色の低下,

p u .1 発現 の低下, 接着能の低下, 細菌
･ 莫菌 t 異

物 の 会食能 の 低下, T olll lik e r e c e pt o r ( T L R) 2 ,

T L R 4
,
m a n n o s e r e c e p t o r , F C γ r e c e p t o r の 発現

低下, サ
ー

フ ァ ク タ ン ト異化能 の低下などの 共通

点 があ る 5) . G M - C S F 欠損 マ ウ ス の 肺 に G M -

c s F を強制発現 させ る か
,
も しくは I P A P 症例 に

G M
-

C S F を投与し P U . 1 の 発現 が回復する と, 肺

胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジは形態的 に成熟 し, 機能的に も

回復す る 9) - ll) . 近年 I P A P の 病 因 は 抗 G M -

c s F 抗体産生 による G M
-

C S F の 中和作用で ある

こと が明らか にされた 6) 7) . っ まり, 抗 G M - C S F

抗体 による P U .1 の 発現低下 が肺胞 マ ク ロ フ ァ ー

ジ の免疫応答とサ
ー フ ァ ク タ ン ト異化能の 障害を

惹起 し
,
易感染性と肺内の サ

ー

フ ァ ク タ ン ト過剰

貯留を生 じ ると考 えられ る .
こ れら の 事実 より,

p u .1 が肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 最終機能分化 と肺

の サ
ー フ ァ ク タ ン トホ メオス タ - シ ス に不可欠で

あり ,
P U . 1 の 発現 には G M - C S F が重要で あると

考えられ る
1 1)

.
こ の よう に, G M

-

C S F 欠損 マ ウ

ス や I P A P の 研究 か ら肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 成熟

や機能発現 に関する G M
-

C S F や P U .1 の 作用 が

明らか に されて き た . し か し
, 出生後の 生理 的呼

吸環境 に お い て G M
- C S F や P U .1 が肺胞 マ ク ロ

フ ァ ー ジ の 分化成熟や サ
ー フ ァ ク タ ン ト代謝に及

ぼす作用に つ い て は十分 な検討が なされて い なか

っ た .

本研究で はまず免疫組織学的に肺胞 マ ク ロ フ ァ

ー ジ にお ける P U .
1 の 発現を検討 し た . P U .1 は生

後 1 日か ら ラ ッ トの 各組織の マ ク ロ フ ァ
ー ジに発

現 して い たが , 唯
一

肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー ジは生後 し

ばらく発現が低く, 生後 1 週間を境 に発現が増加

した こ と か ら , 肺 は マ ク ロ フ ァ
ー ジの 分化と い う

点で特異な組織環境を形成 して い る こ とが示唆 さ

れた . G M - C S F の 蛋白発現 は免疫組織学 的に検

索で き なか っ たが , m R N A は生後徐々 に発現が増

加 した .

一 方, 気管支肺胞洗浄によ っ て 得られた

肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 用 い た R T - P C R で は

G M - C S F の 発現 は見 られ なか っ た ( デ
ー タ未提

示) こ と か ら, 肺組織 で の G M
-

C S F は Ⅲ型肺胞

上皮細胞 由来と考 えら れた . 以上 の成績 か ら , 生

直後 に P U .1 の 発現 が少 な い 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ

で は, G M - C S F の 産生増加 に つ れて P U .1 の 発現

が増加する もの と考 えられた .

次 に肺胞 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の S P - B の 取り込み

を免疫染色 で検討 したと ころ, 生後間もな い肺胞

マ ク ロ フ ァ
ー ジ は多量 の S P - B を含有 して 大型

で あり
,
生 後 1 週 間以降細胞 内S P - B は減少 し

た .
こ の こ と は, 生直後の 肺胞 マ ク ロ フ ァ

ー ジは

サ ー フ ァ ク タ ン ト処理機能が低 い が, 急速 に その

機能 が冗進する こ とを示唆して い る . さ ら に, 肺

胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 前駆細胞と考えら れる ラ ッ ト

単球を G M - C S F 存在下 で分化させ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ ヘ 形態変化 さ せ る と , 免疫染色 で は P U .
1 の 発

現が核 に認 められ た.
こ の マ ク ロ フ ァ

ー ジは人工

サ
ー フ ァ ク タ ン ト製剤を取り込 んで

一

時大型化す

る が
,
細胞内サ ー フ ァ ク タ ン ト製剤 は分 解さ れ ,

細胞 は小型化 した .
こ の よう に, G M - C SF 存在

下 で 単球 由来 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の P U . 1 発現 は増加

し
, 人工 サ

ー

フ ァ ク タ ン ト製剤 の取り込み と分解

機能を発揮した . こ の 結果は , 組織学的に観察さ

れた ラ ッ ト肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 生後の 形態変化

とサ
ー フ ァ ク タ ン ト代謝を裏付けるもの と解釈さ

れる .

本研究で は さら に P U .1 や G M - C S F によ っ て

制御 される マ ク ロ フ ァ
ー

ジ関連分子 の生後の 肺組

織 にお ける発現を検討 した . m a n n o s e r e c e p t o r は

細菌や異物 の会食に関与し, 感染防御 の 最前線で

重要な役割を演 じて お り, そ の 発現は P U . 1 依存

性 で ある
18)

. p p A R γ は糖
･ 脂質代謝

,
炎症 , 負

疫応答に関与する種々 の標的遺伝子を調節する転

写因子 で 分化 した マ ク ロ フ ァ ー ジに発現する が ,

これ は G M - C S F により発現 が制御 される 19) 2 0)

両者 とも I P A P 患者 の肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ で は発
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現が低下 し て おり, G M - C S F 吸入 療法 により発

現が回復する 9)
2 1)

. 本研究で は, m a n n o s e r e c e p -

t o r , P P A R γ は m R N A レ
ベ ル で は生後徐々 に発現

が増加する傾向が見られた. G M - C S F や P U .1 の

発現 も生後徐 々 に増加 した こ と か ら, これら分子

は肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 分化成熟に関連するもの

と考 えられた .

以上
,
ラ ッ トの 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジは

,
P U .1 の

発現 に伴い サ ー フ ァ ク タ ン トの処理能を獲得 する

と考 え られた . これ は, サ
ー フ ァ ク タ ン ト産生量

が大きく変化する新生児期 で の サ ー

フ ァ ク タ ン ト

ホメ オ ス タ
- シ ス の 維持に P U .1 によ っ て 制御 さ

れる肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 分化成熟と機能が深く

関わ っ て い る こ とを意味する . さら に
,
培養系 に

お い て G M
-

C S F 存在下で 単球由来 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の P U .1 の 発現増加と形態的 ･ 機能的成熟を確

認で きた . 今後
,
G M - C S F によ る肺胞 マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ の P U .1 発現制御機序を生体内にお い て も

明らか にする こと が必要と思われる .

生後 ラ ッ ト肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ にお ける P U .1

の 発現 と サ ー フ ァ ク タ ン ト蛋白 B の 取 り込 み の

変化 に つ い て 検 討 し た . ま た , ラ ッ ト単球 を

G M
-

C S F 存在下で培養し, P U .1 の 発現 の 変化 と

人工 サ ー フ ァ ク タ ン ト製剤の 取り込み ･ 異化 につ

い て 検討 した . ラ ッ トの 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ は
,

P U . 1 の 発現 に伴い サ ー フ ァ ク タ ン トの 異化能を

獲得すると考 えられた.
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