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研究成果の概要： 
申請者は、キャピラリー電気泳動—質量分析装置を用いたメタボローム解析より、タバコ煙抽出
液は、細胞内糖代謝流速を解糖系からペントースリン酸回路にシフトさせ、ヌクレオチド生成
も亢進させ、細胞内糖代謝応答に異常を引き起こす事で、白血球の機能や生存を制御している
可能性が示唆する可能性を示した。そのため、この回路の異常が白血球の機能異常を齎し、 慢
性閉塞性肺疾患（COPD）の病態修飾に寄与すると考えられた。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 1,400,000 420,000  1,820,000 

2009 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,200,000 960,000 4,160,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
 急激な増加の一途をたどる慢性閉塞性肺疾患
（COPD）に対する治療の開発は急務な課題であ
る。COPD の主たる原因は喫煙であり、これによ
る白血球の集積や機能異常が COPD の病態を進
行させることが示唆されている。近年、酸化ス
トレスやマクロファージや好中球から放出され
るサイトカインやプロテアーゼが、COPD の発症
に関わっていることが示唆されているが、タバ
コ成分が白血球機能のメカニズムにどのように
影響しているかという事は分かっていない。 
 最近、糖代謝のバランスが、白血球の生存や
活性化を制御することが示唆されてきている。

これは、O2
-の産生が分子状酵素とペントース

リン酸回路から生成される還元当量として
の NADPH を必要とする事を考えると、この経
路の異常が白血球機能に影響を与える可能
性は大きい。 
 またこれまで、申請者は、タバコ煙成分の
一つであるアクロレインが、シクロオキシゲ
ナーゼ-2 の発現を誘導し、動脈硬化の発症の
一因になる可能性を報告した（Park YS, et al. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2007）。ま
た新規測定法であるキャピラリー電気泳動—
質量分析装置（CE-MS）を用いたメタボロー
ム解析を行なった結果、タバコ煙の成分の一
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つであるアクロレインは NADPH 産生の上昇やグ
ルタチオンの低下を起こし、また代謝酵素ので
あるグリセルアルデヒド３−リン酸脱水素酵素
などを酸化修飾し、酸化ストレスが起こしてい
る可能性を示唆するデーターを得ていた。 
 
２．研究の目的 

COPD の主たる原因は喫煙であり，これによる
白血球の異常が COPD の病態を進行させること
が示唆されている。しかしながら、タバコ煙成
分が白血球系細胞の機能変化のメカニズムにど
のように関与しているかという詳細は分かって
いない。近年、解糖系—ペントースリン酸回路—
グルタチオン代謝のバランスが、白血球の生存
や、活性化を制御することが示唆されている。
これは白血球における O2

-の産生が分子状酵素
とペントースリン酸回路から生成される還元当
量としての NADPH を必要とする事を考えると、
この経路の異常が白血球の機能に影響を与える
可能性は大きいと考えられる。 
 そこで今回申請者は、タバコで誘発される白血
球機能異常にペントースリン酸回路、及びグル
タチオン代謝バランス制御の変化が関与してい
るか否かを検討する。特に、NADPH 生成を介し
た酸化ストレスが COPD における白血球機能変
化に影響していると想定して、この経路を重点
的に解析する。具体的には、タバコ主成分中で、
ジカルボニル化合物であるアクロレインが、白
血球内代謝・機能に対する影響を詳細に検討し、
COPD モデル動物および患者や白血球の解析と
比較検討を行ない、COPD による白血球細胞機能
異常のメカニズムを代謝の面から明らかにして、
その治療標的を検索する事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） アクロレインを添加した赤血球の機

能解析 
① アクロレインの赤血球膜上Band 3への

影響 
Band3に特異的に反応する事が報告され
ているeosin-5-maleimide(EMA)を用い
た赤血球膜上Band 3へのアクロレイン
の影響をFACSにより検討を行った。 

② アクロレインによるヘモグロビンのメ
ト化についての検討 
赤血球にアクロレインを添加後、分光光
度計を用いて、ヘモグロビンのメト化の
測定を行なった。 
  

（２） アクロレインを添加した健常者（非喫
煙者）好中球を用いたキャピラリー電気泳
動—質量分析装置(CE-MS)によるメタボロ
ーム解析 
タバコ抽出液、アクロレインを添加した好
中球を用いて、新規測定法であるCE-MSを
用いたメタボローム解析を行なった。 
 

（３） タバコ煙抽出液及び、アクロレイン
を添加したマクロファージ細胞株
（RAW264.7）の機能解析 
 

① 細胞骨格  
ファロイジンによるアクチン染色を
行なった。 

② 貪食能  
RAW264.7細胞にタバコ煙抽出液およ
び、アクロレイン添加後、蛍光標識し
た大腸菌を添加し、貪食能を観察した。 

③ 酸化ストレス（活性酸素測定） 
RAW264.7細胞にタバコ煙抽出液もし
くは、アクロレインを添加後、
H2DCF-DA probeを用いて活性酸素種の
測定を行なった 

④ 細胞内シグナル伝達経路の検討 
タバコ煙抽出液を添加したRAW264.7
細胞内のシグナル伝達を各種リン酸
化抗体（抗 pAkt,pSrc, pNF-kB抗体）
によりウェスタンブロットにて検討
を行った。 

 
４．研究成果 
本研究では、ヒト白血球、及び、ヒト赤血球
を用いタバコ煙抽出液やタバコ煙成分の一
つであるアクロレインにより赤血球、白血球
内代謝が影響をうけるかという事を中心に
検討を進めていった。また、マウスマクロフ
ァージ細胞株（RAW 264.7細胞）を用い、タ
バコ煙抽出液やアクロレインが、どのように
白血球機能に影響を及ぼすかという事につ
いても検討を行った。 
 
（１） アクロレインを添加した赤血球の

機能解析 
① アクロレイン(100nM〜10µM)を添加し

３０分、３７℃で反応させた赤血球は、
代謝バランスが、ペントースリン酸回
路系に傾いていた。 

② Band３への影響をみるためEMAを用い
検討を行なったところ、アクロレイン
（10µM）添加後の赤血球では、EMAと
の反応性が亢進していた。 

③ アクロレイン(100µM)を曝露した赤血
球では通常の赤血球に比べ、メト化の
亢進も認められた(図１)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１ アクロレインによるメト化の亢進 



 

 

以上の結果より、Band 3の変化に伴った
赤血球細胞膜の異常や細胞内代謝異常
によるレドックスバランスの崩壊が起
こっていると考えられ、その結果として
ヘモグロビンのメト化の亢進がおきて
いる可能性がある示唆された。 
 

（２） アクロレインを添加した健常者好中
球を用いたCE-MSによるメタボローム解析 
アクロレイン（10µM）を添加したヒト白
血球では、赤血球と同様にペントースリ
ン酸回路の亢進が認められ、一方で解糖
系の代謝流速に低下が認められた。これ
は、先に報告した赤血球にアクロレイン
を添加した際とほぼ同じ結果であった。 
 

（３） タバコ煙抽出液（10%）及び、アクロ
レイン（10µM）を添加したマクロファージ細
胞株（RAW264.7）の機能解析 

 
① 細胞骨格 

タバコ煙抽出液（10%）や、アクロレイ
ンを添加したRAW264.7細胞は、ファロイ
ジンによるアクチン染色の結果、細胞突
起が短くなり縮小している細胞が多数
認められた（図２）。 

 
図２ タバコ煙抽出液、アクロレインによる細
胞骨格変化（ファロイジン染色） 
   

 
② 貪食能 

タバコ煙抽出液および、アクロレインで
３０分処理したRAW264.7細胞にFITC標
識した大腸菌を添加し2時間後、蛍光プ
レートリーダにより測定を行った。その
結果、RAW264.7細胞は、タバコ煙抽出液
では、５０％、アクロレインでは８０％
まで、貪食能が低下していた。 

③ 活性酸素産生 
メタボローム解析より、タバコ煙抽出液
やアクロレインには、細胞内代謝流速を
解糖系からペントースリン酸回路にシ
フトさせ、ヌクレオチド生成も亢進させ
ていた。またNADPH産生の上昇やグルタ
チオンの低下が認められた。さらに、
NADPHオキシダーゼの複合酵素系の一つ
であるp47-phoxの局在部位の検討を行
ったところ、CSEの添加によりp47-phox

の膜への移行の亢進が認められた。ま
たH2DCF-DA probeを用いた細胞内過酸
化物の測定を行なった結果、細胞内の
活性酸素種の亢進も認められた。 

④ 細胞内シグナル伝達経路の検討 
細胞内シグナル伝達の検討をウェス
タンブロットにより検討を行ったと
ころ、タバコ抽出液の添加により、Akt
、Src、NF-kBのリン酸化の亢進が認め
られた。そのため、タバコ抽出液は、
Akt、Src、NF-kBなどの細胞内シグナ
ル伝達経路を活性化させ、細胞内の生
死、サイトカイン産生等に関わってい
る可能性が示唆された。 

以上の結果より、タバコ煙抽出液やアクロレ
インは、細胞内レドックッスバランスを崩壊
させ、細胞内シグナルを活性化させ、白血球
の機能や生存を制御している可能性が示唆
された。 
 
 また細胞内fluxのペントースリン酸回路
へのシフトにより生じるヌクレオチド生成
の亢進から、糖ヌクレオチド、糖タンパク質
、糖鎖生成に着目した。その結果、RAW264.7
細胞を用いた糖ヌクレオチドの解析の行っ
た結果、タバコ煙抽出液やアクロレインの添
加により、糖ヌクレオチドの産生の亢進が認
められた。 
 今後、糖代謝調節解析に基づき、糖代謝か
ら糖タンパク質合成まで統合的にCOPDの病
因解析を行なう予定である。 
  
 

図３ タバコ煙による白血球内代謝調節と細胞
機能制御 
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