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研究成果の概要（和文）：転写因子C/EBPαは肺の傷害時に様々な刺激から生体を守るために活性化する。しか
しながら老化した個体ではその活性を発揮する事ができず、本来の恒常性を保てない事を証明してきた。慢性閉
塞性肺疾患は長期にわたる喫煙の結果、比較的高齢者で発症する不可逆的な肺破壊と気流閉塞を呈する疾患であ
り、老化と疾患発症メカニズムの関連が強く示唆される。本研究においてC/EBPαノックアウトマウスを用いて
COPDモデルにおける細胞特異的な個体の変容を明らかにし、ヒト肺病変との相似性と類似性を検討し、成果を得
た。

研究成果の概要（英文）：C/EBPα, a transcription factor, is activated to protect the lung during 
lung injury. In senescence model, the dysfunction of C/EBPα might lead the loss  of homeostasis in 
lung. COPD is a representative disease that chronic smoke exposure develops lung destruction and 
irreversible obstructive disorder in old, suggesting the strong association between senescence and 
COPD pathogenesis. We hypothesized that C/EBPα dysfunction associates to COPD. Those transcription 
factor analysis might contribute to explain the disease pathogenesis.   

研究分野：呼吸器

キーワード： COPD　C/EBPα　老化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
COPDは日本人にとって多くの人口を占める疾患であり、身体活動性の低下や寝たきりなど社会問題として重要な
課題を多く含む。根治的な治療方法はなく、対症療法に限定され新規の治療方法が期待される。老化により欠落
した因子の検討により新たな治療ターゲットが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患（COPD）は酸化ストレス、アポトーシス、プロテアーゼ活性亢進を伴い、
気道リモデリングと肺胞破壊による不可逆性換気障害を呈し対症療法以外の治療はない。
上皮細胞の胎児性転写因子は肺の発生に必須であると共に、生後の肺傷害時に恒常性維持
に必要である事が明らかになってきた。申請者はその一つである C/EBPαが末梢気道クラ
ブ細胞、Ⅱ型肺胞上皮細胞のプロテアーゼ活性を調節し、微小環境の恒常性維持に必要であ
る事を先行研究にて証明した。また、加齢と共に C/EBPαの機能が低下する事が明らかと
なり、細胞や個体の老化に関与する機能変容の原因と推察され、転写因子複合体のパターン
変化の研究を企画した。本研究申請では C/EBPα複合体形成時の表現型を in vivo で検討す
ると共に、遺伝子発現パターンの変化、さらに上流シグナルとの関連を検討する。これより
COPD の疾患感受性因子を抽出し、病態の理解、治療戦略への発展を期待する。 
 
２．研究の目的 
⑴ 刺激応答に対する C/EBPαの役割の検証と加齢による機能変容を示す 
セリンプロテアーゼ活性を中心に COPD 肺の病理表現型の由来を構成細胞の機能変容から
アプローチする。C/EBPα肺上皮特異的な特徴を老化を推定した遺伝子改変マウスの実験結
果から抽出し、ヒト肺での減少と比較する 
 
⑵ C/EBPαの転写因子複合体形成による機能変容と病態予測 
マウスモデルより得られた C/EBPαの有無による転写因子活性の知見から、喫煙者の肺組
織における知見の類似性と病態との相関を検討する。 
 
３．研究の方法 
⑴ 刺激応答に対する C/EBPαの役割の検証と加齢による機能変容を示す 
C/EBP ノックアウトマウスを用いて半年間の慢性喫煙モデルを作成する。肺気腫の程度、
気道上皮の傷害と再生、末梢気道における上皮細胞の発現様式を網羅的に解析し、野生型と
比較する。さらに特定された原因に対して介入実験を長期に行い表現型の克服を目的とす
る。 
 
⑵ C/EBPαの転写因子複合体形成による機能変容と病態予測 
手術肺により得られた喫煙者肺組織における蛋白発現様式、ＣＴで解析する肺気腫表現型、
遺伝子発現量、臨床情報を比較検討する。 
 
４．研究成果 
⑴ 慢性喫煙による C/EBPαノックアウトマウスの変化 
CCSP-rtTACre-C/EBPαfl/fl マウスに対し、5 週齢より 7 週齢までドキシサイクリン餌を与
え 9 週齢より慢性喫煙曝露（10 本・日、週 5 日）を半年間行った。また気道上皮の再生を
可視化するためにマウスに H2B-RFP-LSL-eGFP を組み込み、クラブ細胞核に eGFP が誘導
されるモデルに発展させた。慢性喫煙曝露によりノックアウトマウスにおける線毛上皮細
胞数は有意に減少し、その原因としてクラブ細胞よりの分化が不十分であることが分かっ
た。さらに細胞間接着因子の低下を認めた(図１)。また、気管支肺胞洗浄液中のセリンプロ
テアーゼ活性、キモトリプシン活性の上昇を認めた。病理所見では肺気腫の相対的な悪化を
野生型に比し認めた。気管支周囲の肺胞アタッチメントはノックアウトマウスで有意に異

 
図 1:半年喫煙後の気道上皮細胞の分化状況と総数 

クラブ細胞は GFP陽性であり、これより分化した GFP陽性細胞(左)がノックアウトマウスは総数(右)

も融資に少ない。Zo-1に見られる細胞間接着因子の低下を認めた。 

クラブ細胞：Scgb1a1(赤)、線毛上皮細胞：Tubulin（黄色）、クラブ細胞各由来 GFP（緑） 

FoxJ1：線毛上皮細胞に特異的遺伝子 



常を示した。以上の有意な所見から、C/EBPαは慢性喫煙曝露下において末梢気管支領域の
恒常性維持に非常に重要であり、老化に伴う機能の欠落は個体にとり影響を及ぼす可能性
を示唆した。 
次に末梢気道の遺伝子発現様式を解析するために LMD を用いて 100μm 幅の気道上皮を凍
結細胞から抽出し遺伝子網羅的解析を行った。その結果、抗セリンプロテーアーゼ群の遺伝
子発現に有意差を認めた。 

これより C/EBPαの欠落に伴う異常なプロテアーゼ活性の上昇を原因と推察し、半年間に
及ぶ抗セリンプロテアーゼ気管内投与を慢性喫煙曝露ノックアウトマウスに対して行い、
図 2 に示されるように表現型の抑制に成功した。 

⑵ ヒト肺を用いた解析 

 

図 2：C/EBPα KOマウス慢性喫煙曝露モデルに対する抗セリンプロテアーゼの効果 

アプロチニン(BPTI)を半年の喫煙期間に毎日気管内投与する事で線毛上皮細胞の再生

は賦活し、肺胞アタッチメントの異常も抑制された。 

* P <0.05, Student’s t-test * P <0.05, Student’s t-test

傷害後に再生した線毛上皮細胞

元から存在した線毛上皮細胞

Bar ：50 μm Bar ：100 μm

線毛上皮細胞再生に対する効果 肺胞アタッチメントに対する効果
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図 3：非肺気腫、傍隔壁型、小葉中心型の肺気腫における蛋白発現 

LEKTI蛋白発現は CLE患者で有意に低下した。一方 SERPIND1に変化を認めず。 

* P <0.05, Tukey-Kramer test
Bar：solid line = 100 µm, dashed line = 25 µm

LEKTI (SPINK5)：Lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitor

SERPIND1：Serpin Family D Member 1

染色スコア

染色スコア

PSE：傍隔壁型肺気腫

CLE：小葉中心型肺気腫



 術前 CT 画像において患者群 28 例は非気腫 12 症例、傍隔壁型肺気腫 10 症例、小葉中心

性肺気腫 6 症例に分類された。肺組織中 CEBPA mRNA の発現は肺気腫症例で有意な低下を

認め、小葉中心性肺気腫の末梢気道では、SPINK5 が制御する Lympho-epithelial Kazal-type-

related inhibitor; LEKTI の免疫染色スコアが非気腫症例と比較し有意に低下した。以上①より 

末梢気道における Spink5/LEKTI の低下はマウスとヒトで共通する肺気腫進展因子と推察

された。特にヒト肺においては小葉中心性肺気腫に特異的であり、LEKTI は末梢気道傷害と

肺気腫の進展を同時に説明し得る重要な因子であると考察された。 
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