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研究成果の概要（和文）：主に申請者が確立した喫煙曝露肺気腫・肺癌マウスモデルを用い喫煙に伴う肺気腫及
び肺癌の形成にかかわる共通の機序として炎症の関与を明らかにし、抗炎症薬であるRoflumilastの肺気腫形成
の抑制、抗炎症やMMP12発現、アポトーシスの抑制といった機序の解明、肺腫瘍及び肺癌の発症の抑制効果を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using a mouse model of smoking-exposed emphysema and lung cancer established
 by the applicant, we clarified the involvement of inflammation as a common mechanism of emphysema 
and lung cancer formation associated with smoking. Also, we elucidated the mechanisms by which the 
anti-inflammatory drug Roflumilast suppresses emphysema formation, anti-inflammation, MMP12 
expression, and apoptosis, and its effect on lung tumor and lung cancer development.

研究分野： 呼吸器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌は慢性閉塞性肺疾患（COPD）の重要な併存症であり、合併した肺癌の予後は不良である。またCOPDの主病態
である肺気腫は不可逆的であり、生命予後を改善する薬物治療の根拠は乏しい。そこで肺気腫・肺癌の
Chemopreventionが注目されているが、確立された予防薬がないのが現状である。本研究の成果により抗炎症
薬、特にRoflumilastが肺気腫の進行抑制、肺癌の発症予防効果を持つ可能性が明らかにされた。さらなる研究
の発展によりCOPD患者や喫煙者の予後改善に貢献できる可能性がある。

※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 
肺癌は慢性閉塞性肺疾患（COPD）の重要な併存症であり、合併した肺癌の予後は不良である。

また COPD の主病態である肺気腫は不可逆的であり、生命予後を改善する薬物治療の根拠は乏
しい。そこで肺気腫・肺癌の Chemoprevention が注目されているが、確立された予防薬がない
のが現状である。本研究の目的は肺気腫の進行及び、肺癌の発症の新規予防薬を探索することで
ある。本研究の成果により肺気腫の進行抑制、肺癌の発症予防により COPD 患者や喫煙者の予
後改善に貢献できる可能性がある。 

 
２．研究の目的 
申請者らの研究室では同様の喫煙曝露を間歇的に繰り返すこと

で、肺内の慢性炎症亢進、気腫病変の増悪、さらに肺腺癌が高率に
発生するマウスモデルを世界で初めて確立した。 (右図；
Kameyama N, Am J Respir Cell Mol Biol. 2018) 本研究では確立
したマウスモデル検体を用いて基礎研究を行い、将来の肺気腫及
び肺癌のChemoprevention薬の臨床使用につなげることを目的と
した。また候補薬剤を同定した際には細胞実験を行い分子学的な
機序も検討することを併せて目的とした。 
 
３．研究の方法 
A；病態解明（マウスモデルを用いた検討） 
肺気腫と肺癌の共通した病態解明のため、間歇喫煙肺気腫・肺癌モデルマウスの気管支肺胞洗

浄液 (BALF) 検体、全肺組織の非喫煙マウスとの比較、モデルマウスの肺気腫部位・肺腫瘍部
位の肺組織の比較を PCR、免疫染色にて検討する。 
 
B；マウスモデルを用いた Chemoprevention 薬の肺気腫・肺癌抑制に対する効果の検討 
Ａの検討で予測される肺気腫と肺癌に共

通する病態に作用する薬剤を、間歇喫煙肺気
腫・肺癌モデルマウスに投与を行う。溶媒投
与群、薬剤投与群、溶媒投与間歇喫煙曝露群、
薬剤投与間歇喫煙曝露群のすべての個体に
ついて(右図)、肺気腫・肺腫瘍の組織学的な
評価、マイクロ CT の比較検討を行う。当該
施設の有利な点として、呼吸と心拍が同時に
同期可能な最新鋭の動物用マイクロCTが導
入されていることである。申請者らは、喫煙
曝露による肺の気腫化の進行を定量的に観
察可能であることなどを報告してきた 
(Sasaki, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 2015)。また薬剤の腫瘍の増殖能に対する評価を
肺組織免疫染色の PCNA、Ki67 で、アポトーシスに対する効果を TUNEL 染色により病理学的
に評価する。さらに以下の方法などにより、推測された薬剤効果の機序の確認を行う。 
薬剤の肺の炎症、MMPs に対する効果の評価；COPD における肺癌発現の機序として両疾患

に共通の遺伝的背景、慢性炎症、酸化ストレス等が関与すると考えられている。(Durham AL, 
Lung cancer, 2015) 薬剤の抗炎症効果の検討を ELISA を用いて BALF 中の細胞数、細胞分画
（好中球やリンパ球の増加）、炎症性サイトカイン（TNFα、IL6、CCL2 など）や Matrix 
metalloproteinase Matrix metalloproteinase（MMPs）の測定、肺組織の炎症細胞の局在と種
類の評価を行う。また肺凍結標本の RT-PCR を行い、炎症性サイトカイン等を測定する。MMPs
に関しては BALF の ELISA を行い、評価を行う。 
 
C；細胞株を用いた候補薬剤の作用機序の解明 
 A、B の検討で明らかにした候補薬剤の作用機序を、気道上皮細胞 BEAS2B や炎症細胞 LAWcell
を用いて、たばこ抽出液と薬剤を添加することで検討する。 
 
４．研究成果 
A；病態解明（マウスモデルを用いた検討） 
 間歇喫煙曝露肺気腫・肺癌マウ
スモデルにおいて肺気腫・肺癌の
高度に発症した間歇喫煙群は特に
マクロファージを主とする炎症が
高度であった。また肺炎症に関与
するCOX2発現が全肺組織において
亢進していた。 



以上の結果から以下の検討では、喫煙に伴う気腫化及び、肺癌の発症の共通する機序として特に
炎症に注目して検討することとした。抗炎症薬としては PDE4 阻害薬である Roflumilast を選択
した。Roflumilast は欧米では COPD の治療に認可された薬剤であり、COPD 患者の喀痰炎症所見
の改善、肺機能の改善、増悪頻度の減少が報告されている薬剤である。 
 
B；マウスモデルを用いた Chemoprevention 薬の肺気腫・肺癌抑制に対する効果の検討 
 非喫煙非薬剤投与群 (DMSO-
Air)、非喫煙 Roflumilast 投与群 
(Rof＋Air)、間歇喫煙非薬剤投与
群  (DMSO ＋ CS) 、 間 歇 喫 煙
Roflumilast 投与群 (Rof＋CS) 
の比較を行った。Rof＋CS 群は、
DMSO＋CS 群と比較して BALF 中の炎症細胞の
減少 (特にマクロファージ、好中球数) 及び、
全肺組織における炎症性サイトカイン、ケモ
カインの減少を認めた (右図)。 
 次に Roflumilast の投与が間歇喫煙曝露に
伴う気腫化を抑制するかを、病理学的に検討
を行った。間歇喫煙曝露は非喫煙群と比較し
て気腫化を認めた (平均肺胞径及び、肺胞破

壊指数の増加)。一方、Rof＋CS 群は、DMSO＋CS
群と比較して気腫化が軽度であった (平均肺
胞径の低下、肺胞破壊指数の低下) (左図)。以
上の結果からは、Roflumilast には喫煙曝露に
伴う肺の炎症及び、それに伴う気腫化の改善の
効果があることがわかる。 

 次に Roflumilast 投与による抗炎症効果が気腫化の病態として重要である、MMP12 及びアポト
ーシスの抑制効果を持つかを検討した。肺組織の免疫染色にて、間歇喫煙曝露は非喫煙群と比較
して MMP12 の増加、アポトーシスの亢進を認めた (MMP12 陽性細胞数及び、TUNEL 陽性細胞数の
増加)。Rof＋CS 群は、DMSO＋CS 群と比較して MMP12 及びアポトーシスの程度が軽度であった。
一方 BALF 中の MMP12 を ELISA にて検討したところ間歇喫煙曝露群は、非喫煙群よりも MMP!2 の
増加を認めたが間歇喫煙曝露群の、Roflumilast の投与有無において差を認めなかった。
Roflumilast は特に肺内のアポトーシス、MMP12 発現を抑制する効果を持つことが確認された。 
 
MMP12 陽性細胞              TUNEL 陽性細胞数 

 

 
 



以上の結果からは、右図のように世界で初めて喫煙誘導肺気腫・肺癌マウスモデルを用いて
Roflumilast の抗炎症・肺気腫予防効果及び機序を明らかにすることができた。 

 
次に Roflumilast の投与が間歇喫煙曝露に伴う肺癌の発症を抑制するかの検討を行った。間

歇喫煙曝露は非喫煙群と比較して肺腫瘍数の増加・肺腺癌数の増加を認めた。一方、Rof＋CS 群
は、DMSO＋CS 群と比較して肺腫瘍・肺腺癌数が少なかった。しかし、肺腫瘍径に有意差はなか
った (右上図)。以上の結果からは、Roflumilast には喫煙曝露に伴う肺腫瘍・肺癌の発生の抑
制効果があることがわかる。 

腫瘍細胞の PCNA 染色、TUNEL 染色を施行したが陽性細胞数は Roflumilast 投与有無で有意差を
認めなかった。この事象は Roflumilast 投与有無で腫瘍の大きさに有意差がなかったことと矛
盾しない結果であった。以上の結果からは、世界で初めて喫煙誘導肺気腫・肺癌マウスモデルを
用いて Roflumilast の肺腫瘍・肺癌発症予防効果を明らかにすることができた。 
 
C；細胞株を用いた候補薬剤の作用機序の解明 
 気道上皮細胞及び、Roflumilast が BALF 中の喫煙曝露で亢進を抑制した炎症細胞であるマク
ロファージの cell line である Beas2B 細胞、LAW cell にたばこ抽出液である CSE を添加したと
ころ、MTT assay で増殖を抑制しない低濃度状況下においては炎症性サイトカイン・ケモカイン
の亢進を確認できた。今後 Roflumilast を添加し、これらのサイトカイン・ケモカインを抑制す
るかを確認することで特に Roflumilast がどの細胞に作用して抗炎症効果を発現しているかを
検討していく予定である。 
 
本研究の成果のまとめ 
 本研究では喫煙曝露に伴う肺癌発症の機序として、喫煙に伴う炎症の関与を明らかにしたう
えで今後 COPD 治療に期待されている薬剤である Roflumilast の気腫予防効果・その機序・肺癌
発症の予防効果をマウスモデルにて世界で初めて明らかにした。さらに今後細胞実験での分子
学的な機序の確認、ヒト検体での分子機序の確認につなげることができれば、将来の COPD 患者
の肺癌発症予防薬剤としての効果を確かめるための検討につながりうる。 
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