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研究成果の概要（和文）：喫煙刺激は気道上皮細胞においてミトコンドリア傷害を引き起こし、活性酸素種(ROS)の産
生を増加させ、インフラマソーム活性化と細胞老化を誘導した。傷害ミトコンドリアの除去機構であるマイトファジー
は喫煙刺激により誘導された。PARK2ノックダウンにより喫煙誘導マイトファジーを抑制すると、ROS産生が増加し、細
胞老化誘導が促進された。一方、PARK2強制発現によりマイトファジー誘導を促進させると、喫煙刺激によるROS産生は
減少し、細胞老化は抑制された。不十分なマイトファジーが傷害ミトコンドリアの蓄積、ROS増加を介してCOPDの病態
に関連している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cigarette smoke accelerates epithelial cell senescence in the lung, which has 
been implicated in COPD pathogenesis. Cigarette smoke extract (CSE) induces mitochondrial damage and ROS 
production, resulting in inflammasome activation and cellular senescence in human bronchial epithelial 
cell (HBEC). Mitophagy, a mechanism for maintaining cellular homeostasis by removing damaged 
mitochondria, is induced by CSE exposure. CSE-induced mitophagy is inhibited by PARK2 kockdown with 
concomitantly enhanced mitochondrial ROS production and cellular senescence. Inversely, PARK2 
overexpression inhibits CSE-induced ROS production and cellular senescence. PARK2 expression levels are 
decreased in COPD lungs compared with non-COPD lungs. Insufficient mitophagy is a part of the pathogenic 
sequence of COPD development via increased ROS production, resulting from accumulation of damaged 
mitochondria.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
COPD は長期間の喫煙暴露により引き起

こされる慢性進行性の呼吸器疾患である。加
齢とともにその頻度は増加し、また、COPD
の肺組織では肺上皮細胞の老化が亢進して
いることから、喫煙誘導細胞老化が COPD の
病態に重要な役割を果たしていると考えら
れている。喫煙刺激は活性酸素種（Reactive 
Oxygen Species; ROS）を介して気道上皮細
胞 （ Human bronchial epithelial 
cells;HBEC）の細胞老化を促進し、老化した
細胞は Senescence associated secretary 
phenotype(SASP)と呼ばれる表現型を呈し、
種々のサイトカインと成長因子を産生し、老
化病態と関連する。 

COPD の病態と関連する主要なサイトカ
インの一つが Interleukin(IL)-1βである。喫
煙刺激により気道上皮細胞からの産生され
る IL-1βは、気道炎症、線維化を促進する。
近年、インフラマソームと呼ばれるタンパク
複合体が、IL-1βの活性化を制御しているこ
とが明らかとなり、その構成や活性化機序に
ついても解明されつつある。喫煙刺激による
インフラマソームの活性化は、COPD の病態
に関与すると考えられるが、その実際の関連
性と病態特異的な制御機構は十分には検討
されていない。 
喫煙刺激は、ミトコンドリア傷害、ROS の
増加により、ミトコンドリア DNA の酸化を
引き起こす。修復能の低い酸化ミトコンドリ
ア DNA は細胞質に移行し、 NOD-like 
receptors, pyrin domain-containing 3
（NLRP3）に結合しインフラマソームを活性
化することが知られている。すなわち、喫煙
刺激により、ミトコンドリア傷害に伴う酸化
DNA の増加、NLRP3 インフラマソーム活性
化が誘導され、IL-1βが活性化、分泌される
可能性がある。 
以上の背景から、我々は、喫煙刺激が細胞

老化を促進し、老化細胞が SASP として IL-1
βを産生する、その過程でインフラマソーム
が活性化している可能性を考えた。 
 喫煙による細胞老化促進、インフラマソ
ーム活性化のいずれにおいてもミトコンド
リア傷害、ROS が重要な役割を果たしている。
ミトコンドリア選択的オートファジーのマ
イトファジーは、傷害ミトコンドリアの分解
処理、ROS の制御に重要な役割を果たしてお
り、その低下は老化関連疾患の病態と関連す
る。そこで、我々は、マイトファジーが低下、
あるいは不十分であることが傷害ミトコン
ドリア蓄積、ROS 増加を介して、喫煙による
細胞老化促進、インフラマソーム活性化を誘
導し、COPD 病態と関連する可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
 COPD 病態に重要な役割を果たしている
喫煙誘導気道上皮細胞老化、インフラマソー
ム活性化の機序を明らかとする。 
 

３．研究の方法 
倫理委員会による承認の下、手術肺組織と分
離培養した HBEC を用いた。Cigarette 
smoke extract (CSE)による細胞老化誘導
におけるマイトファジーの果たす役割につ
いて、HBEC を用いて検討した。ミトコンド
リアの形態は TOMM20 染色し、蛍光顕微鏡
にて観察した。ミトコンドリアの膜電位は
Mitotracker Red 染色にて評価した。ミトコ
ンドリア ROS は、Mitosox Red、DHR123
染色にて評価した。インフラマソーム活性化
は、活性型 caspase-1 の発現にて評価した。
細胞老化は、senescence-associated 
βgal(SA-βgal)染色とCDKN1Aの発現で評価
した。pEGFP-LC3B を発現した BEAS-2B
細胞を用いて、マイトファジーの状態を評価
した。PARK2 のノックダウンにより、マイ
トファジーを抑制し、HA-PARK2 発現プラ
スミドのトランスフェクションによりマイ
トファジーを促進した。免疫組織染色により、
正常肺とCOPD肺でのPARK2発現を比較検
討した。 
 
４．研究成果 
(１) 喫煙刺激は気道上皮細胞においてミト
コンドリア傷害を引き起こし、ROS 産生を増
加させ、インフラマソーム活性化、細胞老化
を誘導した 
 分離した HBEC に 1%CSE 刺激を行った。
CSE 刺激によるミトコンドリア傷害により
膜電位は低下し（Mitotracker Red）ミトコ
ンドリア ROS 産生を増加し（DHR123）、さ
らに、インフラマソーム活性化（Cleaved 
caspase-1）、細胞老化が誘導された
（CDKN1A）。 
 
  CSE によるミトコンドリア膜電位低下 
 
 
 
 
 
 

 
      
  
 
 
 
 CSE によるミトコンドリア ROS 増加 
 
 
 
 
 
       
   
 
 

CSE による cleaved Caspase-1 増加 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
   CSE による細胞老化誘導 
 
 
 
     
 
(２)喫煙刺激はマイトファジーを誘導した 
 pEGFP-LC3B を安定発現した BEAS-2B
細胞を用いて、マイトファジー誘導を評価し
た。BafilomycinAにてオートファジーの flux
を止めると、CSE 刺激により TOMM20 と
LC3B の共局在が増加し、CSE によりマイト
ファジーが亢進することが示された。 
 
   CSE によるマイトファジー誘導 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
          
 (３) PARK2 ノックダウンによりマイトフ
ァジーを抑制すると、ROS 産生が増加し、喫
煙誘導細胞老化が亢進した 
CSE 刺激に加え、PARK2 をノックダウンし

てマイトファジーを抑制するとROS産生が増
加し（Mitotracker Red）、細胞老化がさらに
亢進した(SA-βgal染色）。 
 

PARK2 ノックダウンによる ROS 増加 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

PARK2 ノックダウンによる細胞老化亢進 
（SA-βgal 染色） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
(４) PARK2 過剰発現は、CSE による ROS
産生、老化誘導を抑制した 

PARK2-HA 発現プラスミドを HBEC にト
ランスフェクションして ROS 産生を
Mitosox Red 染色、細胞老化を CDKN1A の
発現で評価した。PARK2 発現は CSE による
ROS 産生、細胞老化亢進を抑制した。 
 
PARK2 発現による CSE による ROS 産生抑
制 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
PARK2 発現による CSE 誘導細胞老化抑制 
 
 
 
 
  
    
 
 (５) PARK2 発現は COPD 肺では低下して
いた 
PARK2 発現を免疫組織染色にて検討した。
COPD 肺 で は non-smoker 、
non-COPDsmoker と比べ、PARK2 発現が低
下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
（結論） 



不十分なマイトファジーが傷害ミトコン
ドリアの蓄積、ROS 増加を介して COPD の
病態に関連している可能性が示唆された。 
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