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研究成果の概要（和文）：難治性呼吸器疾患における活性硫黄分子種(RSS)の役割を解明した。
RSSの産生酵素であるCARS2の遺伝子ヘテロ欠損マウスではエラスターゼやタバコ煙抽出物による肺気腫病変の悪
化を認め、酸化・ニトロ化ストレス、炎症性サイトカイン/ケモカイン、蛋白分解酵素の発現が有意に増加し
た。RSS供与体投与で気腫性変化が抑制され、in vitroでの肺構築細胞においては炎症性サイトカイン産生抑
制、酸化ストレス軽減及び細胞老化抑制に重要であった。COPD由来の肺構築細胞ではCARS2の発現が低下し呼吸
機能と関連した。ブレオマイシンを用いた肺線維症モデルのCARS2欠損マウスでは線維化病変の悪化が認められ
た。

研究成果の概要（英文）：This study elucidated the role of the reactive species (RSS) in refractory 
respiratory disease.
Mice heterozygous for the CARS2 gene, the enzyme responsible for the production of RSS, showed 
exacerbation of emphysema lesions by elastase or tobacco smoke extract. In vitro studies of lung 
constructs showed that RSS was important for suppressing inflammatory cytokine production, reducing 
oxidative stress, and inhibiting cellular senescence. COPD-derived lung constructs showed decreased 
expression of CARS2, which was associated with respiratory function. In a bleomycin-induced 
pulmonary fibrosis model, CARS2-deficient mice showed worsening of fibrotic lesions.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 活性硫黄分氏種　酸化ストレス　慢性閉塞性肺疾患　組織障害　間質性肺炎

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
COPDをはじめとする難治性呼吸器疾患の病態は不明な点が多く、肺の抗酸化分子の観点からの研究は少ない。
我々は肺における活性硫黄分子種(reactive sulfur species: RSS)の存在を明らかにした。RSSの産生酵素であ
るCARS2のヘテロ欠損マウスを作成し、このマウスを元にCOPDモデル及び肺線維症モデルマウスを作成し検討し
たところ野生型と比較して欠損マウスでは各疾患モデルの病態の悪化が認められた。さらにCOPD患者由来の肺組
織、肺細胞ではCARS2の発現が低下し、肺の呼吸機能とも関連することを明らかにした。以上より難治性呼吸器
疾患の病態改善に寄与する可能性が示唆された。

※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 

肺は外界からの酸化ストレスを強く受ける臓器であり、COPD に代表される難治性呼吸器

疾患ではその病態に酸化ストレスが関与する。一方で、これらの呼吸器疾患の発症および進

展に対して、気道・肺傷害を及ぼす酸化物の観点から検討した報告は多数あるが、内因性の

抗酸化物に着目した研究は乏しい。最近、我々は新規の内因性抗酸化分子である活性硫黄分

子種(reactive sulfur species: RSS)がヒト肺に存在することを世界で初めて証明し、COPD 患者

の肺構築細胞および気道被覆液では、RSS の含有量が低下していることを明らかにした

(Numakura T, Sugiura H, et al. Thorax 2017)。RSS は気道・肺における重要な抗酸化分子であ

るグルタチオン(GSH)に硫黄原子(S)が付加した構造を有し、GSH の 10－100 倍の強力な抗

酸化力を有する分子である。この研究では、COPD 患者の肺細胞内外における RSS の含有

量が低下していることを明らかにしたが、COPD をはじめとする難治性呼吸器疾患の病態に

おける役割は全く不明であった。さらに最近の研究で共同研究者の赤池らはミトコンドリ

ア内に局在するシステイン tRNA 合成酵素(cysteinyl-tRNA synthetase 2: CARS2)が生体内

における主たる RSS 産生酵素であることを明らかにした(Akaike T, et al Nat Commun. 2017)。 

２．研究の目的 

本研究では難治性呼吸器疾患の病態における RSS の役割を個体レベルおよび細胞レベル

で明らかにすることを目指す。さらに気道における RSS 量と臨床病態(呼吸機能の経年低下

や増悪頻度等)との関連について大規模 COPD コホートを用いて前向きに検討することを目

的とする。 

３．研究の方法 

本研究は以下の 4 つの研究から成る。 

研究（1）RSS の COPD 病態における役割を個体レベルで明らかにする。 

生体内において RSS の主たる産生酵素は CARS2 であることから CARS2 遺伝子欠損

マウスを作成する。CARS2 遺伝子欠損マウス(CARS2-/-)は胎生致死のため、ヘテロ欠損

マウス(CARS2+/-)を使用する。既に CARS2+/-マウスでは肺における RSS 量が約 1/2 に

なることを独自の LC-MS/MS 技術を用いて確認している。COPD 類似モデルとしてエ

ラスターゼ誘導肺気腫モデルおよびタバコ抽出液曝露モデルを用いる。肺の気腫化に与

える影響を病理学的、呼吸機能的、画像的に検討する。呼吸機能は FlexiVent を、気腫

化の程度は小動物用 CT を用いて評価する。さらに刺激曝露後に経時的に気管支肺胞洗

浄液(BALf)を採取し、炎症細胞数・分画を評価する。COPD 関連炎症性サイトカイン・

ケモカインはビーズアレイ法を用いて網羅的に定量する。同時に RSS の産生量を詳細

に検討するために LC-MS/MS を用いて約 30 種類の RSS を網羅的に定量する。また、肺

組織、BALf 中の酸化/ニトロ化ストレスの程度は 8-OHdG や 3-nitrotyrosine, 8-isoprostane

を指標とし評価する。BALf 中の蛋白分解酵素(elastase, MMP-2, 9, 12)をウエスタンブロ

ットおよびザイモグラム法を用いて検討する。さらに RSS の多寡が COPD の病態に及

ぼす未知の分子を明らかにするために、マウス肺を採取し、マイクロアレイ法を用いて

網羅的に検討する。発現の変化した遺伝子は q-PCR 法を用いて確認する。COPD モデル

マウスに RSS 供与体を投与し、RSS 供与体が気腫性変化や炎症病態を改善するかを明

らかにする。 

研究（2）RSS の COPD 病態における役割を細胞レベルで明らかにする。 



RSS の COPD 病態における役割を細胞レベルで明らかにする。COPD 類似病態を再現

するためにタバコ抽出液モデルを用いる。siRNA を用いて CARS2 の発現を低下させた

肺細胞ならびに CARS2+/-マウスから分離した気道上皮細胞や肺線維芽細胞などの肺構

築細胞を用いる。さらにウイルスベクターを用いて CARS2 の発現を増強した細胞や化

学合成した RSS 供与体を用いて検討する。以下の 5 項目について検討を行う。①炎症

病態に対する RSS の役割の検討、②プロテアーゼ/アンチプロテアーゼ不均衡に対する

RSS の役割の検討、③酸化/ニトロ化ストレス対する RSS の役割の検討、④細胞老化に

対する RSS の役割の検討、⑤組織修復機能に対する RSS の役割の検討を行う。 

研究（3） 気道における RSS 産生量と臨床病態との関連を明らかにする。 

COPD 患者由来の喀痰上清・細胞などの気道検体を用いて、CARS2 の発現ならびに

RSS の産生量を定量する。900 名以上の COPD 患者コホートを有しており、COPD 患者

大規模多施設前向き研究を行う。研究組み入れ時に、精密呼吸機能検査および喀痰採取

を行う。前向きに 2 年間追跡し、呼吸機能の経年低下や増悪歴を評価する。 

研究（4）RSS の間質性肺炎の病態における役割を個体レベルで明らかにする。 

確立済みの CARS2+/-マウスを用いる。間質性肺炎のモデルとしてはブレオマイシン誘

導肺線維症モデルを用いる。組織線維化の程度について病理学的に評価する。炎症細胞

に対する影響は BALf 検体を用いて評価する。肺組織中の collagen 量はヒドロキシプロ

リンを定量する。さらにRSS供与体が肺の線維化を抑制するかどうかを明らかにする。 

４．研究成果 

本研究の成果は各研究に基づき以下に記す。 

研究（1 ）RSS の COPD 病態における役割の解明（個体レベル） 

RSS の産生酵素である CARS2 遺伝子ヘテロ欠損マウスを作成した(図 1)。尚、CARS2 ホ

モ欠損マウスは胎生致死であったため以降は、ヘテロ欠損マウスを用いて種々の COPD モ

デルを作成し、検討を行った。野生型マウスと比較して欠損マウスでは、病理組織、CT（図

2）、肺機能のすべての項目においてエラスターゼによる肺気腫病変の悪化を認めた。また、

タバコ煙抽出物を曝露し作成した肺気腫モデルでも CARS2 の役割を検討したが、エラスタ

ーゼモデルと同様に欠損マウスでは気腫病変の悪化を認めた。病態に関連する酸化・ニトロ

化ストレス、炎症性サイトカイン/ケモカイン、蛋白分解酵素の発現が有意に増加した。RSS

供与体を用いて検討したところ、エラスターゼによる気腫性変化を RSS 供与体は有意に抑

制した。 

 
 

研究（2） RSS の COPD 病態における役割の解明（細胞レベル） 

気道上皮細胞や肺線維芽細胞などの肺構築細胞の CARS2 の発現を抑制し、タバコ抽出液



(cigarette smoke extract: CSE)を曝露したところ炎症性サイトカインの産生、酸化ストレスお

よび細胞老化(図 3)が観察された。RSS 供与体の投与で上述した炎症性変化が改善した。

 

 

研究（3）気道における RSS 産生量と臨床病態との関連の解明 

COPD コホートを用いた検討は、新型コロナ感染症の影響を受け、喀痰を中心とした気道

検体採取が滞っていたが、現在は検体採取を再開している。本報告書では、コロナ感染症流

行以前に採取された肺組織検体での検討結果を示す。少数例での肺組織を用いた免疫組織

学的検討では COPD 由来の気道上皮細胞において CARS2 の発現が健常者と比較して減少

していた(図 4)。また健常者および COPD 患者から肺組織を採取し、気道上皮細胞を培養し

行った検討でも、COPD 患者由来の気道上皮細胞では健常者と比較して CARS2 の発現が低

下し、その発現の程度は呼吸機能と相関することが示された(図 5)。 



 

 

研究（4）RSS の間質性肺炎の病態における役割の解明（個体レベル） 

ブレオマイシンを用いた肺線維症モデルでは野生型マウスに比較して欠損マウスでは線

維化病変の悪化が認められた。 
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