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研究成果の概要（和文）：本研究では、COPDの肺細胞におけるエピゲノム変化がCOPDの病態に及ぼす作用を検討
することを目的とした。COPD患者の肺胞マクロファージにおける細菌貪食受容体の発現が低下しており、COPDに
おける易感染性に関係する可能性が示唆された。さらにCOPD患者のヒストン蛋白はエピゲノム変化の一種である
ニトロ化が生じていることが明らかになった。また新規内因性還元分子である活性硫黄分子種がCOPDの肺細胞で
は低下しており、呼吸機能の低下と関与することが明らかになった。さらに活性硫黄分子種の産生酵素の役割に
ついて検討している。

研究成果の概要（英文）：In the current project, we aimed to investigate the effects of epigenomic 
changes in lung resident cells of patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD). We 
found that the expression of CD169 in the COPD alveolar macrophages, which is involved in 
phagocytosis of bacteria was significantly attenuated compared to that in the control subjects. 
Moreover, histone in the bronchial epithelial cells from COPD patients was more nitrated compared to
 that from healthy subjects. In the COPD lung cells such as bronchial epithelial cells and lung 
fibroblasts, intracellular levels of reactive sulfur species (RSS) were significantly decreased 
compared to the lung cells from healthy subjects. Now, we have been studying the role of RSS 
producing enzyme.

研究分野： 呼吸器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
COPDにおけるエピゲノム変化が病態に及ぼす影響についてはヒストン蛋白のアセチル化の制御については解明さ
れているが、それ以外の変化、とりわけニトロ化については全く不明である。さらに今回、明らかにした細菌貪
食受容体の発現低下についてはCOPDの自然歴において重要な増悪病態と深く関連する可能性がある。活性硫黄分
子種は全く新規の内因性抗酸化分子でありヒト肺に存在し、COPD患者肺においてその産生量が低下していること
は世界初の知見である。本研究成果は呼吸器領域のトップジャーナルであるThorax誌に掲載された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)におけるエピゲノム変化は、マクロファージにおける histone 

deacetylase (HDAC) の失活によるヒストンのアセチル化を介して肺の炎症に関与することが知
られている(NEJM 2005)。一方で、COPD の他の肺細胞におけるエピゲノム変化は、ほとんど解明
されていない。これは、肺細胞を分離精製することが技術的に困難であることに起因する。さら
に、TNF や IL-6 等の COPD 病態関連分子の発現に関するエピゲノム修飾の詳細も全く不明であ
る。また最近、TET2 遺伝子変異が HDAC2 の機能低下をもたらす可能性についても明らかになっ
た(Nature 2015)。近年、硫化水素(H2S)は、強力な抗酸化作用や抗炎症作用を有することから注
目されているが、最近、我々の共同研究グループは、H2S の抗酸化作用の本態が活性硫黄分子種
(GSSH, CysSSH 等)であることを明らかにした(PNAS 2014)。さらに、エピゲノム解析をする上で
問題となる細胞精製法について、独自の酵素処理法で処理し、種々の表面マーカーで識別するこ
とで、肺胞マクロファージ(M1/M2 分画)、気道上皮細胞、肺線維芽細胞、血管内皮細胞を高純度
かつ十分量、精製することに成功した(AJRCMB 2012)。  
 
２．研究の目的 
COPD の病態は未だ不明な点が多いが、とりわけ COPD の肺細胞におけるエピゲノム変化につい

てはほとんど解明されていない。また、COPD の炎症では、ニトロ化ストレスが重要な役割を果
すが、ヒストン蛋白の修飾を介して、COPD の病態関連分子の発現に影響を及ぼす可能性がある。
近年、新規の還元分子として硫化水素(H2S)が注目されているが、H2S の抗酸化作用の本態が、
活性硫黄分子種であることを共同研究グループが解明した。本研究では、独自に開発した酵素処
理により、COPD の肺細胞を分離精製し、マクロファージをはじめとした種々の肺細胞における
エピゲノム変化の詳細、ニトロ化ストレスによるエピゲノム変化、さらに活性硫黄分子種を用い
た新規炎症制御法について検討することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
対象者から肺組織を入手しマクロファージや肺構築細胞を分離する。活性硫黄分子種の測定

には、気道被覆液、喀痰上清、初代気道上皮細胞、肺線維芽細胞を用いる。エピゲノム変化の解
析には、各種肺細胞を用いて、免疫沈降-イムノブロット(IP-IB)、クロマチン免疫沈降法(ChIP-
seq)を用いて解析する。ニトロ化ストレスの検討では、肺細胞のヒストン蛋白のニトロ化につい
て、COPD と健常人で比較する。さらに活性窒素種を外的投与した際のヒストン蛋白のニトロ化、
アセチル化、メチル化を評価する。活性硫黄分子種の検討では、対象群で産生様式を比較検討す
る。また活性硫黄分子種産生酵素の発現を免疫組織学的に検討する。COPD 類似 in vitro・in vivo
モデルを用いて、活性硫黄分子種産生刺激薬(Na2S3)の効果を検証し、活性硫黄分子種の創薬に向
けた基礎研究を目指す。 

 
４．研究成果 
 本研究の目標は、肺構築細胞の機能面から見た COPD の肺細胞におけるエピゲノム変化の解明
と新規還元物質である活性硫黄分子種の役割の解明である。前者に関しては、肺胞マクロファー
ジのエピゲノム解析を行う際に、細菌貪食に関わる受容体である CD169(別名:Siglec-1)の発現
が低下していることが偶然、明らかになった。COPD 患者のマクロファージでは細菌貪食能が低
下していること、感染による増悪が COPD の予後を左右することは当該分野における最もホット
なトピックスであることから、当初のマクロファージのエピゲノム変化を解明する研究を一部、
変更して CD169 の発現と機能解析の研究を開始した。本研究では、コントロール非喫煙者、コン
トロール既喫煙者、COPD 既喫煙者の手術肺組織検体から肺胞マクロファージを分離し、肺胞マ
クロファージにおける貪食受容体の発現をフローサイトメトリーにより解析した(図 1,2)。COPD
患者由来の肺胞マクロファージでは、コントロール非喫煙者、コントロール既喫煙者に比べ、細
菌のシアル酸を認識するSiglec-1の発現が有意に低下していた(図3)。また重回帰分析により、
肺気腫の重症度が Siglec-1 発現に関与する独立因子であることを発見した。本研究成果は、現
在、呼吸器領域の英文誌(Eur Respir J, IF 12.242)に投稿準備中である。 

 
 

 
一方で、肺構築細胞のエピゲノム変化に関しては、現在、肺線維芽細胞を分離培養しており、

来年度より開始する予定である。COPD でニトロ化ストレスが亢進しているかを検討するため臨
床検体を用いて 3-ニトロチロシン抗体を用いた免疫沈降ブロッティングを行った。COPD の肺構

図 1 FACS を用いた手術肺からの肺胞マクロファージの分離 図 2肺胞マクロファージの表面マーカーの発現 図 3 COPD 由来肺胞マクロファージにおける Siglec-1発現の低下 



築細胞でヒストン蛋白のニトロ化ストレスが亢進しているかを検討す
るため 3-ニトロチロシン抗体を用いた免疫沈降を行ったところ、COPD
由来の肺細胞ではニトロ化が亢進していることが明らかになった(図
4)。現在、ニトロ化された部位近傍の遺伝子部位の詳細を ChIP アッセ
イを行っているところである。さらに外因性に peroxynitrite などを投
与して細胞にニトロ化ストレスを負荷した際に生じる変化と阻害剤を
用いた際にこれらの変化が消失するかについて現在も検討している。 
  
活性硫黄分子種（RSS）に関する研究は、予想以上に順調に推移して

いる。COPD 患者の肺細胞及び気道被覆液中の活性硫黄分子種が存在す
ることを世界で初めて報告し、COPD の産生量が健常人に比較して有意に低下しており、呼吸機
能と負の相関を示すことを明らかにした(図 5,6)。この成果は、肺における新規内因性還元分子
の発見として注目され、Thorax 誌(IF 9.655)に掲載された。今現在、活性硫黄分子種産生酵素
遺伝子欠損マウスを用いて、COPD の肺の炎症病態における役割を解明するために研究を継続中
である。 
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