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研究成果の概要（和文）：鉄欠乏状態は喫煙による肺組織の炎症を増強し、慢性閉塞性肺疾患の主病態である呼
吸機能や肺気腫を増悪させるという背景を基に、鉄代謝に関わるヘム蛋白合成経路に着目した。ヘム蛋白合成経
路のアミノレブリン酸合成酵素（Aminolevulinic acid synthase; ALAS）遺伝子改変マウスを用いて喫煙曝露を
行ったところ、肺気腫の程度は対照群と差異がなかった。肺胞上皮細胞株をALAS-1阻害薬により処理した後に
JC-1染色を行ったところ、ミトコンドリア膜電位が上昇し、ミトコンドリア内のヘム合成阻害が起こっているこ
とが示されたが、タバコ抽出液によるアポトーシスの程度には差異が認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Based on the background that iron deficiency enhanced smoking-induced 
inflammation in lung tissue and exacerbated pulmonary function and emphysema, the main pathology of 
chronic obstructive pulmonary disease, we focused on the heme protein synthesis pathway involved in 
iron metabolism. 
Mice heterozygous null for aminolevulinic acid synthase (ALAS)-1 (A1+/-s), a heme protein synthesis 
pathway enzyme, were exposed to smoking. After 6 month with smoking exposure, the degree of 
emphysema was not different from that in the control group. JC-1 staining of alveolar epithelial 
cell lines after treatment with an ALAS-1 inhibitor showed an increase in mitochondrial membrane 
potential, indicating inhibition of heme synthesis in mitochondria, but no difference in the degree 
of apoptosis induced by tobacco extract.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 慢性閉塞性肺疾患　鉄代謝　アミノレブリン酸合成酵素　遺伝子改変マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々のこれまでの研究では、鉄欠乏状態が肺内の炎症に関わっていることを示してきたが、貧血はそのリスクと
はなっていなかったことから、本研究では、鉄欠乏が貧血とは別のメカニズムで肺の炎症と関連している可能性
を検討した。結果ヘム蛋白合成経路は喫煙刺激による肺細胞のアポトーシスや肺組織の破壊による肺気腫の形成
に関与していない可能性が示唆された。本研究結果よりヘム蛋白の代謝系ではなく、純粋に鉄欠乏状態が喫煙刺
激による肺組織の炎症や破壊に関連していることが推察された。慢性閉塞性肺疾患の全身併存症の一つに挙げら
れる貧血は本疾患の病態の理解、疾患管理に重要な役割を持つことが再認識された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

慢性閉塞性肺疾患(COPD)は、日本における患者数が 500 万人を超えるとされている。2017

年の日本人男性死因の第 7 位で、2016 年の世界全体での死因の第 3 位となっている。(厚生労働
省. 人口動態調査、WHO. Global Health Observatory data)。COPD に対する根本的な治療法
は存在せず、新たな疾患進行のための治療法確立は急務の課題である。COPD 発症の原因は殆
どが喫煙曝露によるが、喫煙者の 15～20%が発症をするのみである。個体における何らかの喫
煙感受性があると推定されているが詳細は不明である。 

我々は地域一般住民を対象にした疫学研究で健診結果から、安定期の男性喫煙者において血
清鉄の低下群で呼吸機能が急速に悪化することを示した(PLoS One 2013; 8: e74020.)。本結果
を基に動物実験を行い、鉄欠乏食を与えたマウスに喫煙曝露すると、通常食群と比較して肺組織
における炎症反応が強力に誘導され、2 ヶ月という短期間(通常は 6ヶ月必要)で肺気腫(COPD の
組織学的病態)が高度に誘導されることを示した。しかしこれまでに細胞内の鉄動態が喫煙曝露
による炎症をどのように誘導するのかという詳細な機序は明らかではなかった。 

体内で鉄は、70％がヘモグロビン鉄として利用されているが、他にも、電子伝達系のシトクロ
ム、薬物代謝酵素 P450、一酸化窒素合成酵素、カタラーゼ、ペルオキシダーゼなどのヘムタン
パク質の補欠分子族として生体に重要な役割を果たす。前述のコホート研究では、貧血は COPD

の増悪因子ではなかったので、血清鉄の低値が、貧血を介して COPD を増悪させる可能性は低
く、他のヘムタンパク質の合成低下を引き起こして、COPD を増悪させている可能性が考えら
れた。ヘム蛋白の合成経路では、まず、グリシンとスクシニル CoA が Aminolevulinic acid 

synthase（ALAS）で縮合して、δ-アミノレブリン酸となる。その後、数段階をへて、プロトポ
ルフィリンとなり、鉄イオンを配位することで、ヘム蛋白となる。この経路において、ALAS は
律速酵素である。ALAS には、全身の細胞内で非特異的に発現する ALAS-1、血球細胞でヘモグ
ロビン合成に寄与する ALAS-2 の 2 つのアイソザイムが存在し、蛋白、鉄により負のフィード
バックを受けている(JACC 2013;61:1884-1893)。当施設の中島らは ALAS-1 の heterozygous 

null; A1(+/-) ( ※ homozygous null は 胎 生 致 死 ) マ ウ ス を 確 立 し た （ PLoS ONE 

2018;13:e0189593.）。ALAS-1 の代謝は赤血球中のヘム蛋白に影響を及ぼさないため、ヘモグロ
ビンの生合成に影響せずに、他のヘム蛋白の合成低下を起こすことが期待された。 

 

２．研究の目的 

我々は「細胞内ヘム蛋白合成低下が、喫煙曝露への炎症応答を増悪させるのか、COPD の増
悪因子となるのか」という学術的「問い」に対して、このマウスを用いた研究を計画した。本研
究は、COPD 発症や疾患進行における細胞内ヘム蛋白合成低下の役割を検証することで、COPD

の発症機序を解明すること、そして疾患進行抑制の観点から鉄代謝に着目した新たな治療法を
確立することを目標とした。 

細胞内ヘム蛋白代謝に着目し、COPD の病態に鉄がどのように関わっているかということを
検証することは、過去に報告がない。そして COPD の安定期薬物療法としては、長時間作用性
抗コリン薬（LAMA）や、長時間作用性β2 刺激薬が主流であるがこれらによって COPD を治
癒させることは不可能である。しかし、本研究によって、『細胞内ヘム蛋白代謝の異常が喫煙曝
露への炎症応答を増悪させる』ことが COPD の進行における新たなメカニズムの一つであるこ
とが明らかになれば、新規の治療法を確立させる可能性がある、意義深い研究であると考えられ
た。 

 

３．研究の方法 

1, 肺におけるヘム蛋白合成低下と喫煙曝露への炎症応答の関係 
 ヘム減少がⅡ型肺胞上皮細胞のバイアビリティーに影響があるかを検証するため、ヘム蛋白
合成経路の第 2 反応触媒酵素(Porphobilinogen synthase)の不可逆的阻害剤である Succinylacetone 

(SA)を用いてヘム蛋白合成を阻害し、タバコ抽出液(CSE)を添加する。ALAS-1 は既報では気道
上皮およびマクロファージに発現しているため、ALAS-1 阻害薬である SA で前処置したⅡ型肺
胞上皮細胞株培地上清にタバコ抽出液を添加してアポトーシスを誘導する。併行して、サクシニ
ルアセトンおよび喫煙曝露による細胞中のヘム濃度を評価する。 

 

2, ヘム蛋白合成低下と肺気腫形成との関連性の検討 

 ALAS-1 遺伝子改変マウスおよび対照マウスに対し、喫煙負荷装置(MIPS 社)を用いて、2 本/日
×6 か月間(週 5 日間)にわたり全身曝露喫煙負荷をかける。曝露終了後マウス肺を摘出し、ホルマ
リン固定の後薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染色により組織所見を観察する。平均肺胞間距
離（Mean linear intercept; MLI）を測定し肺気腫の程度を定量化する。 

 

3, ミトコンドリア膜電位の検出 

 肺胞上皮細胞株、気道上皮細胞株へ ALAS-1 阻害薬を投与し、JC-1 染色を行うことでミトコ



ンドリア膜電位の変化を検証する。ALAS-1 の発現の相違によって、貧血や鉄欠乏状態にはなっ
ていないが、細胞内のヘム代謝に変動を来しているかを検証する。 

 
4, ヘム蛋白発現亢進による生体反応の検証 
 マウスに対しヘム蛋白の前駆物質であるアミノレブリン酸を投与することで、マウスに強制
的にヘム蛋白発現を亢進させる。その結果として生体に起こる変化を観察する。 
 
 
４．研究成果 
 
 ヘム減少がⅡ型肺胞上皮細胞のバイアビリティーに影響があるかを検証するため、ALAS-1 阻
害薬である Succinylacetone (SA)で前処置したⅡ型肺胞上皮細胞株培地上清にタバコ抽出液を添加
してアポトーシスアッセイ（Annexin Ⅴおよび PI 染色後のフローサイトメトリー法により検出）
を行った。結果、タバコ抽出液投与によりアポトーシス細胞は増加することが分かったが、ヘム
合成阻害によるアポトーシスの増加は認められなかった。同実験において、培地に添加されてい
るウシ胎児血清中のヘムタンパクが細胞に供給されている可能性を考慮し、半透膜を用いて、血
清を透析した後に同様の実験を行ったが、結果は同様であった（図 1）。 

図 1 フローサイトメトリーの結果、喫煙曝露によるアポトーシスの増加を認めるが、ヘム合成
阻害による変化は認めなかった。 

 

 また培養細胞を SA で前処置し、タバコ抽出液で刺激した際の細胞中ヘム濃度を測定したが、
対照群と比較してヘム濃度に差異を認めなかった（図 2）。 

 

図 2 左：A549 細胞、右：BEADS2B 細胞。ヘム合成阻害薬である SA を添加してヘム濃度を測
定したが、ヘム合成の阻害を認めなかった。 

 

 

 ヘム合成蛋白（Aminolevulinic acid synthase（ALAS）-1）ヘテロノックアウトマウス（BDF1 マ
ウス）に対して全身喫煙暴露装置（M.I.P.S 社）を用いて 10 本×5 日/週の喫煙曝露を 24 週間施行
し、喫煙曝露誘導肺気腫モデルを作成した。摘出肺標本をヘマトキシリン&エオジン染色し観察
したところ、肺気腫の程度の指標である平均肺胞間距離については対照マウスと比較して有意
差を認めなかった（図 3）。 
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図 3 上段左：コントロールマウス、室内気曝露、上段右：ALAS-1 ヘテロノックアウトマウス、
室内気曝露、下段左：コントロールマウス、6 か月間喫煙曝露、下段右：ALAS-1 ヘテロノック
アウトマウス、6 か月間喫煙曝露。両群で喫煙曝露による肺気腫の程度は軽度で、差異を認めな
かった。 

 

 

 ALAS-1 の発現の相違によって、貧血や鉄欠乏状態にはなっていないが、細胞内のヘム代謝に

変動を来しているかを検証した。培養細胞系を用いて、細胞内ヘム濃度の変化により細胞内ミト

コンドリア膜電位の変動が生じることで細胞内ヘム蛋白の変動を間接的に証明した。肺胞上皮

細胞株、気道上皮細胞株へ ALAS-1 阻害薬を投与し、JC-1 染色を行うことでミトコンドリア膜

電位の変化を検証した。その結果ミトコンドリア膜電位がコントロール群に比べて上昇してお

り、ミトコンドリア内のヘム合成阻害が誘導されていることが示唆された（図 4）。 

 

 
図 4 BEADS2B 細胞を SA で 24 時間刺激後、JC-1 染色を行った。左：コントロール、右：SA

添加。SA の添加によりミトコンドリアの膜電位増強が観察された。 

 

 

 マウスに対しヘム蛋白の前駆物質であるアミノレブリン酸を投与し、マウスに強制的にヘム

蛋白発現を亢進させる。肺組織中の肺組織中の Heme Oxygenase 1（HO-1）やミトコンドリア分

裂を促進する GTP 結合タンパク質 Dynamin-related protein 1 (Drp1)はタンパクレベルで増加して

いることが明らかにされた（図 5）。 

 

  
図 5 マウスへアミノレブリン酸を投与し、肺組織中の蛋白を定量化した。左：Heme Oxygenase 
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1（HO-1）、右：Dynamin-related protein 1 (Drp1)。いずれもアミノレブリン酸投与により有意な増

加を示した。 
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