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研究成果の概要（和文）：本研究では, 肺の線維化を制御するセカンドメッセンジャーとしてmtDNAに着目し, 
鉄代謝によるmtDNAの細胞外放出メカニズムと線維化について解明することを目的とした.　本研究で, 鉄代謝経
路が, タバコ煙によるmtDNAの肺胞上皮細胞外への放出を制御していることが示された.  細胞外に放出された
mtDNAは肺胞上皮細胞に作用し, 肺線維症の病態に重要なIL-6やIL-8の産生を増強する. 生体内においては, 鉄
代謝経路が肺の線維化を制御していることが示唆された. これらの結果により, タバコ煙によるmtDNA放出を介
した肺の線維化を, 鉄代謝経路が制御するメカニズムが明らかとなった.

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on mtDNA as a second messenger in the control of 
pulmonary fibrosis, aiming to elucidate the mechanism by which iron metabolism mediates the 
extracellular release of mtDNA and its implications for fibrosis. We demonstrated that the iron 
metabolism pathway regulates the release of mtDNA from alveolar epithelial cells induced by 
cigarette smoke. The extracellular mtDNA acts on alveolar epithelial cells, enhancing the production
 of critical inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-8, which are important in the 
pathophysiology of pulmonary fibrosis. In vivo, our findings suggest that the iron metabolism 
pathway regulates the development of pulmonary fibrosis. These results clarify the mechanism by 
which the iron metabolism pathway regulates pulmonary fibrosis through the release of mtDNA induced 
by cigarette smoke.

研究分野：呼吸器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
特発性肺線維症は肺の線維化を特徴とし, 予後不良であるが, 治療法は限られている. 本研究は, 肺線維化の新
たなメカニズムとして鉄代謝とmtDNAに着目し, 診断と治療応用への研究基盤を確立することを目的とした. 本
研究により, タバコ煙によるmtDNA放出を介した肺の線維化を, 鉄代謝経路が制御するメカニズムが明らかとな
った. 肺線維症の病態形成において, mtDNAの細胞外放出が肺の線維化に関わり, 鉄代謝がその病態生理に中心
的な役割を果たしている考えられ, 鉄代謝経路の制御は, 新たな特発性肺線維症の治療薬やバイオマーカーの開
発につながる可能性がある. 

※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。
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１．研究開始当初の背景 
特発性肺線維症(Idiopathic Pulmonary Fibrosis: IPF)は, 原因不明の間質性肺炎の中で約半数を占める頻度

の高い疾患であり, 線維化が進行して予後は不良である. 加齢や喫煙が危険因子であり, 肺胞上皮の損傷と, 

それに続く修復過程の上皮間葉転換が病態として提唱されているが不明な点が多い. 

代表者らは, 以前, タバコ煙暴露が肺のミトコンドリア損傷を引き起こし, その結果, ネクロプトーシスによ

る肺上皮細胞死を誘導することを世界で初めて報告した（引用文献 1）. IPF患者の II型肺胞上皮細胞におい

ては, ミトコンドリア損傷が起きていることが報告されている（引用文献 2）. また, 代表者らは, 生体微量元

素である鉄に着目し, 喫煙により肺のミトコンドリアに鉄が沈着し, その結果, 肺上皮細胞死や炎症を引き起

こすことも報告している（引用文献 3）.ミトコンドリア由来ダメージ関連分子パターン(damage-associated 

molecular patterns: DAMPs)であるミトコンドリア DNA(mitochondrial DNA: mtDNA)は, 血中を循環し, 

その量が外傷や敗血症患者の重症度と相関することが報告されている（引用文献 4）. IPF患者では, 健常者と

比較して気管支肺胞洗浄液中の mtDNA が上昇していることが最近, 報告された（引用文献 5）. これらの知

見をもとに, 進行する肺の線維化を制御するセカンドメッセンジャーとして mtDNA に着目し, IPFにおける

鉄代謝によるmtDNAの放出メカニズムと線維化について検討を行うこととした. 

 

２．研究の目的 

本研究では, 進行する肺の線維化を制御するセカンドメッセンジャーとして mtDNA に着目し, 鉄代謝によ

るmtDNAの細胞外放出メカニズムと線維化について解明し, 臨床応用への研究基盤を確立することを目的と

した. mtDNA の細胞外放出が肺の線維化に関わり, 鉄代謝がその病態生理に中心的な役割を果たしているの

であれば, 本メカニズムの制御による新たな IPFの治療薬やバイオマーカーの開発につながる可能性がある. 

 

３．研究の方法 

（1）タバコ煙によるmtDNA細胞外放出の鉄代謝経路による制御 

タバコ煙による mtDNA 細胞外放出の鉄代謝経路による制御を検討するために, 鉄キレート剤

Deferoxamine(DFO)処理した肺上皮細胞株 Beas 2B 細胞を, タバコ煙抽出液 (Cigarette Smoke Extract: CSE)

で刺激し,細胞上清中の mtDNA を測定した. mtDNA の定量は,ミトコンドリア DNA 遺伝子である human NADH 

dehydrogenase 1 をターゲットとしたプライマーを用いてリアルタイム PCR で測定した.  

(2) mtDNA による肺胞上皮細胞おける炎症惹起のメカニズム 

 Beas 2B 細胞から, ミトコンドリア DNA 精製キット（BioVision）を使用してミトコンドリア DNA を精製し

た. 抽出したミトコンドリア DNA を Lipofectamin LTX Reagent（Invitrogen）を用い Beas 2B 細胞に遺伝子

導入し, ELISA kit で細胞上清中の IL-6 と IL-8 を測定した. 

(3) 鉄代謝経路による肺線維化の制御 

 12～15 週齢の C57BL/6J マウスにブレオマイシン(BLM)を 2 mg/kg 気管内投与し, 肺線維症モデルマウスを

作成した. DFO は, BLM 投与 1週間前から 28 日目まで 100 mg/kg body weight を週に 3回気道内投与した. 

DFO を投与しない群にはハンクス平衡塩溶液 (HBSS) (Nacalai Tesque) を同様の方法で投与した. 肺の生化

学的な線維化評価のため, Hydoroxyproline assay kit(K555-100; BioVision,Inc., CA, USA)を用いた. 組織

学的な肺の線維化評価は, Ashcroft スコアを用いた. 



４．研究成果 

(1) 鉄代謝経路は, タバコ煙による mtDNA の肺胞上皮細胞外への放出を制御する 

タバコ煙による肺胞上皮細胞外への mtDNA 放出を評価するために, CSE 処理した Beas 2B 細胞上清中の mtDNA

量をリアルタイム PCR を用いて定量した. CSE はコントロールと比較して細胞培養上清中の mtDNA 量を有意に

増加させたが, DFO によって CSE による mtDNA の細胞外への放出は有意に抑制された（図 1）. これらの結果

は, 鉄代謝が CSE による細胞外 mtDNA 放出を調節していることを示唆している.  

 

 

(2) mtDNA は, セカンドメッセンジャーとして肺上皮細胞で炎症を惹起する 

mtDNA が, セカンドメッセンジャーとして機能するかを検討するため、ミトコンドリア DNA を Beas 2B 細胞に

トランスフェクションし, 細胞上清中の IL-6 と IL-8 を測定した. IL-6 と IL-8 は mtDNA トランスフェクショ

ン 24 時間後に有意に上昇した（図 2および図 3）.  

  



(3) 鉄代謝経路は, 肺の線維化を制御する 

肺組織の HE 染色では, コントロール群に比べ BLM 投与群で肺胞構造の破壊, 間質肥厚が顕著に認められた

（図 4A）.BLM 投与マウスに DFO を経気道投与すると, 肺の肺胞構造の破壊, 間質肥厚ともに抑制された（図

4A）. BLM 投与マウスでは, マッソン・トリクローム染色により肺の膠原線維の増加が認められたが, DFO 経

気道投与により膠原線維の増加が抑制されていた（図 4B）. 肺線維化の病理評価である Ashcroft スコアは, 

BLM 投与群で増加するが, DFO 経気道投与により増加は抑制されていた (図 4C).さらに肺のコラーゲン量をヒ

ドロキシプロリンで定量化したところ, BLM 投与マウスで増加したヒドロキシプロリン量は, DFO 経気道投与

によって抑制された(図 4D).以上より DFO は, マウス肺線維症モデルにおいて肺の線維化を抑制しており, 生

体内でも鉄代謝が肺の線維化を制御している可能性が示唆された. 

 

  



本研究では, 鉄代謝経路が, タバコ煙による mtDNA の肺胞上皮細胞外への放出を制御していること示した.  

細胞外に放出された mtDNA は肺胞上皮細胞に作用し, 肺線維症の病態に重要な IL-6 や IL-8 の産生を増強す

る. 生体内においては, 鉄代謝経路が肺の線維化を制御していることが示唆された. これらの結果により, 

タバコ煙による mtDNA 放出を介した肺の線維化を鉄代謝経路が制御するメカニズムが明らかとなった. 鉄代

謝経路の制御により, 新たな IPFの治療薬やバイオマーカーの開発につながる可能性がある. 
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