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緒 言 
 
サーファクタントプロテイン D（SP-D）は、肺の 2 型肺胞上皮細胞から主に分泌されるコレクチンファミリーに属

する抗菌タンパクであり、インフルエンザウイルス排除などに貢献していることが知られている［1～3］。SP-D の抗

菌作用は、C末端領域の糖鎖結合部分が細菌、ウイルス、真菌の糖鎖に結合することにより、病原体の増殖を抑制する

ことがわかっている［1～3］。一方、SP-D が肺以外に皮膚、涙腺など外界と接触する組織で発現しているという過去

の報告が散見され、SP-D が侵入病原体に対する防御に寄与することが推測されるが、肺以外の臓器における役割につ

いては今まで検討されてこなかった。そこで、私たちは、SP-D の消化器系臓器での役割を検討することを目的として

研究を行った。 
本研究により、以下のことが明らかになった。消化器系臓器の中では特異的に胆嚢でSP-Dが産生され、胆汁を介し

て消化管内へ分泌されていた。SP-D欠損（SP-D－/－）マウスでは、野生型マウスと比べて腸内細菌叢が変化しており、

Clostridia IV群やXIVa群に分類される数種の細菌が減少し、Lactobacillus murinusが著しく増加していた。腸内細

菌のフローサイトメトリー解析、及びセルソーターで分離採取したSP-D結合細菌及び非結合細菌の細菌16Sリボソー

マルRNA（rRNA）解析により、腸内細菌中のL. murinus はSP-Dと直接結合していることが判明した。In vitroで
はSP-DがL. murinusの増殖を抑制していることが証明された。さらに、SP-D－/－マウスでは、DSS誘導性腸炎に対

する感受性が増強していたこと、また、SP-D－/－マウスの糞便を投与した無菌マウスでは、野生型マウス糞便を投与し

た無菌マウスよりDSS 誘導性腸炎が有意に重篤になった。これらの結果から SP-D が腸内細菌叢を制御し腸管恒常性

維持に貢献していることが示された。一方、大腸炎においては、肝臓におけるグルココルチコイドの産生が亢進し、そ

れにより胆嚢におけるSP-Dの発現が高まることをも見出した。一連の結果から、“肝―胆―腸内細菌叢を軸としたSP-D 
による腸管恒常性の維持機構”が存在することが示唆された［4］。 
 

方法および結果 
 
1．胆嚢におけるSP-Dの発現 
  最初に、野生型マウスの各消化器系臓器のSP－D遺伝子（Sftpd）の発現について、quantitative RT-PCR（qRT-PCR） 
にて検討した。その中で、胆嚢におけるSftpdの発現は際立って高かった（図1A）。胆嚢免疫組織染色では、胆嚢上皮

に限局したSP-Dタンパクの発現が確認された（図1B）。ELISA法により胆汁中にもSP-D蛋白が検出された（図1C）。
さらに、ウエスタンブロット法によりSP-Dタンパクは腸管内容物中にも検出された。この腸内容物中のSP-Dは総胆

管結紮術により検出できなくなることから、胆嚢で産生されたSP-Dが胆汁を介して腸管に分泌されていると考えられ

た（図1D）。 
2．SP-D欠損による腸内細菌叢の変化 
肺胞内でSP-Dが緑膿菌や黄色ブドウ球菌などの病原細菌の排除に貢献していることから、腸管内に存在するSP-Dが

腸内細菌叢に影響を与えるか否かについて疑問が生じた。そこで、野生型マウスとSP-D－/－マウスの糞便について16S 
rRNAの比較解析を行ったところ、腸内細菌叢の菌構成及び多様性に有意な差を認めた（図1E）。図1Fに示すように、

数種類の細菌種に有意に増減が見られ、SP-D－/－マウスではClostridia IV群やXIVa群に分類される6種類が減少し、
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Lactobacillus murinusが著しく増えていることが特徴的であった。 
 

 
図1．消化器系臓器の中で胆嚢特異的に発現するSP-D 

（A）qRT-PCRによりSftpd 遺伝子の発現を各臓器で検討した。St；胃、SI;；小腸、LI；大腸、App；虫垂、Pan；
膵臓、GB；胆嚢.を示す。（B）胆嚢のSP-D免疫組織染色。（C）ELISA法による胆汁中のSP-D濃度。（D）模擬

手術（Sham）及び総胆管結紮術（BDL）を施行したマウスの糞便より蛋白を抽出し、抗SP-D抗体により免疫沈

降した後、エピトープが異なる抗SP-D抗体によりSP-Dをウェスタンブロットで検出したもの。（E）野生型マウ

ス及びSP-D－/－マウスの糞便を16s rRNAsシーケンス解析により腸内細菌叢を解析した。主座標分析（Principal 
coordinate analysis, 左）により細菌叢の差異を検討した。また各グループ内（KO-KO, WT-WT）、及びグループ

外（KO-WT）のunweighted UniFrac distance の平均値の比較により細菌叢の多様性を比較した（右）。（F）（E）
の結果、野生型マウスに比較して SP-D－/－マウスで有意に増加（赤字）、あるいは減少（緑）していた細菌種を系

統樹解析したもの。 *P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001、NS; 有意差なし。有意差検定はStudent’s t testで行

った。 
 

 
3．SP-Dの結合による腸内細菌の増殖抑制 
 SP-Dがどのようなしくみで腸内細菌叢に影響しているかを検討するため、まず初めにSP-Dが直接結合する腸内細菌

の有無について検討した。方法は、マウス糞便中から細菌を分離し、抗SP-D抗体で染色した後、フローサイトメトリ

ーでSP-D抗体に染まる細菌の有無について検討した。興味深いことに、図2Aに示すように、2%前後の細菌がSP-D抗

体に染まっており、腸管細菌の中にはSP-D結合細菌が存在することがわかった。さらに、SP-D結合細菌及び非結合細

菌をセルソーターにて分離採取し、16s rRNAシーケンスの比較解析を行いSP-Dに結合している細菌の種類を検討した。

その結果、10菌種が検出され、この中の一つはSP-D－/－マウスで増加していたL. murinusであった（図2B）。さらに、

L. murinusをリコンビナントSP-Dとin vitroで共培養すると細菌増殖が抑制された（図2C）。以上から、SP-DがL. 
murinusに直接結合してその増殖を抑制することにより、腸内細菌叢の菌構成の制御に貢献していることが示唆された。 
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 図2．SP-Dは一部の腸内細菌に結合することにより細菌の増殖を抑制している 
（A）野生型マウスの糞便から細菌を分離し、抗SP-D抗体、次いでAPC標識二次抗体で染色し、フローサイトメーターで

検討した。（B）10匹の野生型マウスからSP-D結合細菌と非結合細菌をセルソーターで各 2々,000,000個採取し16S rRNA
シーケンス解析を行った。SP-D 結合細菌に有意に多かった細菌種をリストアップした。リード・カウント（Read counts）
が多いものがよりSP-Dと結合している可能性が多いことを示す。*P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001、NS; 有意差なし。

有意差検定はStudent’s t testで行った。 
 
 

4．SP-D－/－マウスにおける実験性大腸炎感受性の増強 
SP-D－/－マウスにおける腸内細菌叢の変化が、大腸炎にどのように影響するかを見るため、デキストラン硫酸塩（DSS）

を7～9日間飲水に入れて投与しDSS誘導性大腸炎を誘導した。SP-D－/－マウスは野生型マウスに比較し、DSS誘導性大

腸炎に対する感受性が有意に増強していた（図3A-C）。さらに、SP-D－/－マウスの大腸炎感受性増強が、腸内細菌叢に

よるか否かを検討するため、SP-D－/－マウス、野生型マウスそれぞれの糞便を無菌野生型マウスに経口投与し5日後よ

り、DSS誘導性大腸炎を起こしたところ、SP-D－/－マウスの糞便を投与した群のマウスの腸炎はより重症であった（図

3D）。以上から、SP-D－/－マウスの腸内細菌叢はSP-Dが存在しないためにディスバイオーシスの状態になり、それが大

腸炎感受性を増強させる結果となったと考えられた。 
 

 
図3．SP-Dによる腸管の恒常性を制御 

（A-C）3～3.5 % DSS投与により野生型マウス及びSP-D－/－マウスに大腸炎を誘導した。（A）投与前の体重を100%
とした時の体重推移。（B）0、8日目の大腸の写真と0日目の長さを100%としたときの大腸の長さの比較。（C）Disease 
activity index（DAI）。（D）野生型無菌マウスに、 野生型マウスまたは SP-D－/－マウスの糞便を経口投与し、5 日後

よりDSS誘導性大腸炎を起こした時の体重推移。*P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001、NS; 有意差なし。有意差検定

はStudent’s t testで行った。 
 

 
5．大腸炎罹患時における肝グルココルチコイド産生を介した胆嚢SP－D遺伝子の発現制御 
ここまでは、胆嚢由来SP-Dが腸内細菌叢の制御を介して大腸の恒常性維持に貢献し、大腸炎の悪化を防いでいるこ

とを証明してきたが、逆に大腸炎が胆嚢のSP-D発現に影響があるかについて疑問が生じた。そこで、DSS誘導性大腸

炎を起こしたマウスの胆嚢のSftpd遺伝子をqRT-PCR法で検討したところ、大腸炎の進行に伴い発現が亢進することが
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わかった（図4A左）。胆汁中SP-Dの濃度も同様に増加していた（図4A右）。肺上皮細胞でSftpd遺伝子を誘導する因

子として、fibroblast growth factors（FGFs）やグルココルチコイドが知られている［5～7］。そこで、ヒト胆嚢上皮

細胞株OCUG-1を、FGF7、FGF10、またはデキサメサゾン（合成コルチコイド）で刺激しSftpdの発現を検討したと

ころ、デキサメサゾン刺激によりSftpdの発現が強まることがわかった（図4B）。DSS誘導性大腸炎では、前述の胆嚢

でのSP-D産生亢進に加え、胆汁中および肝組織にコルチコステロンが増加していた（図4C）。この肝組織コルチコス

テロンの増加はグルココルチコイド産生酵素阻害剤PF-915275を添加することにより低下することから（図4D）、大

腸炎罹患中には肝コルチコステロン産生が亢進し、それにより胆汁中のコルチコステロンが上昇し、胆嚢上皮における

Sftpd遺伝子発現がさらに亢進することが示唆された。 

 
図4．大腸炎におけるSP-D遺伝子のフィードバック制御 

（A）DSS誘導性腸炎罹患時の胆嚢でのSftpd遺伝子発現（左）、胆汁中のSP-D濃度（右）。（B）胆嚢上皮細胞株OCUG-1
にデキサメサゾン（Dex; 1 M）、FGF7（100 g/mL）、FGF10（100 g/mL）,、EGF（100 g/mL）を添加して培養

後各時間後の Sftpd 遺伝子発現。（C-E）DSS にて大腸炎を誘導して 7 日目の、血清及び胆汁中のコルチコステロン濃

度（C）。胆汁、肝組織ホモジナイズ上清、胆嚢ホモジナイズ上清のコルチコステロン濃度（D）。肝組織に、グルココ

ルチコイド合成阻害剤であるmetyrapone（MET; 200 g./mL）、あるいはPF-915275 （PF; 100 M）を添加し15時

間培養した時の上清コルチコステロン濃度（E）。*P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001、NS; 有意差なし。有意差検定

はStudent’s t testで行った。 
 

 
考 察 

 
SP-D は今まで、肺特異的に存在する抗菌ペプチドであり感染性微生物の排除の寄与していると認識されてきた。し

かし、本研究で、著者らはSP-Dが消化器系臓器の中で胆嚢に特異的に発現し、腸内細菌叢を制御していることを明ら

かにした。いくつかの抗菌ペプチドが腸管上皮や腸管粘膜免疫細胞から分泌され、腸内細菌叢に影響することが知られ

ている。しかし、胆嚢上皮で産生される抗菌ペプチドが腸内細菌叢を制御しているということを明らかにしたのは、本

研究が初めてである。そのメカニズムにはSP-D の関与があるかもしれない。さらに、SP-D のみならず、おそらく他

にもいくつかの胆嚢抗菌ペプチドが存在することが推測され、それには更なる解明が必要である。加えて、胆嚢摘出術

後に見られる胆嚢摘出後症候群で見られる下痢などの腹部症状が、腸内細菌叢の変化に関与しているという報告があり

［8］、SP-Dを初めとした胆嚢抗菌ペプチドが関与している可能性がある。 
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SP-D－/－マウスでは、一般的にプロバイオティクスとされているLactobacillus属菌L. murinusが増加しているにも

関わらず、SP-D－/－マウスがより重篤なDSS誘導性大腸炎を起こすという点で、矛盾しているように見える。しかし、

一方で、SP-D－/－マウス腸内細菌叢では、Clostridia IV 群や XIVa 群の細菌が優位に少ないことが特徴でもあった。

Clostridia IV群やXIVa群の細菌は、短鎖脂肪酸を産生し様々な機構でプロバイティクスとして作用することから、そ

れらが減少しているSP-D－/－マウスでDSS誘導性大腸炎が重篤になることと矛盾しない。このような結果から、SP-D
がL. murinus菌を含むいくつかの細菌に結合しそれらの増殖を抑制することにより、いくつかの細菌種が直接的また

は間接的に増減し、結果的に生じた腸内細菌叢がディスバイオーシス（dysbiosis）になったことが推測される。Clostridia 
IV群やXIVa群の低下は間接的な変化の一端を捕らえたものかもしれない。いずれにしても、SP-D－/－マウスの腸内細

菌叢の変化による大腸炎感受性の増強のメカニズムの解明には、更なる研究が必要である。 
DSS 誘導性大腸炎に罹患すると、肝グルココルチコイド産生亢進を介して胆嚢 SP-D 遺伝子の発現がさらに強くな

ることは興味深い現象であり、これは、”肝―胆―腸内細菌叢を軸とした SP-D による腸管恒常性の維持機構”が存在す

ることを示唆している。過去の報告では、エンドトキシンや炎症性サイトカインが、皮膚や肺といった副腎以外の臓器

においてグルココルチコイド産生を高めることが報告されている［9］。実際、著者らは LPS 全身投与により、肝グル

ココルチコイド産生が亢進し、胆嚢Sftpd発現が上昇することを確認している［4］。従って、大腸炎により腸管バリア

ー機能が低下した結果、LPS の体内への侵入や腸管での炎症性サイトカイン上昇の全身的波及が生じ、肝グルココル

チコイド産生が亢進し、胆嚢Sftpd発現がさらに強められたという可能性が考えられた。 
現時点では、この肝グルココルチコイドを介した腸管炎症による胆嚢SP-Dの産生亢進が、生体においてどのような

意義を持つのかは明らかでない。肺において、SP-D が感染病原体の排除に寄与していることから、胆嚢でも同様に細

菌性胆嚢炎や胆管炎といった腸管からの感染症への防御機構に関与している可能性は十分にある。このように、本研究

は、腸管や胆嚢疾患におけるSP-Dの役割の一端を明らかにしたものであり、今後それらの疾患の治療標的としての可

能性も期待されるところである。 
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