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研究成果の概要（和文）：疫学研究では高畠研究のデータを用いてメチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素
（MTHFR）に関わる一塩基多形と呼吸機能検査所見の経年変化の関連について解析した。rs4846049,rs1476413, 
rs1994798, rs4846052において現喫煙者でメジャーホモ接合体を有する研究参加者ではマイナーホモ接合体やヘ
テロ接合体を有する研究参加者と比べて１秒量の経年低下率が有意に高かった。基礎研究ではCRISPR-Cas9を用
いてMTHFR遺伝子ノックアウトマウスの作成した。繁殖にも成功し、喫煙曝露を開始した。

研究成果の概要（英文）：Epidemiological studies analyzed the association between single nucleotide 
polymorphisms involving methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and changes in respiratory 
function test findings over time using data from the Takahata study. In rs4846049, rs1476413, 
rs1994798, and rs4846052, study participants who were current smokers and major homozygotes had a 
significantly higher rate of decline in one second volume over time compared to study participants 
who were minor homozygotes or heterozygotes.In the basic study, MTHFR gene knockout mice were 
generated using CRISPR-Cas9. They were successfully bred and started smoking exposure.

研究分野： 呼吸器病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界的な死因となっている慢性閉塞性肺疾患の病因として喫煙感受性が存在する可能性が報告されているが、本
研究結果はMTHFR遺伝子変異がその一因である可能性を示唆し、慢性閉塞性肺疾患の発症機序解明や治療と予防
方法の開発の一助となり得る。

※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 
慢性閉塞性肺疾患（COPD）は喫煙が主たる原因であり、進行性の呼吸機能低下を特徴とする。
病状の進行に伴い、呼吸不全と身体活動性の低下を来し死亡する。COPD は世界の死亡原因の
上位を占めており、本邦においても社会的、経済的に大きな負荷となっている。COPD を発症
するのは喫煙者の一部のみであり、その原因は解明されていない。当教室で行われた疫学研究で、
男性の喫煙継続者において高ホモシステイン血症が経年的な呼吸機能低下に関与していること
を報告した（Eur Respir J. 2013;42:18–27）。また、基礎研究において高ホモシステイン環境を
誘導したところ、喫煙負荷による肺胞細胞の小胞体ストレスとアポトーシスを増加させること、
実験動物において COPD の代表的な病理所見である肺気腫がより強く誘導されることを示した
（Sci Rep. 2022;12:12968）。成人における高ホモシステイン血症の原因としては、ビタミン B6
や B12、葉酸の摂取といった食事の関与も指摘されているが、ホモシステイン代謝に関わる酵素
の遺伝子変異による葉酸代謝異常が報告されている。中でもメチレンテトラヒドロ葉酸還元酵
素（MTHFR）遺伝子変異による葉酸代謝異常の頻度は比較的高いことが知られている（Curr 
Med Chem. 2019;26:2948-2961）。MTHFR は、葉酸の活性化に関わる酵素であり、ホモシステ
インからメチオニンへの変換が促進する。MTHFR 遺伝子の塩基番号 677C→T 変異があり、こ
の C/T 多型における TT 型の血中ホモシステイン濃度は、C アレルのそれより高い。日本人にお
ける MTHFR 遺伝子 677C→T 多型のマイナーアリル頻度は約 0.4 と報告されている（Jpn J 
Hum Genet. 1996;41:247-251）。このように食事や遺伝的関与によるホモシステインの代謝が、
肺胞細胞における小胞体ストレスの誘導、それに伴う細胞のアポトーシスや、COPD の病態の
主軸となる肺気腫の形成、呼吸機能の低下にどのように関わっているのかという検討はこれま
でになされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ホモシステイン代謝に関わる遺伝子の変異による血中ホモシステインの増加
と喫煙曝露が小胞体ストレスを介して COPD 発症の原因となるかを検証することである。 
 
３．研究の方法 
上記目的を達成するために疫学的研究と基礎的研究を行った。 
疫学研究では一般住民を対象とした健康診断で呼吸機能検査や血液検体による遺伝子検査を行
った山形（高畠）研究のデータを使用して、MTHFR 遺伝子変異による呼吸機能の経年変化との関
連について検討を行う方針とし、以下の解析を計画した。 
① 遺伝子データベースより MTHFR 遺伝子変異の Cアリル、TT アリルの頻度を検討する。 
② 同遺伝子変異と呼吸機能検査との相関性を検討する。 
③ 呼吸機能の経年変化率と MTHFR 遺伝子の Cアリル、TT アリルとの関連性を検討する。 
基礎研究では MTHFR 遺伝子をノックアウトしたマウスを作成して喫煙曝露を行い、MTHFR 遺伝子
変異の有無と肺気腫形成の差異について評価を行う方針とした。マウスの MTHFR 遺伝子は第 4染
色体上の 12 の exon が同定されているため、本学遺伝子実験施設中島修先生の協力を頂き、
CRISPR-Cas9 と gRNA をハイスループットエレクトロポレーションを介して受精卵へ同時に注入
してノックアウトマウスを作成する計画とした。ノックアウトマウス作成した後にその血中ホ
モシステイン濃度の測定し、喫煙曝露の短期効果と長期効果を観察する方針とした。喫煙曝露の
短期効果を観察するために、喫煙曝露開始 2 日間、7 日間、30 日間、60 日間で以下の評価を行
う計画とした。 
① 気管支肺胞洗浄（BAL）を行い、総細胞数、細胞分画を測定 
② BAL 液（BALF）中の炎症性サイトカイン、ケモカインを ELISA 法により評価 
③ 肺組織を採取して、蛋白質、RNA を抽出し、Western blotting、rt-PCR により炎症性サイ 
トカイン、ケモカインの蛋白濃度や RNA の発現量、小胞体ストレスマーカーを測定 
喫煙曝露の長期効果については、喫煙曝露開始 6 か月後に上記項目に加え、以下の項目を評価す
る計画とした。 
① 呼吸機能検査 
② 血中ホモシステイン濃度、ビタミン濃度の測定 
③ 肺組織における肺気腫の形成を平均肺胞間距離（MLI）の測定により評価 
さらに MTHFR 遺伝子ノックアウトマウスに対し、喫煙曝露下にビタミン B 群および葉酸を投与
し、上記と同様の実験および評価を行うことで、喫煙によって誘導される肺気腫の形成にビタミ
ン群の摂取が及ぼす影響を検討する計画とした。 

  



４．研究成果 
疫学研究では山形（高畠）研究の参加者から約 2700 人の遺伝子サンプルを収集することができ
た。MTHFR 遺伝子に関わる一塩基多形（SNPs）は rs4846048, rs4846049, rs1476413, rs1994798, 
rs1801133, rs4846052, rs3753588 の 7 種類を検出できた。それらのアレル頻度は National 
library of medicine で公開されている東アジア人のアレル頻度とほぼ同じ傾向を示していた。
したがって本研究の母集団については東アジア人の集団として妥当な集団であることが示され
た。これらの SNPs と呼吸機能検査データとの相関性を検討した。呼吸機能は初回測定後の 3-5
年後に再検査が行われており、呼吸機能の経年的な変化が追えた対象者は約 120 人であった。初
回の肺活量、一秒量、一秒率といった呼吸機能検査値についてはいずれの SNPs との関連性を見
出すことはできなかった。呼吸機能の変化量と SNPs との相関について検討を行ったところ、
rs4846049, rs1476413, rs1994798, rs4846052 の 4つの SNPs では、喫煙者でメジャーホモ接
合体を有する研究参加者ではマイナーホモ接合体やヘテロ接合体を有する研究参加者と比べて
１秒量の経年低下率が有意に高かった。 

また、rs4846049, rs1476413, rs1994798 の 3 つの SNPs では、 未喫煙でメジャーホモ接合体
を有する研究参加者ではマイナーホモ接合体やヘテロ接合体を有する研究参加者と比べて１秒
量の経年低下率が有意に小さかった。 
基礎研究では C57BL/6 系統のマウスに CRISPR-Cas9 を用いて MTHFR 遺伝子変異を導入した。ジ
ェノタイピングの結果、exon 2 に目的の遺伝子が挿入できていることが確認でき、MTHFR 遺伝子
ノックアウトマウスの作成に成功した。 

 
MTHFR 遺伝子ノックアウトマウスはワイルドタイプと比して外観に明らかな差はなかったが、
HPLC 法で測定した血漿ホモシステイン値は高い傾向を示した。現在、６か月間の予定とした喫
煙曝露を行っており、その後に呼吸機能や肺気腫の差異について評価を行う予定としている。 
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