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研究成果の概要（和文）：プロテアーゼおよび酸化ストレスは，慢性閉塞性肺疾患 (COPD)や嚢胞性線維症 (CF) など
の閉塞性肺疾患の病体を規定する因子として重要であるが，呼吸機能障害を安定的に呈するC57BL/6-βENaC-Tgマウス
における，これらの経路の役割については不明であった．本研究では，プロテアーゼ阻害薬のONO-3403および抗酸化薬
であるN-アセチルシステイン (NAC) 投与が，マウスの肺気腫ならびに呼吸機能障害を有意に抑制することを示した．
また，抗酸化物質であるビタミンCを体内で産生できない閉塞性肺疾患マウスを作製したところ，体内VCの欠損は，肺
気腫病態の悪化，呼吸機能の低下を有意に促進した．

研究成果の概要（英文）：Protease-antiprotease imbalance and oxidative stress are considered to be major 
pathophysiological hallmarks of severe lung diseases including chronic obstructive pulmonary disease 
(COPD) and cystic fibrosis (CF), but their role in the regulation of pulmonary emphysema and dysfunction 
of βENaC-transgenic (Tg) mice, a murine model of COPD/CF, is unknown. DNA microarray analysis revealed 
that protease- and oxidative stress-dependent pathways are activated in the lung tissue of βENaC-Tg 
mice. Here, treatments of βENaC-Tg mice with a serine protease inhibitor ONO3403 and an antioxidant 
N-acetylcystein significantly improved pulmonary emphysema and dysfunction. Moreover, depletion of a 
murine endogenous antioxidant Vitamin C (VC), by genetic disruption of VC-synthesizing enzyme SMP30 in 
βENaC-Tg mice, increased inflammatory status in lung tissue and exaggerated pulmonary emphysema with a 
significant decrease in pulmonary function, possibly due to an increased oxidative stress.

研究分野： 薬理学、細胞生物学

キーワード： 閉塞性肺疾患　プロテアーゼ　参加ストレス　ビタミンC
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 

 閉塞性肺疾患は，慢性気道炎症や過剰な粘

液貯留，およびこれらの症状に伴う気道閉塞

を主徴とする難治性の呼吸器疾患の総称で

ある．慢性気管支炎や肺気腫を主徴とする慢

性閉塞性肺疾患 (COPD)，粘液の貯留や慢性
細菌感染が認められる難治性遺伝性疾患の

嚢胞性線維症 (CF) などの疾患が，これにあ
たる．特に，WHO の見解において，世界で
約 2億人の人が COPDであると推計されてお
り，身近に起こりうる致死率の高い疾患の 1
つである．一方，CF は，Cl-チャネルである
CFTR の遺伝子変異により発症する常染色体
劣性遺伝性疾患で，欧米では出生児 2,500 人
に 1人の発症頻度を示し，健常者においても
25人に 1人が原因遺伝子のキャリアであるた
め，極めて頻度の高い遺伝子疾患として認識

されている．これらの閉塞性疾患においては，

共通して，炎症による粘液の過剰分泌に伴う

粘性痰（喀痰）が認められることから，粘液

貯留を呈する閉塞性換気障害に起因する病

態の理解は，疾患発症機構の解明および治療

薬開発の観点からも極めて重要であるもの

と思われる． 

 このような背景の中，本申請者は，閉塞性

肺疾患の主徴である気道における感染・炎症

惹起機構に関する種々の検討を行い，いくつ

かの重要な知見を得た． 

① 閉塞性肺疾患の起因菌が TLR2 を活性化
することを示した (Shuto. T., et al., PNAS. 
2001)． 

② 起因菌の感染は，TLR2遺伝子の発現を誘
導することを示した (Shuto. T., et al., JBC. 
2002)． 

③ CF患者の TLR2の発現・機能は，恒常的
に亢進していた (Shuto. T., et al., FASEB J. 
2006)． 

④ CF患者の TLR2の Promoter領域には CF
関連メチル化パターンが存在し，そのこ

とにより TLR2 の発現が，恒常的に亢進
していた (Furuta. T. and Shuto. T., et al., BMC 
Mol. Biol. 2008)． 

⑤ TLR2遺伝子の発現を Curcuminが抑制す
ることを示した (Shuto T. et al., BBRC., 
2010)． 

⑥ IL-17Aが，CF患者の TLR2シグナルを相
乗的に活性化し，CF気道炎症病態の形成
に寄与していることを示した (Mizunoe 
S. and Shuto. T., et al., J Pharmacol Sci., 2012) 

⑦ 2004 年に Mall らにより作成された
βENaC-Tg マウスの致死率を改善し，独
自に，粘液貯留を安定的に呈する閉塞性

肺疾患モデルマウスを確立した（未発表）． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，本申請者が，近年，独自に確

立した低致死率 βENaC-Tgマウスを用い，閉
塞性肺疾患における治療標的または診断マ

ーカー分子を探索し，疾患に対する新たな治

療薬の開発を推進することを究極の目的と

する．  

 

３．研究の方法 

 まず第１に，生化学的・組織学的・呼吸力

学的な手法により既に明らかにした

βENaC-Tg マウスについて，網羅的な発現差
異解析（TORAY  3D-gene）を実
施し，そのデータに基づき，閉塞性肺疾患に

おける治療標的または診断マーカー分子の

探索を実施した．第 2に，上記項目から抽出
した標的候補関連経路の中から，プロテアー

ゼ活性化・酸化ストレス活性化経路に着目し，

これらの経路の外因的または内因的阻害が，

閉塞性肺疾患病態に与える影響について検

討した. 最後に，閉塞性肺疾患に関わる新規
の Pulmomodulatory 因子を探索するために，
気管支肺胞洗浄液（BALF）中で発現量の高
いインクレチン因子 Glucagon-like peptide-1 
(GLP-1) に着眼し，GLP-1 受容体シグナルの
活性化が，閉塞性肺疾患病態に与える影響に

ついて種々の検討を行った． 

  

４．研究成果 

4-1. βENaC 過剰発現マウスを用いた創薬タ
ーゲット候補分子の探索 

 これまでに，本研究室では，安定した気道
閉塞性粘液貯留症状を呈するマウス 
(C57BL/6-βENaC-Tgマウス) を作製し，本マ
ウスが新規の閉塞性肺疾患モデルとして有

用であることを示唆した．そこで本研究では，

本マウスの表現型を明らかにし，薬理学的有

用性をさらに高めるために，多角的な観点か

ら，組織学的および呼吸力学的解析を実施し

た．肺の組織学的解析により，特に，平均肺

胞径 (Mean Linear Intercepts: MLI) の顕著な
増大を主徴とする肺気腫病態を呈すること

が分かった．また，flexiV ent (SCIREQ 
Inc.) を用いた呼吸力学的解析により，肺気腫
病態を反映する肺エラスタンスの低下が認

められただけでなく，FEV0.1% (FEV0.1/FVC) 
が有意に低下していることが分かった．これ

らの結果により，本マウスは創薬ターゲット

候補分子の探索のために活用する際に，極め

て有用な閉塞性肺疾患モデルであることが



 

 

明らかになったことから，次に，Microarray
解析により，病態時に発現変化する遺伝子の

網羅的探索を行った．その結果，プロテアー

ゼ経路及び酸化ストレス経路の顕著な活性

化が認められた． 

 

4-2. C57BL/6-βENaC-Tg マウスに対するプロ
テアーゼ阻害薬とその誘導体の効果 

 網 羅 的 発 現 解 析 の 結 果 よ り ，

C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺組織におけ
るプロテアーゼ経路の活性化が認められた．

そこで，本マウスの肺病態に対する既存のプ

ロテアーゼ阻害薬であるメシル酸カモスタ

ット (100 mg/kg，1日 2回，3週間，p.o.) お
よびその誘導体である ONO-3403 (20 および
100 mg/kg，1日 2回，2週間，p.o.) の効果に
ついて検討した．その結果，メシル酸カモス

タットによりマウスの肺気腫・呼吸機能低下

症状の改善傾向が認められ，ONO-3403 によ
り有意な改善を示した．また，粘液遺伝子発

現や気管支肺胞洗浄液 (BALF) 中の粘液蛋
白質 (MUC5AC) 量の発現上昇も，ONO-3403
により有意に改善した．以上の結果より，プ

ロテアーゼ阻害薬，特に ONO-3403 が，
C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺病態を幅広く
抑制することを見いだした． 

 

4-3. C57BL/6-βENaC-Tg マウスにおける酸化
ストレスおよび内因性ビタミンCの役割に関
する研究   

 一般に，COPD の発症および増悪には, 生
体内における酸化物質-抗酸化物質のバラン
スの崩壊が強く関与することが知られてお

り，これは，喫煙により体内に取り込まれた

過剰な酸化物質が生体内の抗酸化物質 (e.g. 
ビタミン C) により除去できなくなることに
起因する. 事実, COPD 患者では, 活性酸素
種の代謝物が血漿中で増加しているという

報告からも，酸化ストレス要因説は臨床的に

は支持されている. 前述のように，これまで, 
C57BL/6-βENaC-Tg マウスが，粘液貯留・肺
気腫・呼吸機能障害を呈し，さらに，酸化ス

トレスやプロテアーゼ活性が亢進した COPD
様症状を呈することをマイクロアレイ等に

より明らかにしてきた．しかしながら , 
C57BL/6-βENaC-Tg マウスにおいて, 酸化ス
トレスが, 肺病態形成にどの程度関与してい
るのかは不明である.  そこで，本検討では，
C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺病態形成に
おける酸化ストレスの関与を明らかにする

ために, まず, 抗酸化薬である N-アセチルシ
ステイン (NAC) (0.01, 0.1 mg/kg, 1日/回, 2週
間, i.t.) を投与した際のマウス肺病態につい

て検討を行った. その結果, NAC 投与は，マ
ウスの肺気腫ならびに呼吸機能障害に対し

て, 用量依存的に, 有意かつ顕著な改善効果
を示した. したがって，C57BL/6-βENaC-Tg 
マウスの肺病態形成には，少なくとも一部，

酸化ストレスが関与していることが示唆さ

れた． 

 一方，C57BL/6-βENaC-Tg マウスは，ヒト
とは異なり，抗酸化物質ビタミン Cを体内で
合成できることから，前述の実験結果は，

NAC と内因性ビタミン C の共存による効果
を観察している可能性も否定できない．そこ

で次に，C57BL/6-βENaC-Tg マウスが示す肺
病態に対して，マウス体内で産生された内因

性ビタミンCがどのような役割を担うかにつ
いて明らかにすることを目的とし，以下の検

討を行った．本検討では，内因性ビタミン C
合成酵素 SMP30 を欠損したノックアウト 
(KO) マウスと C57BL/6-βENaC-Tg マウスを
交配し, 内因性ビタミン Cを体内で産生でき
ない雌雄の C57BL/6-βENaC-Tg-SMP30 KOマ
ウス (雌: C57BL/6-βENaC-Tg-SMP30 -/-, 雄: 
C57BL/6-βENaC-Tg-SMP30 Y/-) 
をそれぞれ作製し（SMP30 が X 染色体上の
遺伝子であるため）, その肺病態について検
討した. その結果, SMP30 が欠損した雌雄の 
C57BL/6-βENaC-Tg マ ウ ス は , 
C57BL/6-βENaC-Tg-SMP30 WTマウスと比較
して, 肺組織における酸化ストレス関連遺伝
子, 血清中の H2O2 量が有意に上昇し，酸化
ストレス状態が亢進していることが示唆さ

れた．また，興味深いことに，SMP30の欠損
は，C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺組織にお
ける粘液および炎症関連遺伝子の mRNA 発
現を上昇させ，さらにマウス肺気腫病態の悪

化, 呼吸機能の低下を有意に促進することが
明らかになった．  

 以上 , 本研究は , 閉塞性肺疾患モデル
C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺病態形成に
おいて，酸化ストレスおよび内因性ビタミン

Cが重要な役割を担うことを初めて明らかに
した．本知見は，COPD患者において認めら
れる体内ビタミン C量の低下が, その肺病態
の悪化と密接に関係していることを示唆す

るものである. また，本研究において作製し
た C57BL/6-βENaC-Tg-SMP30 KO マウスは, 
ヒトと同様に内因性ビタミンCを合成できな
いことから , 本マウスは，ヒトの重篤な
COPD 病態を再現する, 世界で初めての新規
COPDマウスモデルであるといえる. 

 

4-4. 閉塞性肺疾患モデル動物の肺病態に対
する GLP-1受容体作動薬の影響 

 一般に，COPDは，肺原性疾患であるが，



 

 

近年, COPD 患者の代謝特性やその関連因子
が肺病態に影響を与える可能性が示唆され

て お り ， COPD 病 態 を 制 御 す る

Pulmomodulatory の同定は重要である. 本研
究では，粘液貯留，肺気腫，呼吸機能低下を

呈する C57BL/6-βENaC-Tg マウスを主に用
いて，まず，肺での機能が不明であり，BALF
中に含量が高いことで知られる代謝性因子 
GLP-1に着目し，COPD病態に対する影響に
ついて検討した．なお，GLP-1は抗糖尿病作
用を示すホルモンとして知られており , 
GLP-1 受容体作動薬は現在 2 型糖尿病治療
薬として臨床応用されている. また，GLP-1
受容体は肺組織においても高発現している

が, 肺組織における GLP-1の機能は不明であ
る.  

 まず，本研究では，気道上皮における 
GLP-1受容体シグナルの生理的および病態生
理的機能について検討した．その結果，正常

気道上皮細胞株 (16HBE14o-) 及び COPD モ
デル細胞株 (β/γENaC-16HBE14o-) に対する
GLP-1 受容体作動薬 Exendin-4 刺激は，p38 
MAPK 依存的に粘液遺伝子 MUC5AC の産生
を上昇させることが明らかになった．また，

正常及び COPD 様 C57BL/6-βENaC-Tg マウ
スに対する Exendin-4 を経気管投与も，両マ
ウスにおける粘液遺伝子 Muc5AC の発現を
上昇させた．このとき，Exendin-4 投与は，
C57BL/6-βENaC-Tg マウスの肺気腫病態を
亢進したことから，COPD 肺組織における
GLP-1受容体シグナルは，粘液発現を促進し，
肺病態を悪化させることを示した． 

 以上, 本研究は, COPD 肺疾患時の GLP-1
受容体の肺への刺激が，COPD肺病態を悪化
させる Pulmomodulatory 因子であることを明
らかにするものであり，”COPD-代謝連関”の
重要性を強調する極めて重要な知見である． 
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