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研究成果の概要（和文）：肺線維症患者の気管支肺胞洗浄液（BALF）では健常群やサルコイドーシス患者と比較し20S 
プロテアソーム活性が高い傾向があった。プロテアソーム活性の増加と肺線維症との関連が示唆された。一方、12週間
の喫煙曝露を行ったプロテアソーム抑制マウスは野生型と比較し有意に気腔が拡大し、アポトーシス細胞の増加がみら
れ、プロテアソーム抑制は喫煙に対する肺胞破壊が増強することが示された。線維芽細胞はタバコ煙刺激後にプロテア
ソーム阻害薬を加えることによってアポトーシス細胞の増加がみられ小胞体ストレスも増加した。

研究成果の概要（英文）：The activity of 20S proteasome in bronchoalveolar labage fluid tend to be higher 
in the patients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) than normal subjects or sarcoidosis patients. 
Increased proteasome activity suggests a link to fibrotic reaction. In contrast, cigarette smoke-exposed 
Tg mice with decreased proteasomal chymotrypsin-like activity showed remarkable air space enlargement and 
increased apoptotic cells compared with wild type controls. Impaired proteasomal activity also enhanced 
apoptosis and endoplasmic reticulum stress in cigarette smoke extract (CSE)-exposed fibroblastic cells.

研究分野：呼吸器内科学

キーワード： プロテアソーム
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１．研究開始当初の背景 
本邦では人口の高齢化に伴い呼吸器疾患が
増加しており、呼吸器疾患の制御は重要な課
題である。酸化ストレスの増加は慢性閉塞性
肺疾患（COPD）や肺線維症などの炎症性肺
疾患で報告されている。肺線維症は高齢の男
性に多く進行性で、中でも特発性間質性肺炎
は平均生存期間 2.5～5 年と予後不良の疾患
であり、呼吸困難で生活が著しく障害される
が、未だに有効な治療法はない。申請者は酸
化ストレスを受けた蛋白の処理機構に注目
するに至った。蛋白酸化は可逆的な酸化と不
可逆的な酸化があるが、不可逆的酸化蛋白の
処理は主にユビキチン・プロテアソームシス
テムにより行われている。近年プロテアソー
ム活性と肺疾患の関係を示した論文が散見
される。例えば、COPD患者の肺や急性肺障
害患者のＢＡＬ中ではプロテアソーム活性
の低下が報告されている。一方、肺線維症モ
デルマウスではプロテアソーム阻害薬によ
り線維化が抑制されるという報告があり、プ
ロテアソーム活性の増加と線維化の悪化が
示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、１）臨床的側面からは、ヒトの
肺線維症におけるプロテアソームの役割を
検討することを目的とする。２）基礎的研究
として、in vitro においてプロテアソーム抑
制時の各種肺細胞における線維化促進因子
や抑制因子を調べる。３）プロテアソーム活
性の低下したマウスを用いて、肺疾患モデル
におけるプロテアソームの線維化における
役割について検討する。 
 
３．研究の方法 
プロテアソームが肺の線維化に与える影響
を明らかにするために、生体における肺線維
症患者のBAL液でのプロテアソーム活性や発
現を調べ、予後に与える影響を検討する。動
物実験ではブレオマイシン肺線維化モデル
を作成し、プロテアソーム活性の低下した、
特異的にβ5t を発現させた Tg マウスと野生
型を比較検討することで肺線維化抑制因子
の検討を行う。 
 
４．研究成果 
プロテアソームが肺の線維化に与える影響
を明らかにするために、生体における肺線維
症患者の気管支肺胞洗浄液（BALF）でのプロ
テアソーム活性や発現を調べた。プロテアソ
ーム活性はProteasome-Glo TM assay systems, 
Promega を用いて 20S proteasome の発光強
度をスタンダードとし BALF あたりの活性を
測定した。プロテアソーム抑制薬なしの値と
ありの値の差を結果に用いた。特発性肺線維
症患者（IIP）36 名、薬剤性肺障害患者 7名、
膠原病関連間質性肺炎(CVD-IP) 23 名では
Chymotrypsin-様活性は 3 群に変化がなかっ
たものの、Trypsin-様活性と Caspase-様活性

は IIP 群や CVD-IP 群に比べて薬剤性肺障害
群が有意に高値であった（Trypsin-様活性 
p<0.001, Caspase-様活性 p =0.006）。健常
者 17 名、サルコイドーシス患者 27 名および
IIP 群の検討では有意ではなかったものの、
IIP 群が他の 2 群に比べて Chymotrypsin-様
活性が高い傾向があった（p=0.089）。年齢と
プロテアソーム活性には相関を認めなかっ
たが、健常者（53±3 SE 歳）、サルコイドー
シス（57±2）、IIP（65±2）と有意に IIP の
年齢が高値であった。IIP 患者の BALF におけ
る Chymotrypsin-様活性が高い傾向であった
ことは、Chymotrypsin-様活性が肺線維化形
成に何らかの影響を与えていると考えられ
る。薬剤性肺障害は IIP 群や CVD-IP 群と比
べ Chymotrypsin- 様 活 性は変わりなく
Trypsin-様活性と Caspase-様活性が高値で
あったことは、プロテアソームの活性首座の
変化が種類の異なる間質性肺炎の発症や障
害メカニズムに影響している可能性がある。 
 
喫煙刺激に対しプロテアソーム機能の抑制
がどのような影響を及ぼすかを調べるため、
C57BL/6 の野生型マウス(WT)もしくはプロテ
アソーム活性が減弱したトランスジェニッ
クマウス（Tg）に 5％、60 分間の喫煙曝露（柴
田化学 SIS-CS）を週 5 日間で 12 週間行っ
た。Mean linear intercept を測定すると喫
煙曝露を行った Tgマウスは WTと比較し有意
に気腔が拡大しており、プロテアソーム抑制
は喫煙に対する肺胞破壊が増強することが
示された。TUNEL 染色を行ったところ、Tg マ
ウスでは WT と比較し有意にアポトーシス細
胞の増加がみられた。そこで、プロテアソー
ム活性抑制の有無で喫煙刺激によるアポト
ーシスが異なるかどうかを検討した。
Primary mouse lung fibroblast cell line,
皮下から分離した fibroblast をプロテアソ
ーム阻害薬（PS-341:10nM）の有無で 32 時間
プレインキュベートした後、1%タバコ煙抽出
液を含む培地で 16 時間培養した。動物種別
や採取した部位に関わらず、タバコ煙刺激後
の fibroblast はプロテアソーム阻害薬を加
えることによって annexin V 陽性細胞が増加
した。しかし、primary 肺胞上皮細胞ではプ
ロテアソーム阻害薬の有無で差はなかった。
Tg マウスと WT マウスより採取した
fibroblast を 1%タバコ煙抽出液で培養する
と、Tg マウスから得られた fibroblast では
WT と比較し annexin V 陽性細胞と propidium 
iodide 陽性細胞の陽性比率が増加していた。
プロテアソーム活性低下ではタバコ煙とい
う酸化ストレス下で aggresome formation も
増加することが確認された。タバコ煙がもた
らす細胞死のメカニズムを検討するため ER
ストレスの指標を検討したところ、
glucose-regulated protein 78 はタバコ煙を
曝露した Tgマウスの fibroblast で増加して
いたが、caxpase-3 は変化がなく、アポトー
シスはcaxpase非依存性経路で起こっている



と考えられた。  
ブレオマイシン肺繊維化モデルにおける
プロテアソーム抑制マウスの線維化につい
て見当するため、8 週令のβ5t-Tg マウスお
よび同腹の Wild type マウスに 0.05 U のブ
レオマイシンを経気管支投与した。β5t-Tg
マウスでは Masson- trichrome 染色の染まり
が弱くみられた。また、肺組織における Total 
soluble collagen はβ5t-Tg マウスでは 21
日後にはブレオマイシン投与前の値と同じ
であったが、同腹の WT は高値を示した。
Collagen 3 mRNA 発現は WT マウスが高い傾向
がみられたが、β5t-Tg マウスはブレオマイ
シン経気管投与による死亡回避が難しく統
計的に有意な検討は困難であった。 
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