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研究成果の概要（和文）：　リソソーム傷害のCOPD病態における役割は明らかでない。我々は喫煙刺激がリソソ
ーム損傷を誘導し、TRIM16介在性リソファジーによるリソソーム恒常性維持が、リソソーム機能と細胞老化亢進
の制御で重要な役割を果たしていることが明らかになした。TRIM16発現が低下した場合には、喫煙刺激によるリ
ソソーム損傷は十分に回復せず、損傷リソソームが蓄積し、リソソーム機能は低下し、結果的に細胞老化を誘導
した。COPD肺組織や、分離気道上皮細胞ではGalectin3発現の増加と、TRIM16発現の低下を認めた。
　不十分なリソファジーがリソソーム傷害を蓄積させCOPD病態に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Cigarette smoke (CS)-induced functional deterioration of lysosomes may be 
associated with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) pathogenesis. Lysosomal membrane 
permeabilization (LMP) is indicative of damaged lysosomes. Galectin-3 and tripartite motif proteins 
(TRIM)16 play a cooperative role in recognizing LMP and inducing lysophagy. TRIM16 was involved in 
CSE-induced lysophagy, with impaired lysophagy associated with lysosomal dysfunction and accelerated
 cellular senescence. Airway epithelial cells in COPD lungs showed an increase in galectin-3 puncta 
reflecting lysosomal damage with concomitantly reduced TRIM16 expression levels. HBEC isolated from 
COPD patients showed reduced TRIM16 but increased galectin-3, and a negative correlation between 
TRIM16 and galectin-3 protein levels was demonstrated. Increased LMP, which can be attributed to 
impaired TRIM16-mediated lysophagy, may be responsible for COPD pathogenesis through the enhancement
 of cellular senescence.  

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： リソファジー　慢性閉塞性肺疾患　細胞老化　リソソーム　オートファジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　老化関連呼吸器疾患であるCOPDは、高齢化社会に伴いその患者数は増加し、社会的にも医療経済的にも、その
病態解明と有効な治療法の開発は重要な課題である。
　我々はCOPD病態における細胞老化の亢進に、リソソーム傷害の蓄積が関与することを見出した。このリソソー
ム傷害の機序として、TRIM16という蛋白が関与するリソソーム選択的なオートファジー分解である、リソファジ
ーの機能低下の影響を明らかにした。
　リソファジー誘導が、COPD病態の制御に有効である可能性が示されており、今後の治療法開発につながる結果
と考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



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、慢性の喫煙暴露により気流閉塞が進行する、治療抵抗性呼吸器
疾患である。加齢と喫煙刺激による老化細胞の増加は、創傷治癒遅延や老化随伴分泌現象（SASP）
により、COPD 病態の進展で重要と考えられているが、細胞老化誘導機序の詳細は解明されて
いない。オートファジーは細胞内蛋白分解系であり、細胞機能恒常性維持で重要な役割を果たす。
我々はオートファジー、特にミトコンドリア選択的マイトファジー機能が不十分であることと、
喫煙刺激による細胞老化誘導との関連性を報告してきた。オートファジー機能はオートファゴ
ゾーム形成による分解対象の隔離と、その後のリソソームとの融合によるオートライソソーム
形成により調整される。つまりオートファジー機能は最終的にリソソームに制御され、つまりリ
ソソーム機能自体が COPD 病態で重要である可能性がある。 
リソソームは細胞内の様々な分子、受容体から小器官、さらには病原体に至るまでを分解除去す 
る細胞内小器官である。近年の検討から、リソソームは単なる分解処理器官ではなく多岐にわた
る細胞機能制御に密接に関与することが明らかとなっている。そのためリソソーム機能異常は
多くの病態で認められ、lysosome storage disease (LSD)だけでなく、加齢に伴う神経変性疾患
であるパーキンソン病やアルツハイマー病の進展にも関与する。リソソーム機能異常では、傷害
タンパク産生と分解のアンバランスにより、細胞内凝集体の蓄積や、酸化された凝集体が脂質と
反応し合成される lipofuscin の蓄積を認め、これらは細胞老化を進展させると考えられている。
加齢によりリソソーム機能は低下し、COPD の原因となる喫煙刺激により細胞内凝集体や
lipofuscin 蓄積することが報告されており、COPD 病態にリソソーム機能異常が関与する可能性
が示唆される。 
オートファジーによる不要な細胞内小器官の選択的な分解はオルガネロファジーと言われ、現
在広く検討が進んでいる。損傷を受けたリソソームからの分解酵素の流出は細胞に傷害を与え
るため、傷害リソソームはリソファジーにより速やかに分解除去される必要がある。つまり損傷
を認識し、速やかにオートファジーが誘導される効率的な機序が存在する。リソファジーの遂行
には受容体が重要な役割を果たし、近年の研究から TRIM タンパク質(tripartite motif protein)が、
この制御性受容体として作用し、TRIM16 のリソファジーへの関与が報告された。リソソーム損
傷はガレクチン 3 に認識され、TRIM16 はガレクチン 3 を介して損傷リソソームと結合する。
TRIM16 は損傷リソソームのユビキチン化を促進し、オーファゴソーム誘導を進めると考えられ
ている。しかしながら COPD 病態におけるリソソーム機能や、リソソーム損傷、またその恒常
性維持機構としての TRIM16 を介したリソファジーの関与について検討はこれまで十分に行わ
れていない。そこで我々は COPD 病態の、特に細胞老化亢進への、リソファジーによるリソソ
ーム機能制御の関与の観点からの検討を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究ではリソファジーによるリソソーム恒常性維持機構が、喫煙刺激時のリソソーム損傷

や細胞運命に与える影響を明らかにするため以下の項目に関して検討を行った。①喫煙刺激は
リソソーム損傷を誘導するかどうか？➁喫煙刺激は TRIM16 介在性リソファジーを誘導するか
どうか？➂TRIM16 介在性リソファジーは、喫煙刺激によるリソソーム機能と細胞老化の制御に
関与するかどうか？➃喫煙暴露マウスモデルでリソソーム傷害は増加するか？⑤COPD 肺組織
ではリソソーム損傷が増加しているのか？⑥COPD 由来気道上皮細胞（HBEC）では TRIM16 介
在性リソファジーが低下し、リソソーム機能が低下しているのか？ 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた検討：肺癌手術患者由来の肺組織の正常部分より分離した気道上皮細胞
（HBEC）および BEAS2B 細胞を検討に用いた。Cigarette Smoke Extract(CSE)によるタバコ刺
激を行い、リソソーム損傷、リソファジー、細胞老化を検討した。リソソーム損傷は、共焦点レ
ーザー顕微鏡を用いて、リソソーム（LAMP1）への Galectin3 の共局在により評価した。リソソ
ーム機能はリポフスチンの蓄積、lysotracker Red 染色による pH 評価、蛋白凝集体の検出により
検討した。TRIM16 によるリソファジーの制御は、TRIM16siRNA と発現ベクターによる、オー
トファジー機能や、リソソーム損傷と機能への影響から評価した。細胞老化は、老化関連βガラ
クトシダーゼ染色、p21 発現、及び Histone H2A 染色により検討した。 
 
(2)マウスモデルの検討：6〜10 週齢マウス（C57BL/6）を使用し、小動物用暴露吸入システム付
属の WholeBody チャンバーにて COPD マウスモデルを作成した。喫煙群はチャンバー内でタ
バコ 1 日 5 本を週 5 日間計 26 週喫煙暴露した後、肺を摘出しホルマリン固定標本を作成した。
蛋白発現の検討によりライソゾーム損傷（Galectin3）と、リソファジー（TRIM16）を評価した。
さらに lipofuscin や細胞内凝集体蓄積によりリソソーム機能を検討した。 
 
(3)患者肺組織を用いた検討：肺生検および肺癌の手術によって得られた癌病変を含まない肺組
織（ホルマリン固定）を用いて(正常、COPD)検討を行った。Galectin3 と、TRIM16 の発現は免
疫組織学的に評価した。電子顕微鏡を用いてリソソーム数を検討した。 
 
(4) 患者由来 HBEC を用いて、LAMP1、 Galectin3 と TRIM16 発現を検討した。その発現量と



臨床的指標との関連性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 喫煙刺激（CSE）はリソソーム損傷と機能低下を誘導する。 
 リソソーム損傷を誘導する LLOMe で、リソソーム（LAMP1）
への Galectin3 の共局在の増加が観察された。CSE 刺激により、
同様の所見を認めた。（図１）。CSE 刺激による細胞内 lipofuscin の
蓄積と、lysotracker Red 染色性の低下が認められた。以上検討か
ら喫煙刺激がリソソーム損傷を引き起こし、リソソーム機能低下
を誘導することが示された。 
 
(2) 喫煙刺激は TRIM16 介在性リソファジーを誘導する。 

TRIM16 の喫煙によるリソファジー誘導への関与の可能性を明らかに
するため、TRIM16 ノックダウンによる検討を行った。CSE 刺激は LC3
の conversion(I から II)、EGF-LC3 による dot 形成により評価するオー
トファジーを誘導し、TRIM16 ノックダウンにより、このオートファジ
ー誘導は抑制された（図２）。TRIM16 ノックダウンにより、CSE によ
るリソソーム損傷と、リソソーム機能低下の増強が認められ、同時に細
胞老化の亢進を認めた（図３）。 

一方 TRIM16 強制高発現は、喫煙刺激によるリソソーム損傷（リソソ
ーム（LAMP1）への Galectin3 の共局在）と、リソソーム機能低下（細
胞内 lipofuscin の蓄積と、lysotracker Red 染色性の低下）の誘導を抑
制した。また喫煙刺激による細胞老化誘導の抑制も観察された。以上
検討から、TRIM16 介在性のリソファジーが、喫煙刺激によるリソソ
ーム損傷を制御することで、リソソーム機能低下と関連する細胞老化
を抑制している可能性が示唆された。 
 
(3) 喫煙暴露マウスでのリソソーム損傷 

6 か月の喫煙暴露後に、マウス肺の気道上皮細胞では TRIM16 発現
低下と Galactin3 発現亢進を認めた。また lipofuscin 及び細胞内タン
パク凝集体の蓄積を認め、COPD マウスモデルで、TRIM16 発現低下
によるリソファジー低下が、リソソーム損傷と機能低下へ関与する可
能性が示唆された。 
 
(4) COPD 肺組織でのリソソーム傷害の増加 

COPD 肺組織を用いた検討でも、TRIM16 発現低下と Galactin3
発現亢進を認めた。また lipofuscin 及び細胞内タンパク凝集体の
蓄積を認め、電子顕微鏡では COPD 細気管支上皮内における
リソソームの増加が観察された（図４）。 

 
(5) COPD 由来気道上皮細胞（HBEC）での TRIM16 介在性リ
ソファジーとリソソーム機能。 
患者由来 HBEC を用いて、LAMP1、Galectin3 と TRIM16 発

現を検討した。COPD 患者由来 HBEC では、損傷リソソーム
量を反映する LAMP1 及び Galectin3 発現の増加と、TRIM16 発
現の低下を認めた。TRIM16 と Galectin3 発現には負の相関関
係を認め、リソファジー低下と損傷リソソーム蓄積の因果関係
が示唆された（図５）。また、COPD 由来 HBEC では、非喫煙者由来 HBEC と比較して、リソ
ソーム機能低下（細胞内 lipofuscin の蓄積と、lysotracker Red 染色性の低下、タンパク凝集体の
増加）が認められた。 
 
（結論） 

CSE 刺激がリソソーム損傷を誘導し、TRIM16 介在
性リソファジーによるリソソーム恒常性維持が、
COPD 病態におけるリソソーム機能低下と細胞老化
亢進の制御で重要な役割を果たしている可能性が示
唆された。 
つまり TRIM16 発現が低下した場合には、喫煙刺激

によるリソソーム損傷は十分に回復せず、損傷リソソ
ームが蓄積し、リソソーム機能は低下し、結果的に細
胞老化を誘導していると考えらた（図６）。実際 COPD
肺組織や、分離 HBEC では Galectin3 発現の増加と、
TRIM16 発現の低下を認めており、不十分なリソファ



ジーが COPD 病態に関与する可能性は十分にある。しかしながら TRIM16 発現低下の機序は明
らかでなく、またリソファジー誘導の COPD 治療への応用の可能性を含め、今後の検討課題は
多いと考えている。 
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