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ホモシステイン誘導小胞体ストレスは慢性閉塞性肺疾患の病態に関与しているか？

Does homocysteine-induced endoplasmic reticulum stress contribute to the 
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研究成果の概要（和文）：A549細胞（ヒト肺胞上皮細胞株）をホモシステインとともに培養し、タバコの煙抽出
物（CSE）に曝露した。処置によりアポトーシスが生じ、さらにCSEで増強した。小胞体（ER）ストレスマーカー
のタンパク質発現レベルも有意に増加した。ビタミンB12と葉酸の補給にてホモシステインを減少させるとERス
トレスマーカーの改善が観察された。動物実験ではマウスに高ホモシステイン血症を生じさせて状態でタバコ煙
曝露を施すと、肺気腫化が増強した。以上から喫煙による肺気腫形成には、高ホモシステイン血症を介するERス
トレス増強が関連していることが示された。doi: 10.1038/s41598-022-16767-2

研究成果の概要（英文）：A549 cells (human alveolar epithelial cell line) were cultured with 
homocysteine and exposed to cigarette smoke extract (CSE). The treatment induced apoptosis, which 
was further enhanced by CSE. The expression levels of endoplasmic reticulum (ER) stress markers also
 significantly increased. Supplementation of vitamin B12 and folic acid to reduce homocysteine 
levels resulted in an improvement of ER stress markers. In animal experiments, exposing mice with 
high homocysteine levels to cigarette smoke exacerbates pulmonary emphysema. These findings suggest 
that enhanced ER stress mediated by high homocysteine levels is implicated in the development of 
cigarette smoke-induced pulmonary emphysema. doi: 10.1038/s41598-022-16767-2

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
本研究によって喫煙曝露によるCOPD（肺気腫）の形成には、高ホモシステイン血症に起因する小胞体ストレスが
重要であることが示された。葉酸やビタミンB12はホモシステイン血症を改善させることが知られており、これ
らはCOPDの進展を抑制する効果も期待される。また、さらに強力な小胞体ストレス阻害剤の開発はCOPDに対する
新たな創薬に発展する可能性がある。本研究の成果は、その足掛かりになるものと言えるだろう。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
重喫煙者の約 20％に慢性閉塞性肺疾患（COPD）が発症するとされているが、その背景には喫
煙感受性と関連する遺伝的傾向があるとされている。しかし喫煙感受性に寄与する危険因子は
まだ完全に解明されていない。COPD の組織病理学的特徴には肺気腫が含まれており、これは
肺胞細胞のアポトーシスによって引き起こされる。肺気腫による肺組織の破壊は、肺弾性収縮力
を減少させ、最大呼気流量を低下させる。また、肺の気腫病変と 1 秒間の最大呼気量（FEV1）
との間には負の相関が報告されている。我々は以前、地域住民男性喫煙者において、血液中のホ
モシステインレベルが FEV1の急速な低下と関連していることを報告した。COPD患者では、
血漿中のホモシステイン値は非 COPD 患者よりも有意に高く、血漿中のホモシステイン値は
COPD の重症度と関連することも報告されている。ホモシステインは、必須アミノ酸であるメ
チオニン代謝中に形成される硫黄を含むアミノ酸である。さらに近年のメタ解析からも、血清中
のホモシステインは COPDの発症の有用な予測因子となる可能性が示唆されている。 
高濃度のホモシステイン刺激は、ヒト臍帯静脈内皮細胞や神経細胞などの細胞で小胞体（ER）
ストレスを誘発し、アポトーシスを引き起こす。ERは、多くの可溶性タンパク質や膜タンパク
質の生合成、折りたたみ、組み立て、修飾など、さまざまな役割を果たしている。タンパク質の
折りたたみに必要な生理的状態や、タンパク質の折りたたみ反応を妨げる刺激によって、タンパ
ク質の折りたたみ負荷と ER 容量とのバランスが崩れ、誤った折りたたみや展開したタンパク
質が ER腔内に蓄積する、いわゆる ERストレスが引き起こされる。 
ERは細胞内シグナル伝達（unfolded protein response）を活性化し、細胞のホメオスタシスを
回復させるか、ERストレスが解消されない場合はアポトーシスが誘導される。慢性的な ERス
トレスによる細胞損傷は、糖尿病、脳卒中、心臓病、がんなど幅広い人間の疾患の病態生理に寄
与すると報告されている。最近では、ER ストレスが肺疾患、特に COPD の分野で注目されて
いる。喫煙には 7,000以上の潜在的に有害な成分が含まれており、喫煙は ERストレスを誘発す
る可能性が示唆されている。これらの研究結果は、ホモシステインが喫煙感受性および COPD
の発症に関与している可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
本研究は、高ホモシステイン血症が、ERストレスおよびその後の肺胞細胞のアポトーシスを介
して、喫煙による肺気腫変化を悪化させるかどうかを評価するために行われた 
 
３．研究の方法 
食事誘発性の高ホモシステイン血症マウスモデル 
7 週から 9週のオスの C57BL/6 マウスは、温度管理された部屋の標準的なケージ（1つのケージ
に 2〜5 匹）に収容され、12 時間の明暗サイクルで飼育され、通常の食事（オリエンタルイース
ト株式会社、東京、日本）を与えられました。報告によれば、水中の 1％のメチオニン補給は
C57BL/6 雄マウスで高ホモシステイン血症を誘発することが示されている。マウスには通常の水
または飲料水中の 1％濃度の L-メチオニン（Met）を投与し、非濾過のタバコ（ピース、日本た
ばこ産業株式会社、日本）5本の煙または空気に 30分間、1日 2回、週 5日、全身喫煙曝露装置
（INH03-CIGR01A；MIPS、大阪、日本）を使用して喫煙曝露を行った。薬物投与または喫煙曝露
を完了したすべてのマウスを分析に含めました。 
 
細胞実験 
ヒト肺胞上皮細胞である A549 細胞は、東北大学発生・老化・がん研究所細胞資源センターから
購入され、DMEM 培地に 10%の胎児性牛血清、L-グルタミン、抗生物質アンチマイコチック溶液
（ペニシリン 100 単位/ml、ストレプトマイシン 100 μg/ml、アンホテリシン B 0.025 μg/ml）
を添加し、37℃、5% CO2 の湿度調整された培養器内で培養された。ホモシステインおよびタバ
コ煙抽出物（CSE）の細胞毒性効果を調べるために、A549 細胞はホモシステインの濃度（0-10 mM）
および/または 20％ CSE で刺激された。当該研究で使用されたホモシステインの濃度は、過去の
研究で使用された濃度に基づいて調整されました。 
 
 
４．研究成果 
6 か月間の喫煙曝露後、高ホモシステイン血症条件下のマウスでは、肺気腫が対照群よりもより
重度に形成された（図１）。細胞実験では、ホモシステイン濃度が上昇すると A549 細胞のアポト
ーシスが増加し、CSE 添加によってさらに増強された（図２）。ホモシステインと CSE 同時刺激
後に ER ストレスマーカーのタンパク質発現レベルは有意に増加した（図３）。特に、ビタミン
B12 および葉酸の添加は、A549 細胞の同時刺激後の ERストレスを改善した（図４）。 
以上より高ホモシステイン血症がマウスの喫煙曝露による肺気腫を悪化させ、高ホモシステイ
ン血症と喫煙刺激が肺胞上皮細胞で ER ストレスを増強し、それに続くアポトーシスを引き起こ



すことが示された。 
 
図１ マウス肺気腫病変の組織学的評価。ヘマトキシリン・エオシン（H&E）染色。 (A) 200 倍
の倍率で撮影。スケールバーは 100 μm (B) 400 倍の倍率で撮影。スケールバーは 40 μm 

 
 
 
 
図２ ホモシステイン（Hcy）とタバコ煙抽出物（CSE）が A549 細胞のアポトーシス誘導に与え
る影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図３ A549 細胞におけるホモシステインとタバコ煙抽出物（CSE）による ER ストレスの相乗的
誘導（ER ストレスマーカーのタンパク質発現レベルの検討） 

 
 
図４ ビタミン B12（VB）と葉酸（Fo）処置による、A549 細胞においてホモシステイン+タバコ
煙抽出物（CSE）誘発 ERストレスの改善 

 
 
e; 20% CSE, f; 20% CSE+ homocysteine 5 mM, g; 20% CSE+ homocysteine 5 mM+ vitamin B12 and 
folate 5 μM, h; 20% CSE+ homocysteine 5 mM+ vitamin B12 and folate 25 μM, i; 20% CSE+ 
homocysteine 5 mM+ vitamin B12 and folate 50 μM 
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