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研究成果の概要（和文）：  
白血球の機能異常が COPD 発症の一因である事が示唆されている。タバコ煙で曝露により、マク
ロファージは Bisecting GlcNAc 修飾されたタンパクの増加が認められた。また、酸化ストレス
を軽減する事が知られている抗炎症性脂質メディエーターレゾルビン E1(RvE1)の添加により、
マクロファージ内での活性酸素種の産生が抑制され、その結果機能が改善された。以上の結果
より、RvE1 は今後臨床の現場においても、新たな治療法につながる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is well known that cigarette smoke (CS) induces disability of macrophage function by oxidative stress. 
We indicated that CS induced bisecting GlcNAc modification in macrophage. Furthermore, pretreatment 
of macrophages with a pro-resolving mediator, Resolvin E1(RvE1) restored the phagocytic activity and 
reduced cell death induced by treatment of CSE. These results suggest that RvE1 have new potential 
therapeutic applications in COPD. 
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１．研究開始当初の背景 
急激な増加の一途をたどる慢性閉塞性肺疾
患 (COPD)の治療開発は急務な課題である。
COPD の主たる原因は喫煙であり、タバコ煙成
分を介した酸化ストレスから、白血球から活
性酸素やプロテアーゼが放出される事によ
り本症の発症に関わる事が示唆されている。
しかしながら、タバコ煙成分が白血球の機能

変化にもたらす分子機構や、白血球機能改善
を目的とした治療法の開発は進んでいない。
これまでの申請者の検討より、CSE やタバコ
成分のうちアルデヒド化合物であるアクロ
レインによって、マクロファージのアクチン
骨格に異常がおき、大腸菌の貪食能の低下を
引き起こしている事が分かった。また、キャ
ピラリー電気泳動—質量分析装置（CE-MS）を
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用いたメタボローム解析より、CSE やアクロ
レインは、細胞内 flux を解糖系からペント
ースリン酸回路にシフトさせ、ヌクレオチド
生成も亢進させていた。また NADPH 産生の上
昇やグルタチオンの低下、NADPH オキシダー
ゼの複合酵素系の一つである p47-phox の膜
への移行の亢進が認められた。そのため、CSE
やアクロレインは、細胞内糖代謝応答に異常
を引き起こす事で、白血球の機能や生存を制
御している事が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで行なってきたメタボロ
ーム解析に加え、糖ヌクレオチドや糖鎖解析
を同時に行ない、糖タンパク質の糖鎖の多様
性から、CSE により起こる白血球機能異常の
メカニズムを明らかにする事を目標とする。
また、酸化ストレスにより細胞内代謝バラン
スが崩壊している事が分かっている 抗酸化
酵素の一つである SOD-1の欠損マウスを用い、
腹腔マクロファージの機能（貪食能）解析、
糖鎖解析を行ない、酸化ストレスによる糖鎖
の付加が肺の気腫化などに与える影響の検
討を行う事を目的とする。また、抗炎症性脂
質メディエーターRvE1 がタバコ煙曝露によ
るマクロファージ機能低下に効果があるか
検討を行い、COPD の新規治療薬としての可能
性について検討を行う事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１) タバコ煙抽出液(CSE)を曝露させたマ
クロファージの糖鎖解析、及び機能解析 
マウス、マクロファージ細胞株 RAW264.7に、
CSE もしくは、タバコ煙成分の一つであるア
クロレインを添加し、レクチンブロットを行
い、糖鎖解析を行なう。また、機能を E.Coli
の貪食で評価を行う。 
 
(２) SOD1 欠損マウスマクロファージの糖鎖
解析、及び機能解析 
SDO1 欠損マウスマクロファージより、チオグ
リコレートで誘導した腹腔マクロファージ
を採取し、検討を行なった。 
(３)抗炎症性脂質メディエーターRvE1 によ
りマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞機能
回復 
 RvE1(10nM)添加後、CSE を加え、活性酸

素種の産生を DCFH-DA プローブを用い
評価 

 RvE1(10nM)添加後、CSE を加え、２時間
後さらに蛍光ラベルした E.Coli を添加
し、貪食能を評価 

 RvE1(10nM)添加後、CSE を加え、24 時間
後のマクロファージの生存能及び、MTT 
assay による cell viability の評価 
 

 

４．研究成果 
(１) タバコ煙抽出液(CSE)を曝露させたマ
クロファージの糖鎖解析 
 
RAW264.7 に CSE、アクロレイ(ACR)を加える
と、マクロファージの E.Coli の取り込みが
抑制され、その原因の一つとしてアクチン骨
格の異常が認められた。CSE(図１) やアクロ
レインを添加した RAW264.7 細胞では、
bisecting GlcNAc 修飾された多数のタンパ
クの増加が認められ、この変化はわずか３０
分で起こっていた。また、他の糖鎖修飾につ
いても検討を行ったところ、AOL によるレク
チンブロットにおいても、CSE やアクロレイ
ンの添加により core fucose をもったタンパ
クの増加が認められた。一方、SSA や L4PHA
にレクチンブロットにより、-2,6-sialic 
acidやβ-1,6-GlcNAcには顕著な変化は認め
られなかった。 

                          
  図１ E4-PHA によるレクチンブロット 
以上の結果より、タバコ煙曝露により、マク
ロファージは、糖鎖変化を引き起こす事が分
かった。 
 
(２) SOD1欠損マウスマクロファージの機能、
及び糖鎖解析 
 腹腔マクロファージを採取し、糖鎖修飾変
化をレクチンブロットにより解析を行なっ
た。SOD-1 欠損マウス腹腔マクロファージで
は、CSE を添加したマクロファージと同様に
野生型に比べて bisecting GlcNAc や core 
fucose 修飾されたタンパクの増加が認めら
れた。また、マウス肺組織全体においても、
野生型に比べて SOD-1 欠損マウスでは、
Bisecting GlcNAc修飾されたタンパクの増加
が認められたが、β-1,4-N-アセチルグルコ
サミン糖転移酵素(GnTIII)の酵素活性は、野
生型と比べ有意な差は認められなかった。 
 次に SOD1 欠損によるマクロファージ機能
への影響をマクロファージ貪食能に着目し、
E.Coli の取り込みについて検討を行った。そ
の結果、SOD-1 欠損マウスマクロファージで
は、E.Coli の取り込みが野生型のおよそ、半
分にまで低下していた。また、一方で、SOD-1



 

 

欠損マウスマクロファージでは、種々の酸化
ストレスにより誘導される事が知られてい
る、ヘムオキシゲナーゼ(HO)−１の発現が亢
進していた。 

図２ SOD1 欠損による E-coli の取り込みへ
の影響 
以上の結果より、慢性的な酸化ストレスを受
けている SOD-1欠損マウスマクロファージで
は、糖鎖異常がおこり、また細胞機能にも異
常がおきていることが分かった。 
 
（３）タバコ煙によるマクロファージ機能
低下におけるレゾルビン E1(RvE1)の有用
性の検討 

マクロファージ細胞株 (RAW264.7)にタバコ

抽出液(CSE, 10 %)、及びタバコ煙成分の一

つで、非常に反応性の高いジカルボニル化合

物であるアクロレイン(ACR, 10 µM)を添加し

た後、ファロイジンで染色による細胞化学的

検討より、アクチンの状態について検討を行

った。CSE や ACR の添加により、細胞突起が

短くなり、縮小している細胞が多数認められ

たが、RvE1(10 nM)の前処置により、この骨

格変化は改善された（図３）。 

  図３ RvE1 による細胞骨格の維持 
   （ファロイジン染色） 

次に、CSE および ACR で処理した RAW264.7 細

胞に、FITC 標識した大腸菌を添加し検討を行

なった結果、RAW264.7 細胞の貪食能は通常の

50%まで低下していたが、RvE1(10-100nM)の

前処理により、貪食能が改善された（図４）。 

図４ RvE1 による貪食能の維持 

CSE の添加は、NADPH-oxidase(NOX)2 を介し
たマクロファージ内の活性酸素種の産生を
亢進する事が知られているが、RvE1 の前処理
により、NOX2 による活性酸素種の亢進が抑制
された。 

図５ 
A RvE1 による細胞内活性酸素種の制御 
B RvE1 による NOX2 の制御 
 

以上の結果より RvE1 は、タバコ煙曝露によ

るマクロファージ内の活性酸素の産生を抑

制する事により、マクロファージの機能を回

復させる COPD のこれまでにない新しいタイ

プの創薬となる可能性が考えられる。 
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