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研究成果の概要（和文）：喫煙関連疾患である慢性閉塞性肺疾患の病態解明のため、恒常性維持機構の１つであ
るシャペロン介在性オートファジー（CMA） について検討した。ヒト気管支上皮細胞（HBEC）と肺組織を使用
し、喫煙刺激によりNrf2依存性にLAMP2A発現とCMA活性化を誘導した。免疫組織化学ではNrf2とLAMP2Aが非COPD
肺と比較してCOPD末梢気道上皮細胞で減少した。COPDから分離されたHBECでは、Nrf2とLAMP2A両方が低下し、
LAMP2Aは肺機能と正の相関を認めた。この結果、喫煙刺激により傷害されたCMAがアポトーシスを介してCOPD病
因と関係があると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chaperon-mediated autophagy (CMA) is a type of selective autophagy for 
lysosomal degradation of proteins. CMA has been implicated in maintaining nutritional homeostasis. 
We sought to examine the role of CMA in regulating cigarette smoke(CS)-induced apoptosis linked to 
UPR during COPD pathogenesis by using human bronchial epithelial cells (HBEC) and lung tissues. CS 
extract (CSE) induced LAMP2A expression and CMA activation through Nrf2 dependent manner in HBEC. 
Immunohistochemistry showed that Nrf2 and LAMP2A levels were reduced in small airway epithelial 
cells in COPD compared with non-COPD lungs. Both Nrf2 and LAMP2A levels were significantly reduced 
in HBEC isolated from COPD and LAMP2A levels in HBEC were positively correlated with pulmonary 
function tests. These findings suggest impaired CMA during CSE exposure may be causally associated 
with COPD pathogenes is through enhanced UPR-mediated apoptosis in epithelial cells.

研究分野： 呼吸器

キーワード： シャペロン介在性オートファジー　LAMP2A　慢性閉塞性肺疾患　ヒト気道上皮細胞　細胞死　アポトー
シス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性閉塞性肺疾患(COPD)は喫煙を原因とし, 酸化ストレス増加に関連した細胞老化や細胞死の亢進が重要な役割
を果たす。COPD病態におけるシャペロン介在性オートファジー(CMA)の蛋白質恒常性維持機構としての役割解明
を目的に検討を行った。
Nrf2-LAMP2A axisがUPRとアポトーシス制御によりCOPD病態進展に関与する可能性が示された。また、LAMP2A発
現量は呼吸機能検査結果と相関した点から、CMAのCOPD病態の気道閉塞への関与の可能性が強く示唆され、今後
CMA活性化を標的としたCOPD治療法開発が重要な検討課題と考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺患(COPD)は、加齢を発症危険因子とし、喫煙による慢性進行性の気流閉塞を

機能的特徴とする治療抵抗性の呼吸器疾患である。喫煙による酸化ストレスの増加とミトコン
ドリア傷害誘導による細胞機能異常が、病態進展において重要である。COPD 病態における酸
化ストレスと細胞老化の亢進及びその制御機構について、これまでに我々はマクロオートファ
ジーや、ミトコンドリア選択的なマイトファジーの関与を報告してきた. 
オートファジーはリソソームと協調した細胞内分解処理機構である。オートファジーにはマ

クロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペロン介在性オートファジーと、3 種類の
異なる機序のオートファジーが存在する(図１)。マクロオートファジーは、その機序解明によ
り、最も検討が進んでおり、細胞死や細胞老化と炎症制御などにより COPD 病態進展に関与す
ると考えられている。一方シャペロン介在性オートファジー（CMA）の COPD での役割は明
らかでない。 

 
CMA では、細胞内で構成的に発現している分子

シャペロンの heat shock protein family A(Hsp70) 
member 8(HSPA8)が重要な役割を果たす。KFERQ 
様モチーフが分子表面に出した基質タンパク質に
HSPA8 が結合、リソソーム上の膜貫通蛋白
LAMP2A とシャペロン分子複合体を形成する。結果
基質タンパク質はリソソーム膜を通過し内部へ取り
込まれ、リソソーム内の加水分解酵素により分解さ
れる。CMA の特徴として、①HSPA8 の作用により
分解する基質タンパク質の選択性が非常に高く、
LAMP2A 発現量が機能制御にもかかわる点、②スト
レス下では細胞質における傷害タンパク質の特異的
な分解により、凝集体の形成予防など細胞機能恒常
性維持で重要な役割を果たす点にある。 
 

CMA はマクロオートファジーと相補的に作用し、マクロオートファジーの機能低下に対して
CMA は機能亢進で対応する。このように細胞機能そしてミトコンドリア機能恒常性維持には、
マクロオートファジーと CMA の両方が適切にかつ相補的に作用することが必要と思われる。
しかしながら、COPD 病態における CMA の役割については全く検討されていない。  

Regulated cell death(RCD)の亢進は COPD 病態の根幹をなし、喫煙刺激による小胞体ストレ
ス応答が重要であると考えられている。近年小胞体ストレス応答（UPR）が、LAMP2A のリン
酸化により CMA 機能を亢進させることが報告された。また UPR はマクロオートファジーを誘
導することが示されている。 
COPD 病態ではマクロオートファジーが不十分であり、つまりマクロオートファジー代償機構
として作用する CMA 機能が COPD 進展上重要と思われる。そこで COPD 病態への CMA の関
与を、UPR は RCD 特にアポトーシスの点から明らかにすることを本検討の課題とする。 
 
２．研究の目的 
喫煙刺激時の CMA 活性の変化に関して LAMP2A 発現の重要な転写因子である Nrf2 との関係

から明らかにする。また喫煙刺激の際の CMA の役割を、UPR やアポトーシスなどの制御因子
としての点から検討する。COPDの病態へのCMAの関与を明らかにするとともに、新たなCOPD
治療開発のための手がかりを得ることを目的として本検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた検討：肺癌手術患者由来の肺組織の正常部分より分離した気道上皮細胞
（HBEC）および BEAS2B 細胞を検討に用いた。Cigarette Smoke Extract(CSE)によるタバコ刺
激を行い、LAMP2A 発現を検討した。CMA 活性は代表的な基質である GAPDH 発現量で検討し
た。LAMP2A 発現における Nrf2 の関与を明らかにするため、siRNA による LAMP2A ノックダ
ウンによる検討を行った。UPR は Bip、peIF2、ATF4、CHOP 発現により評価した。アポトーシ
スは LDH 細胞傷害 assay、MTTassay、TUNEL 染色、caspase-3 ウエスタンブロット、FACS
による PI、annexinV の 2 重染色で評価した。 
CHOP のアポトーシスへの関与は、CHOP siRNA で評価した。CMA の機能をさらに明らかにす
るため、LAM2A 発現ベクターを用いた過剰発現による検討を行った。 
 
(2) 患者肺組織を用いた検討：肺生検および肺癌の手術によって得られた癌病変を含まない肺組
織（ホルマリン固定）を用いて(正常、non-COPD smoker、COPD)検討を行った。Nrf2、LAMP2A、
LAMP1,Bip の発現は免疫組織学的に評価した。 
 
(3) 患者由来 HBEC を用いて、Nrf2 と LAMP2A 発現量を定量的に評価し、その発現量と臨床的
指標との関連を検討した。 



４．研究成果 
(1) 喫煙刺激（CSE）は Nrf2 依存性に LAMP2A を誘導する。 
 CSE 刺激により、約 48 時間をピークに LAM2A 発
現誘導が認められた（図２）。LAMP2 発現量が CMA
活性化の指標と考えられている。喫煙刺激時の CMA
活性化に亢進は GAPDH 発現低下により示された。
近年、抗酸化物質のマスター転写因子の Nrf2 が
LAMP2A 発現を制御していることが明らかとなって
いる。そこで Nrf2 をノックダウンし、同様の検討を
行った結果、CSE 刺激による LAMP2A 発現誘導は、
明らかな抑制が認められた（図２）。以上検討から喫
煙刺激による CMA 機能亢進（LAMP2A 発現）は Nrf2
依存性であることが示された。 
 
(2) CMA は CSE によるアポトーシスを制御する。 
CSE 刺激はアポトーシスを誘導するため、LAMP2A
ノックダウンにより CMAの役割を検討した。CSEに
より誘導されるアポトーシスは LAMP2A ノックダウ
ンにより亢進し、CMA がアポトーシスに対して抑制
的に作用していることが示された（図３）。 
 
 
(3)CSE 刺激は UPR を誘導し、CMA は UPR を制御している 
CSE 刺激による UPR との関連性を明らかにするため、
LAMP2A ノックダウンの UPR への影響を検討した。
CSE は UPR として Bip、ATF4、CHOP 発現を誘導し、
LAMP2A ノックダウンは UPR をさらに亢進させること
が示された（図４）。つまり CMA は喫煙刺激の際の UPR
制御で重要である可能性が示唆された。 
 
 
(4)CMA 活性化は、UPR とアポトーシスを抑制する。 

CMA 活性の UPR とアポトーシスへの関与をさら
に明らかにするため、LAMP2A 発現ベクターを使用
した。LAMP2A 発現ベクターにより CMA を活性化
すると、CSE 刺激による UPR と、CSE によるアポ
トーシス誘導は抑制された（図５）。 
 
(5) CHOP は、CMA 活性低下時のアポトーシス誘導に関与する。 
次に UPR の CHOP発現亢進が CMA活性低下時のアポトー
シス亢進に関与することを明らかにするため、siRNA によ
る CHOP ノックダウンを用いて検討をおこなった。結果、
LAMP2A ノックダウンにより増加したアポトーシスは
CHOP ノックダウンにより抑制されることが示された（図
６）。 
 
(6) HBEC における Nrf2 と LAMP2A 発現 
HBEC において、Nrf2 と LAMP2A 発現量には相関関係を認
め、COPD 病態における Nrf2 による CMA の制御の可能性
が示唆された。また、LAMP2A 発現量は呼吸機能検査結果
と相関し、CMA の COPD 病態の気道閉塞への関与が示唆さ
れた（図７）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（結論） 
CSE 刺激が誘導する UPR 及びアポトーシス亢進に CMA が関与することが明らかとなった。 

CMA 活性に、Nrf2 による LAMP2A 発現誘導が関与し、COPD 肺では Nrf2 発現低下が報告され
ている点から、Nrf2-LAMP2A axis が UPR とアポトーシス制御により COPD 病態進展に関与す
る可能性が示された。実際分離培養した気道上細胞においても Nrf2 と LAMP2A 発現量には相関
関係を認めた。また、LAMP2A 発現量は呼吸機能検査結果と相関した点から、CMA の COPD 病
態の気道閉塞への関与の可能性が強く示唆された 
さらにマクロオートファジーと CMA を同時に阻害した検討により UPR とアポトーシスの亢

進を認め（data not shown）、マクロオートファジーの低下した状態では CMA 機能が、UPR 及
びそれによる細胞死制御の重要な規定因子となると考えられた。今後 CMA 活性化を標的とした
ような COPD 治療法開発が重要な検討課題と考えられた。 
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