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研究成果の概要（和文）：Autophagy (AP)とGut-lung axisが関連しているとの仮説を立て、COPDにおけるAPの
役割を検討する目的でAPを誘導するミトコンドリアDNA（mitDNA）の血中レベルを測定した。mitDNAレベルは健
常者に比べCOPDで高い傾向を認め、GOLD stage Ⅳ＞Ⅰ＞Ⅱ＞Ⅲの傾向であったが重症度とは関連なかった。患
者群のmitDNAはBMIと正の相関を認め気腫病変と負の相関を認めた。mitDNA測定時以前の1秒量の経年変化率と正
の相関を認めたが、死亡例と生存例との間にmitDNAレベルの差は認めなかった。mitDNAはCOPDの病態と関連して
おりさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that changes of autophagy (AP) could relate to the 
alteration in the Gut-lung axis on the development of COPD. We measured plasma levels of 
mitochondria DNA (mt DNA), which is an index of injury in mitochondria and relates to induction of 
AP. Moreover, the relationship between these levels and clinical parameters in COPD was investigated
 to elucidate the role of AP in COPD. The mt DNA levels tended to be higher than those in healthy 
non-smoker and smoker. However, the levels did not relate to GOLD clinical stage. The levels 
correlated with BMI while the levels inversely correlated emphysema score in CT. And decline rate in
 FEV1 before the measurement also correlate with the mt DNA level. There were no significant 
differences between the survivor and non-survivors 5 years after the measurements. In conclusion, mt
 DNA partially relates to the clinical findings in COPD and further investigation is needed to 
elucidate the role of AP.

研究分野： 内科学

キーワード： COPD　Gut-lung axis　Autophagy　Mit DNA　Adiponectin

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
COPDは喫煙者の約20％にのみ発症するがなぜ一部の喫煙者のみに発症するかについては明らかではない。発症メ
カニズムを明らかにすることは、将来的な喫煙対策を含め社会的に重要な課題である。本研究ではautophagyと
Gut-lung axisが関連しているとの仮説を立て、COPDにおけるAutophagyの役割を検討したものである。本研究に
てAutophagyを誘導するとされるミトコンドリアDNA（mitDNA）の血中レベルはCOPDの病態と関連していることが
明らかになった。喫煙、COPD発症におけるAutophagyの関与をさらに明らかにすることが求められる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 

 慢性閉塞性肺疾患（COPD）は喫煙を主因とし、60 歳代後半から発症する進行性の呼吸器

疾患である。世界保健機構（WHO）は 2020 年には死亡原因の第三位になると予測し、高齢

化が進み喫煙率が高い本邦でも COPD 患者の大幅な増加が危惧されている。COPD は喫煙者

の約 20%に発症するとされるが、一部の喫煙者でのみ COPD を発症する要因については明ら

かになっていない。 

１）COPD 発症における肺‐消化管ネットワークの役割 

 COPD にみられる重要な併存症である栄養障害の機序について消化・吸収の観点から消化

管に焦点をあて、特に腸管および腸内細菌叢も含めた腸内環境の悪化が、栄養障害の発症

さらには COPD の発症進展にも関与するとの仮説のもとに、肺－消化管ネットワークを想

定して研究を行ってきた（平成 20年～22 年：基盤研究 C “COPD の全身性炎症における肺

―消化管ネットワークの意義”）。喫煙曝露によって腸内細菌の代謝物で腸内環境維持に

重要な役割を果たす短鎖脂肪酸やビフィズス菌が減少する(Tomoda K, Kimura H et al. J 

Toxicol Sci. 2011) ことや、腸内環境維持に重要な食物繊維が欠乏した給餌では、血中

抗酸化ストレス活性が低下し、喫煙曝露によりその活性がさらに低下することを明らかに

し(Tomoda K, Kimura H et al. J Toxicol Sci. 2012)、COPD の発症予防に食物繊維が重

要な役割を果たすとされた大規模疫学研究結果(Kan H et al. Am J Epidemiol, 167, 

2008)を初めて動物実験を用いて実証した。以上の結果を基盤として、現代生活で問題視

される食習慣（繊維除去食および不規則な食事摂取）が腸内環境の悪化を招き、COPD およ

び併存症である栄養障害や骨粗鬆症の発症・進展の後天的な発症要因として重要であるこ

とを明らかにしてきた。（平成 24年～26 年：基盤研究 C “慢性閉塞性肺疾患に対する新

規栄養療法の開発：進行抑制から発症予防をめざして”）。しかしながら、この肺―消化

管ネットワークを制御する因子を明らかにするまでには至っていない。 

２）喫煙者から COPD 患者へ：Autophagy の関与 

 Autophagy（自食）とは細胞内蛋白質を分解するために細胞がもっている仕組みのひと

つであり、特に飢餓状態になると亢進し、蛋白のリサイクルを行い、生体の恒常性維持に

関与することが知られている。研究協力者は喫煙に曝露した気道上皮細胞や COPD 患者の

肺組織で Autophagy が亢進していることを報告し、Autophagy が COPD の病態と深く関連し

ていることなどを明らかにしている(Choi AM et al. NEJM, 2013)。Autophagy の調節因子

LC3B の血中レベル定量法を共同で開発し、本邦での健常者、喫煙者、COPD 患者の血中

LC3B レベルを測定比較した（平成 24 年～26年：基盤研究 C 慢性閉塞性疾患・表現型規

定因子の探究－日米比較研究からの発信）。LC3B レベルは健常者、喫煙者、COPD 患者の

順に低下していた。この結果から喫煙者が COPD を発症する過程で Autophagy の変化が密

接に関連すると考えられた。Autophagy の変化が COPD 発症要因の一つであると仮想したの

が本研究着想の契機である。 

 



２．研究の目的 

 既述した細胞外遊離 LC3B の測定方法確立にあたって特に注意すべきは、LC3B 抗体の

LC3 サブファミリーである LC3A および LC3C への交差反応が LC3B 測定に及ぼす影響であ

る。我々は複数の LC3B 抗体および LC3 サ LC3A および LC3C の抗体を用いて、本測定系が

LC３B特異的な検出方法であることを慎重に検討してきた。現時点では、LC3A と LC3B の

相同性の高さによると考えられる抗 LC3B 抗体の LC3A への反応の存在がわずかに認められ

ている。この交差反応の問題を解消すべく、共同研究グループである Weill Cornell 

Medicine(New York, U.S.A.)の Dr. Choi のグループと協力し、特異性の高いモノクロー

ナル抗 LC3B 抗体の作成および、代替測定法として ELISA (enzyme-linked immunosorbent 

assay) 法の作成に現在取り組んでいるところである。 

 血漿サンプルでの LC3B 測定における注意点として血漿分離してから速やかに凍結保存

する必要がある。これまでの検証によって保存までの時間が長くなると測定値が著明に高

くなることが明らかとなった。既述の LC3B の測定で登録した健常者から採取したサンプ

ルの多くが採血から分離・保存まで長時間を要していることが判明した。健常者の LC３B

の高値は保存時間の影響している可能性が考えられた。 

以上のように測定法およびサンプルの健常者の分離保存方法に改善すべき点があること

から、Autophagy の役割を他の指標を用いて健常者および COPD 患者で再度検討することが

必要となった。研究協力者の Dr. Choi のグループは Autophagy と関連する他の指標とし

て mitochondria DNA(mitDNA)に着目し COPD 患者の尿中の mit DNA を測定し病態との関連

性を報告している（Zhang WZ et al. JCI Insight, 2020）。本研究では Dr. Choi のグループの

協力を得て、COPD 患者の血漿中の mitDNA レベルを測定し、COPD の病態との関連性を検

討し、COPD 発症・進展における autophagy の役割について検討することとした。 

 

３．研究の方法 

１）対象 外来通院中の安定期 COPD 名（平均年齢 71.5 歳）を対象とし、基礎疾患がなく

呼吸機能検査にて異常を認めない非喫煙者（平均年齢 63.5 歳）と喫煙者（同 63.8 歳）。 

２）検討項目 

1）mit DNA 

 血漿中の細胞外遊離ミトコンドリア DNA (mtDNA)の定量測定には、以前報告された確

立した方法を用いた （Nakahira et al. PLoS Medicine, 2013）。患者血漿（50-200ul）を 4℃

下にて 700g および 18,000g にて遠心分離したのち上清を採取し、DNeasy Blood and Tissue 

Kit (#69504; Qiagen)を使用して total DNA を抽出した。mtDNA のレベルは SYBR Green 色

素を用いた定量 PCR 法によって human NADH dehydrogenase 1 gene(mtNd1)の DNA コピー

数を測定することで検討した。すべてのサンプルは 3 回測定され、その平均値を解析に使

用した。標準曲線には mtNd1 の cDNA（#SC101172; ORIGENE）を連続希釈して用いた。



血漿中の mtDNA のレベルは以下の数式を用いて、血漿 1 マイクロリーター中の mtNd1 の

コピー数で表した。 

 mtDNA concentration (copy/ul plasma) = Q × VDNA / VPCR × 1/Vext 

(Q: PCR 法によって得られたコピー数、VDNA：DNA 抽出後の DNA 総容量、VPCR：定量

PCR に用いた DNA 容量、VEXT：DNA 抽出に用いた血漿量。) 

2) 臨床指標との関連性 

病期（GOLD の病期分類）、BMI、胸部 CT における気腫病変（Goddard score）との関連

性について検討した。   

3) 臨床経過・予後との関連性 

mtDNA 測定前および測定後の FEV1の経年的変化（変化速度 ml/year）との関連性について

検討した。 

4) 他のマーカとの比較 

COPD の病態と密接に関連し、予後因子であることが明らかとなった adiponectin との相違

を特に項目３）について検討した。 

 

４．研究成果 

１）健常非喫煙者および健常喫煙者との比較（図１） 

COPD 患者の mtDNA レベルは健常非喫煙者および健常喫煙者と比較して高い傾向を認め

た。非喫煙者と喫煙者の間には差は認められなかった。 

２）COPD 患者における mtDNA レベルと臨床指標との関連性 

① GOLD の重症度分類との関連性（図２） 

mtDNA レベルは StageⅣが最も高く、以下は StageⅠ, StageⅡ,StageⅢの順となり、StageⅣ

のレベルのみ健常非喫煙者に比べ有意に高値であった。以上の結果から mtDNA レベルと

臨床病期とは関連性は認められず、COPD 発症時に mtDNA レベルは一旦上昇し、一秒量

の低下とともに下降し、最重症に至ると再度上昇すると考えられた。 

② 肺気腫との関連性（図３） 

胸部 CT 全肺野における気腫スコアは mtDNA レベルと有意の負の相関を認めた。気腫病

変が多いと mtDNA レベルが低下していると考えられた。 

③ BMI との関連性（図４） 

正の相関を認め、栄養状態が不良なほど mtDNA レベルが低下していると考えられた。 

３）臨床経過との関連性 

①一秒量の経年的変化率（低下速度）との関連性（図５）（図６） 

mtDNA 測定前の経年的変化は正相関を認めたが測定後の経年的変化とは関連性を認めなか

った。mtDNA レベルが低いほど測定前の呼吸機能の低下速度が大きいと考えられた。 

②予後との関連性（図７） 

mtDNA レベルは死亡例では生存例に比して低い傾向を認めたが有意差は認めなかった。 



４）他の指標との比較（図８） 

3）について血中アディポネクチンを用いて検討を行なったところ一秒量の経年的変化率

とは関連性は認められなかったが死亡例では生存例に比して有意に低値であった。なおア

ディポネクチン濃度と mtDNA レベルは有意の負の相関が認められた。（図９） 
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