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研究成果の概要（和文）：喫煙刺激によって気道上皮細胞において細胞内の遊離鉄濃度が上昇し、フェロトーシ
スを介してCOPD病態形成に関与することを証明した。また細胞内の有害な遊離鉄(Fe2+)の産生機序として、オー
トファジーによるフェリチンの分解機構（フェリチノファジー）が関与していることも、証明した。我々の研究
結果から、喫煙刺激はNCOA4により制御されるフェリチン特異的オートファジーを亢進させ, 気道上皮細胞内の
遊離鉄を増加させることが明らかとなった。そしてこの細胞内遊離鉄の増加およびGPx4活性の低下がフェロトー
シスを誘導し、COPD病態形成に関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Ferroptosis is a necrotic form of regulated cell death (RCD) mediated by 
phospholipid peroxidation in association with free iron-mediated Fenton reactions. Disrupted iron 
homeostasis resulting in excessive oxidative stress has been implicated in the pathogenesis of 
chronic obstructive pulmonary disease (COPD). We demonstrated the involvement of ferroptosis in COPD
 pathogenesis. Our in vivo and in vitro models show labile iron accumulation and enhanced lipid 
peroxidation with concomitant non-apoptotic cell death during cigarette smoke (CS) exposure, which 
are negatively regulated by GPx4 activity. NCOA4-mediated ferritin selective autophagy 
(ferritinophagy) is initiated during ferritin degradation in response to CS treatment. CS exposure 
models, using both GPx4-deficient and overexpressing mice, clarify the pivotal role of 
GPx4-regulated cell death during COPD. These findings support a role for cigarette smoke-induced 
ferroptosis in the pathogenesis of COPD.

研究分野： 呼吸器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
COPDの発生機序は、未だ解明されておらず有効な治療法も確立されていないのが現状である。我々の考えるCOPD
の発生機序は、遊離鉄、鉄依存性細胞死、フェリチン依存性オートファジーであるフェリチノファジーといった
これまで検討されていなかった全く新しい機序であり、新規薬剤の開発に大いなる前進をもたらす可能性を秘め
ている。またCOPDは、世界的に見ても死亡率の高い疾患であり、新規治療法が開発されれば、その社会的意義は
十分大きいものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患（COPD）は主に喫煙が原因の、慢性進行性の気流閉塞を呈する治療抵抗性
疾患である。現時点において COPD の予後を著明に改善させる有効な薬物療法はなく、分子
病態の解明は急務である。近年、鉄依存性の新規細胞死であるフェロトーシスの存在が注目さ
れている。また COPD 肺における細胞内鉄濃度の上昇は、以前から指摘されているが、細胞
内鉄上昇と COPD 病態への関与のメカニズムについては検討されていない。また有害な細胞
内遊離鉄増加の機序は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
肺上皮細胞におけるプログラム細胞死(PCD)の亢進は、慢性閉塞性肺疾患(COPD)病態の進展
上重要な病態である。近年、リン脂質酸化を伴う鉄依存性、カスパーゼ非依存性の PCD であ
るフェロトーシスの存在が報告された。またフェリチン特異的オートファジー
（ferritinophagy）の亢進は、フェリチンから遊離鉄(Fe2+)への分解を介してフェロトーシスを
誘導する。COPD 患者では肺組織への鉄の過剰な蓄積が報告されるが、COPD を含めた呼吸
器病態への ferritinophagy 及びフェロトーシスの関与はこれまで検討されていない。本検討で
は、培養細胞および動物モデルを用いて、COPD 病態へのフェロトーシスの関与と病態形成に
与える影響を明らかにし、病態理解と新たな治療戦略の構築を目的とする。 
 
３．研究の方法 
COPD 肺における鉄および過酸化脂質の蓄積の検討 
肺手術検体より得られた肺組織を用いて、鉄のおよび過酸化脂質の蓄積につき検討した。
COPD 肺組織の Fe3+染色(Perl’s DAB)および 4-HNE(4-hydroxy-2-nonenal)の免疫染色によ
り、気道上皮での評価を行った。また肺組織をホモジネートしたサンプルから脂質成分を抽出
し、質量分析法(LC-MS)により不飽和多価脂肪酸に対する過酸化体の割合を定量し、過酸化脂
質の蓄積について検討した。 
培養細胞でのフェロトーシスの検討 
肺手術検体より分離培養したヒト気道上皮細胞(HBEC)および Beas2B 細胞を用いて、タバコ
煙抽出液(Cigarette smoke extract; CSE)による刺激を行い、細胞内遊離鉄の定量、細胞死およ
び脂質酸化を定量した。細胞内遊離鉄の定量には、培養細胞を超音波破砕したのち、上清中の
Fe 濃度を ICP-MS を用いて定量した。細胞死の評価のため、培養細胞の LDH assay により細
胞傷害を、MTT assay により細胞生存率を定量した。さらに気道上皮細胞における CSE 誘導
性脂質酸化の評価のため、C-11 BODIPY 蛍光プローブを用いて、その蛍光強度を定量した。
鉄キレート剤(Deferoxamin; DFO), フェロトーシス阻害薬(Ferrostatin-1)およびフェロトーシ
ス主要制御因子である GPx4 のノックダウンによる細胞死および脂質酸化の制御を確認するこ
とで、フェロトーシスを評価した。 
肺気腫モデルマウスによるフェロトーシスの検討 
GPx4 遺伝子改変マウスを用いて喫煙曝露実験を行い、肺気腫病態について検討した。8～10
週齢の Wild type(WT)および GPx4 ヘテロノックアウトマウス(GPx4+/-), GPx4 高発現マウス
(GPx4-TG)を使用し、小動物吸入曝露システム in Expose を用いて 1 ヶ月間, 6 ヶ月間の全喫煙
曝露により COPD モデルを作成する。1 ヶ月喫煙マウスでは、肺からの気管支肺胞洗浄液
(BAL)を採取し、細胞数の計測を行った。肺組織中の細胞死の評価のため TUNEL 染色を、過
酸化脂質の定量のため質量分析法(LC-MS)を行った。さらに ELISA 法により肺組織中のサイ



トカインの定量を行った。6 ヶ月喫煙マウスでは、肺組織の HE 染色で平均肺胞径を測定し、
肺気腫病変の評価を行った。また肺組織をホモジネートしたサンプルから脂質成分を抽出し、
質量分析法(LC-MS)により不飽和多価脂肪酸に対する過酸化体の割合を定量し、過酸化脂質の
蓄積について検討した。 
 
４．研究成果 
①COPD 患者肺組織において鉄および脂質酸化の亢進。 
 COPD 肺組織では気道上皮細胞における鉄沈着が亢進し、同部
位に 4-HNE の蓄積を認めた。肺組織中のホスファチジルコリンや
ホスファチジルエタノールアミンの過酸化体（PCOOH,PEOOH）
は、COPD 肺において正常の肺に比較して有意に蓄積が高度であ
った（図１）。COPD 肺において GPx４の発現は減弱しており、
患者の一秒量と負の相関を呈した（図２）。 
②気道上皮細胞における CSE 刺激 
 気道上皮細胞に CSE を含んだ培養液中で培養したところ、
control と比較し、細胞内遊離鉄の濃度、脂質酸化、細胞死がそれ
ぞれ有意に増加した。またこれらの増加は、鉄キレート剤であるデ
フェロキサミン（DFO）や,フェロとーシスの抑制剤である 
Ferrostatin-1、および GPx4 のノックダウンによって有意に抑制さ
れた。 
③喫煙による細胞内遊離鉄上昇の機序の検討 
 喫煙刺激により一過性にフェリチンが上昇するが、時間経過とともに次第に減少に転じた。ま
たこの減少はフェリチン特異的オートファジーであるフェリチノファジーのアダプター蛋白で
ある NCOA4 の増加をともなっていた。気道上皮細胞に喫煙刺激（CSE）を行うとフェリチン
と LC３は共局在を伴って上昇することが共焦点顕微鏡で確認された。このことからフェリチ
ンは喫煙刺激によりフェリチノファジー機構によって有害な遊離鉄に分解されることが考えら
れた。気道上皮細胞において NCOA4 を siRNA で欠損させると、喫煙刺激による細胞内遊離
鉄の濃度、脂質酸化、細胞死の増加をそれぞれ有意に抑制することがわかった。 
④GPx4 遺伝子改変マウスにおける肺気腫病態の評価 
 GPx4 ヘテロノックアウトマウスでは、WT マウスに比較して平均肺胞径が増大しており、肺
気腫病態が増悪していた。一方、GPx4 高発現マウスでは平均肺胞径が改善し、肺気腫病態形
成は抑制されていた。TUNEL 法による細胞死の評価では、GPx4 ヘテロノックアウトマウス
では喫煙により TUNEL 陽性細胞が増加し、GPx4 高発現マウスでは減少していた。さらに
BAL 液中の HMGB-1 は、WT マウスと比較して、GPx4 ヘテロノックアウトマウスでは喫煙
誘導性に増加し、GPx4 高発現マウスでは
減少していた（図３）。質量分析法による
過酸化脂質の定量を行うと、GPx4 ヘテロ
ノックアウトマウスでは喫煙誘導性に脂質
酸化が亢進し、GPx4 高発現マウスでは抑
制されていることが確認された（図３）。 
 



総括：喫煙刺激は NCOA4 により制御されるフェリチン特異的オートファジーを亢進させ、気
道上皮細胞内の遊離鉄を増加させた。また、気道上皮細胞内の遊離鉄の亢進および GPx4 活性
の低下はフェロトーシスを誘導し、COPD 病態形成に関与することが考えられた。 
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