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研究成果の概要（和文）：慢性閉塞性肺疾患（COPD）の病態形成機序を明らかにする目的で一連

の研究を行った。その結果、１）COPD 患者の気道•肺胞細胞では炎症性サイトカインの産生、

アポトーシス、老化、酸化ストレスによる DNA 障害が生じていること；２）気道上皮に慢性的

な DNA 障害を起こしたマウスでは細胞老化と気道炎症が生じること；３）DNA 障害を生じた培

養気道上皮•肺胞上皮細胞からは炎症性サイトカインが産生されることが明らかになった。以上

の成績から、COPD では酸化ストレスによる DNA 障害が気道•肺胞炎症、アポトーシス、細胞老

化の原因になっていることが知られた。 
 
研究成果の概要（英文）： This study was aimed to elucidate the pathoetiologic mechanisms 
of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). We found that 1) chronic inflammation, 
apoptosis, cell senescence, and DNA damage occur in the lungs of COPD patients; 2) DNA 
damage to airway epithelial cells in mice caused cell senescence and chronic airway 
inflammation; and 3) DNA-damaged airway and alveolar epithelial cells produced a large 
amount of proinflammatory cytokines. These findings suggest that DNA damage plays an 
important role in inflammation, apoptosis, cell senescence in the lungs of COPD patients.  
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2010 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2011 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

  年度    

総 計 3,200,000 960,000 4,160,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学•呼吸器内科学 

キーワード：COPD、炎症、アポトーシス、細胞老化、DNA 障害、クララ細胞、肺胞上皮細胞 
 

１．研究開始当初の背景 

 慢性閉塞性肺疾患（COPD）日本においては

500 万人以上存在しているが、人口の高齢化

とともに世界的にも一層の増加が予測され

ている。しかしながら COPD の発症機序は不

明で根本的な治療薬はない。従来から信じら

れてきた COPD（肺気腫）の発症仮説は、喫煙

により活性化された炎症細胞からのプロテ
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アーゼが肺の細胞外基質であるエラスチン

やコラーゲンを破壊するという考え方（プロ

テアーゼ・アンチプロテアーゼ不均衡説）で

ある。しかしながらこの古典的仮説に基づい

て試みられたアンチプロテアーゼ補充療法

では COPD に対して充分な治療効果が得られ

ないこと、肺炎のように高度の炎症細胞浸潤

とプロテアーゼ活性の増加がみられる病態

においては COPD が生じないこと、COPD にお

ける肺胞細胞の消失機序を充分に説明でき

ないこと、さらに COPD の病態を特徴づける

炎症慢性化の機序が不明なことなどの問題

があり、新しい観点からの COPD の発症機序

の研究が必要である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、私たちの「細胞死と老化

仮説」に基づき、COPD の病態形成機序を解明

することである。特にこれまでの研究を発展

させて、老化と炎症の関係と DNA 障害の関与

について研究を進めることとした。 

 

３．研究の方法 

 培養細胞、マウスを用いた動物実験、ヒト

肺組織を用いた研究を行った（東京女子医科

大学倫理委員会承認番号 1783）。 

（１）培養細胞を用いた研究 

 ヒト II型肺胞上皮様 A549細胞とクララ細

胞様 NCI-H441細胞に bromodeoxyuridine 

(BrdU、 またはテロメアーゼ阻害薬

（2.6-bis[3-(N-piperidino) 

propionamido]-9,10-dione、 ）を曝露

して細胞老化を誘導した。その後上清を回収

し、ELISA 法によりサイトカイン濃度を測定

した。細胞成分については SA 

-galactosidase 染色を行うとともに、ウエ

スタンブロッキング法を用いてNF-  と

p38-MAPK の活性化を測定した。 

（２）動物を用いた研究 

 DNA 障害によるクララ細胞の老化を誘導す

るために雄 C57/BL6Jマウスに 3週間連続し

て、週 1回クララ細胞を傷害するナフタレン

（200 mg/kg）または溶媒を腹腔内に注射し

し、薬剤投与の翌日から 3日間BrdU（200 

mg/kg）または溶媒を腹腔内投与した。薬剤

の最終投与から 1週間後（実験開始から 4週

後）に肺を摘出した。凍結およびパラフィン

固定の肺組織切片を作製して

senescence-associated (SA) 

-galactosidase 活性および免疫組織染色

(抗 CC10、抗 CD45、抗 CD90.2、抗

phospho-p38MAPK 抗体) を行い、末梢気道の

クララ細胞の老化と気道炎症の関係につい

て検討した。一部のマウスについてはBrdU

を投与する直前に毎回 p38-MAPK 阻害薬

（SB202190、1 mg/kg）を腹腔内に注射した。 

（３）ヒト肺組織を用いた研究 

 肺容量減少術時に採取されたCOPD患者（全

員過去喫煙者）の肺組織および末梢性肺癌の

切除時に採取された非喫煙者および喫煙者

の残余肺組織から のパラフィン包埋切

片を作製し、蛍光免疫染色を行った。用いた

一次抗体は、抗 phospho(Ser139)-histone 

)、抗

phospho(Ser25)-p53-binding protein 1 

(phospho53BP1)、抗

phospho(Ser/Thr)-ataxia teleangiectasia 

mutated kinase (ATM)/ataxia 

teleangiectasia and Rad3-related kinase 

(ATR) substrate、抗 p16INK4a、抗

cleaved(Asp175)-caspase-3 (active 

caspase-3)、抗 phospho(Ser536)-nuclear 

factor (NF)- 、抗 IL-6、 抗

8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG)、抗

surfactant protein-C (SP-C)、ヤギ抗

aquaporin-5 (AQP5)およびマウス抗 CD31 で



 

 

あった。 

４．研究成果 

（１）培養細胞を用いた研究 

 BrdUによるDNA障害やテロメアーゼ阻害薬

により老化したA549細胞や NCI-H441 細胞で

は NF- や p38-MAPK が活性化し、IL- 、

IL-6、IL-8、TNF 、GM-CSF などの炎症性サ

イトカインが産生されていた。 

（２）動物を用いた研究 

 ナフタレンと BrdU を 3週間反復して腹腔

内に注射したマウスでは、ナフタレンのみを

腹腔内注射したマウスに比べて、末梢気道の

クララ細胞が老化し（SA -galactosidase

が陽性）、クララ細胞（CC10 陽性細胞）の再

生が抑制されていた。さらにクララ細胞が老

化した気道周囲には白血球（CD45 陽性細胞）

や Tリンパ球（CD90.2 陽性細胞）の浸潤が観

察された。またナフタレンと BrdU を腹腔内

注射したマウスではクララ細胞の p38-MAPK

のリン酸化が観察された。そこで p38-MAPK

阻害薬を腹腔内注射したところ、クララ細胞

の再生は改善しなかったが、ナフタレンと

BrdU の腹腔内注射により誘導された白血球

の浸潤が抑制されていた。 

（３）ヒト肺組織を用いた研究 

 対照喫煙者や対照非喫煙者と比べてCOPD

患者のI型肺胞上皮細胞、II型肺胞上皮細胞、

血管内皮細胞では、2本鎖 DNA障害

（double-strand DNA breaks）の指標である

、リン酸化 53BP1 foci、リン酸

化 ATM/ATR substrates foci の数が有意に増

加していた。対照喫煙者では対照非喫煙者に

比べて 、リン酸化 53BP1 foci、

リン酸化 ATM/ATR substrates foci の数が増

加する傾向にあったが有意差は認められな

かった。また COPD 患者の肺組織では非喫煙

者や喫煙者に比べて II型細胞のアポトーシ

ス（active caspase-3 陽性率）、細胞老化（p16

陽性率）、炎症活性化（リン酸化 陽性

率および IL-6陽性率）の程度も増加してい

たが、これらの増加は肺組織のII型肺胞上

皮細胞の DNA 障害の程度（ の平

均数）との間に正の相関がみられた。 

 個々の II型肺胞上皮細胞について検討す

ると、 の数が多い細胞ほど

active caspase-3、p16、リン酸化 お

よび IL-6 の陽性率が増加していた。さらに

8-OHdG（酸化 DNA）陽性のII型肺胞上皮細胞

では、8-OHdG 陰性の II型肺胞上皮細胞に比

べて の数が有意に増加していた。

さらに p16 陽性の老化した II型肺胞上皮細

胞では がリン酸化していた。 

 以上の結果から、１）COPD 患者の気道•肺

胞細胞では炎症性サイトカインの産生、アポ

トーシス、老化、および酸化ストレスによる

DNA 障害（2本鎖切断）が生じていること；

２）気道上皮に慢性的な DNA 障害を起こした

マウスでは細胞老化と気道炎症が生じるこ

と；３）DNA 障害を生じた気道上皮•肺胞上皮

細胞は老化とともに炎症性サイトカインを

産生する形質(senescence-associated 

secretory phenotype: SASP)に変化すること

が明らかになった。すなわち COPD では酸化

ストレスによる DNA 障害が気道•肺胞炎症、

アポトーシス、細胞老化の原因になっている

ことが知られた。 

 本研究の結果から、COPD では炎症と DNA 障

害の間に悪循環が形成している可能性が考

えられた。すなわち COPD 患者ではタバコ煙

曝露により活性化された炎症細胞からの活

性酸素/活性窒素とタバコ煙中の活性酸素が

気道や肺胞細胞の DNAに 2本鎖切断を引き起

こす。その結果、気道や肺胞細胞にアポトー

シスや細胞老化が誘導されるとともに、

や p38MAPK が活性化されて（SASP）が

炎症性サイトカインが産生される。炎症性サ



 

 

イトカインは炎症細胞をさらに活性化する

ことにより、活性酸素/活性窒素による DNA

障害を増強する。COPD 患者ではこのようなポ

ジティブフィードバック経路により炎症と

DNA 障害の間の悪循環が生じるため、炎症が

慢性化する可能性が考えられた。 

 本研究で示されたように、COPD の病態形成

機序に DNA 障害が関与しているならば、COPD

が高齢者に多い理由（DNA 障害の蓄積性）、

COPD の炎症が進行性に悪化する理由（炎症と

DNA 障害の悪循環）、COPD の炎症が禁煙後も

持続する理由（DNA 障害の残存性）、肺癌が合

併しやすい理由（COPD と肺癌の原因における

DNA 障害の共通性）を説明することが可能と

思われる。 
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