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研究成果の概要（和文）：慢性閉塞性肺疾患(COPD)の発症過程において酸化ストレス障害の１つとしてアスパラ
ギン(Asn)及びアスパラギン酸(Asp)残基の異性体化が起こり、D-体Asp残基やD-isoAsp残基は蛋白の機能障害を
起こすと考えられる。この過程は部分的に修復酵素PCMT1で異性体化は緩和されるが、我々はCOPD患者の肺組織
におけるPCMT1の蛋白質発現を検討し、有意な低下を見出した。活性酸素産生、酸化ストレスに強い因果関係を
示すミトコンドリア蛋白であるProhibitin1(PHB1)おいてPCMT1低下の際に、有意にPHB1 蛋白におけるD-Asp残基
の増加を示し、加齢変化に関連することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The isomerization of aspartic acid and asparagine residues among several 
post-translational protein modifications is one of the damages by oxidative stress which occurs in 
the pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Its D-isoaspartyl (D-isoAsp) and 
D-aspartic acid (D-Asp) cause the protein structure alteration and functional impairment. This 
process is partially reversed by the protein carboxyl-isoaspartyl methyltransferase 1 (PCMT1) repair
 enzyme. We investigated PCMT1 expression in the pulmonary tissue from COPD patients and evaluated 
its significant reduction. The mitochondrial protein, Prohibitin1 (PHB1) is deeply associated with 
production of active oxygen species and oxidative stress. Under low PCMT1 condition、D-Asp content 
in PHB1 increased significantly. In this regard, deamidation of Asp residues in the mitochondrial 
protein, PHB1 is associated with aging via changes of cellular organelles.

研究分野：呼吸器病学
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１． 研究開始当初の背景 
地球上の生物が有するアミノ酸は全て L
体であり、L体で構成される蛋白が機能上
必要なコンフォーメーションを有し、生
命活動に重要な役割を果たしている。生
物は古来、宇宙線や活性酸素の傷害によ
り、蛋白の酸化的修飾を受けて来た。ア
ミノ酸が受ける酸化ストレスとしてチオ
ール基の修飾と並んで、L体アミノ酸の D
体化（異性化）があり、特にアスパラギ
ン及びアスパラギン酸残基で起こりやす
く、この変化は非酵素的で半永久的な高
度の蛋白傷害と考えられる。酸化ストレ
スに対しては一連の防御システムがあり、
PCMT もその一群の中の酵素である。PCMT1
は異性体化アスパラギン酸残基を L 体ア
ミノ酸へ修復する酵素であり、蛋白機能
の回復と異常蛋白による小胞体ストレス
を軽減し、傷害を受けた細胞のアポトー
シスを回避する役割を有する。 
 COPD の成因は未だ十分に明らかにはな
っていない。 外的原因としての長期間の
喫煙暴露が COPD の誘因であるが、発症は
喫煙者の 20%程度であり、宿主側要因の重
要性が示唆される。COPD の病態において
は、活性酸素による蛋白変性が肺組織傷
害を引き起こすと考えられる。しかし従
来の喫煙に由来する“酸化ストレスによ
る蛋白変性”とは漠然とした理解であり、
喫煙肺における明確な物質的証明は示さ
れていなかった。 
 我々は酸化ストレスによる非可逆的蛋
白傷害として、蛋白質のアミノ酸中でも
特にアスパラギン及びアスパラギン酸残
基の L 体から D 体への構造異性化に注目
し、これまでの先行研究より、４つの蛋
白（serum amyloid P component protein:SAMP, 
prohibitin, glutathine S-transferase 
p1:GSTp1, peroxyredoxin-2）において、健
常人に比べ COPD 患者で有意に D体のアス
パラギン残基が増加していることを確認
した（ European Respiratory Society 
Annual Congress.2013 にて報告）。 
上記の結果はCOPD患者肺ではD体アスパラ
ギン残基、即ち異性体アミノ酸を含む異常
蛋白が増加していることが示されている。
特 に prohibitin 、 glutathine 
S-transferase、peroxyredoxin-2 等の蛋白
は酸化ストレスに防御的に働く蛋白であり、
それらの異性体アミノ酸含有率が高いこと
は正常の蛋白機能を有する蛋白の減少を意
味する。このことは原因か結果かはともか
く、COPD 肺は酸化ストレスに傷害を受けや
すい状態になっていると考えられる。また
別の見方をすれば、異性体化アスパラギン
酸の修復酵素であるPCMTが十分に機能しな
かったことが推測される。 
生物の老化と酸化ストレスによる蛋白傷害
は密接に関連しており、いわゆる“蛋白の老
化”は分子学的には“蛋白のアスパラギン酸

残基の異性化”とも理解される(Clarke S. 
Aging Res Rev.2003)。COPD は高齢者の疾患
であり、細胞の老化と密接に関連している。 
異性化アスパラギン酸残基の修復酵素 PCMT
が生物系に存在するということは、生物の歴
史の中で種々の酸化ストレスによる蛋白中
のアスパラギン酸残基の異性化を代表とす
るL−アミノ酸のD体化という傷害を受けてき
た証拠であり、且つアミノ酸残基の異性化修
復が生物にとって極めて重要であることを
示唆している。したがって PCMT の気道・肺
組織中の活性は酸化ストレスによる蛋白傷
害の修復酵素として重要であり、PCMT1 の活
性が喫煙による肺組織傷害の修復に強く影
響することが考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々は培養細胞を用いて、siRNAによるPCMT
のノックダウンにより、ミトコンドリア蛋白
の異性体アミノ酸含量を測定し PCMT 活性が
どのような影響を与えるかを検証したい。 
 以上、我々は本研究により異性化アミノ
酸残基を有する異常蛋白の修復に主要な役
割を担う PCMT1 が COPD 肺組織傷害の修復に
防御な役割を果たしていることを証明した
い。 
 
３．研究の方法 
１） COPD 患者の肺組織中の PMCT1 活性
を測定して、肺機能正常の喫煙健康成人及び
非喫煙健康成人の肺組織中 PMCT 活性の比較
を行なう。 
２） 培養細胞を用いて、タバコ抽出液
(CSE)がどのように PCMT の遺伝子発現及び
活性誘導を起こすかを解析する。 
３） 安定的にPCMT1遺伝子をノックアウ
トした細胞株を用いて、CSE 刺激下に COPD 患
者肺で異性体化アスパラギン酸残基比率が
有意に高かった SAMP, prohibitin, GSTp1, 
peroxyredoxin-2 の４つの蛋白の D 体アスパ
ラギン残基比率を解析し、対照と比較する。 
 
４．研究成果 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)の発症過程にお
いて酸化ストレス障害の１つとしてアスパ
ラギン(Asn)及びアスパラギン酸(Asp)残基の
異性体化という翻訳後修飾が起こり、この過
程は部分的に修復酵素PCMT1で異性体化は
緩和されるが、D-体 Asp残基や D-isoAsp残
基は蛋白質の構造変化として残り、機能障害
を起こすと考えられる。我々は COPD患者の
肺組織におけるPCMT1の蛋白質発現を検討
し、有意な低下を見出した。この結果を基に
PCMT1を標的とした shRNAを用いてA549
細胞でのPCMT1を低下させた安定細胞株を
作成した。この細胞株を用い D-Asp特異的エ
ンドペプチダーゼ（Paenidase I）で D-Asp
残基を有する蛋白質をスクリーニングし４
種類の蛋白質を見出した。その中で活性酸素
産生、酸化ストレスに強い因果関係を示すミ



トコンドリア蛋白である Prohibitin1(PHB1)
に注目した。この蛋白質は PCMT1低下、ま
たは煙草抽出液を用いた時有意に D-Asp 残
基の増加を示した。PCMT1 低下細胞株では
ミトコンドリアクリステの破壊、オートファ
ージ―の亢進が認められた。PCMT1 には細
胞質型と小胞体型のアイソフォームが存在
し、細胞質型の遺伝子発現を回復させるとミ
トコンドリア形態も回復した。PHB1には７
か所のアスパラギン残基を有し、Asn(N)残基
を Asp(D)残基へ変化させた蛋白質を発現さ
せた A549細胞を樹立した。この中で N24D
と N226D はカルボキシ端がグリシンまたは
セリン残基でアスパラギン残基脱アミド化
が特に起こりやすく、この２種類の細胞の細
胞内脂肪滴の大きさ、個数について検討した。
脂肪滴はミトコンドリアと接触する形で相
互作用し、加齢現象と関連することが報告さ
れている。この２種類の細胞を解析すると、
N24D, N226Dともに脂肪滴の大きさが拡大
し、細胞あたりの脂肪滴の数が減少し脂肪滴
の癒合促進が示唆された。電子顕微鏡レベル
で検討すると、脂肪滴の大きさが増大しても
ミトコンドリアと接触した形で存在した。し
たがってミトコンドリア蛋白質 PHB1 のア
スパラギン残基脱アミド化の過程が脂肪滴
の形成に関係し、細胞内小器官の変化を通じ
ての加齢変化に関連することを見出した。 
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