
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25年 6月 5日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

COPDでは酸化ストレス関連遺伝子、小胞体ストレス関連遺伝子の変化が指摘され、さらにタンパ

ク質の様々な翻訳後修飾も報告されている。我々はアスパラギン酸の異性体化に着目した。アス

パラギン酸の異性体にはD-Asp, D-isoAsp, L-isoAspが存在する。同意のもとに採取した肺組織

の抽出液を作成し、D-Asp特異的タンパク分解酵素とプロテオミクスを組み合わせ、D-体化した

アスパラギン酸を含むタンパク質の網羅的解析を行った。感受性タンパク質ではGSTpi, 

Peroxiredoxin-II, Prohibitin, Serum amyloid p component,また非感受性タンパク質では

apolipoprotein AIを同定した。コントロール群（非COPD群）では感受性タンパクは７％程度で

あったが、COPD群では３０～４０％の異性体化を示した。PCMT１の肺組織での発現はコントロー

ル群とCOPD群で有意差はなかった。酸化ストレスの誘引物質としてタバコの抽出液を用い、肺胞

上皮由来細胞（A549）における、修復酵素PCMT1、小胞体ストレス（GRP78）、感受性タンパク質

の発現およびD-アスパラギン酸への変化についても検討した。A549細胞にタバコ抽出液２％暴露

でsuperoxide dismutase 1(SOD1), PCMT1、GRP78の時間依存的有意な増加を認めた。また、

prohibitin, GSTpiにおいて時間依存性に有意なD-体化アスパラギン酸の増加を認め、抗酸化作

用に関連する分子(GSTpi)およびミトコンドリア機能関連分子(prohibitin)の翻訳後修飾による

機能障害が示唆された。ヒト肺組織ではPCMT1の発現の変化がないことから、D-Asp特異的タンパ

ク分解酵素では検出できないPCMT1の基質とならないD-isoAspの増加が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The pathogenesis of COPD involves posttranslational modification, including amino acid 

racemization and isomerization and damage in the protein induced by oxidative stress 

through mainly cigarette smoking. The modified and damaged proteins are susceptible to 

cell damage such as apoptosis or ER stress. Notably, asparatic acid and asparagine are 

more sensitive amino acids to oxidative stress.  In the COPD cases, we investigated signs 

of oxidative stress from the point of asparatic acid isomerization in the proteins. 

Methods:Lung specimens surgically isolated from COPD patients or other controls without 

COPD were utilized  to detect D-asparatic acid. To investigate exhaustively D-asparatic 

acid isomerization in the protein, we employed a paenidase I, D-asparatic asic specific 

endopeptidase, in combination with comparative two dimensional electrophoresis analysis. 
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The endopeptidase sensitive proteins revealed decreased amounts of intensity in the 

proteins.  The sensitive proteins were identified by mass spectrometry analysis.  

Furthermore, we studied the asparatic acid isomerization in vitro using cell culture 

system under cigarette smoke exposure. Results and discussion: In the proteins from COPD 

lung, 4 isomerized proteins, Prohibitin, Peroxiredoxin-2, Gkutathione S-transferase Pi, 

and serum amyloid p component, were detected significantly as evaluated by 30~40% compared 

to ~7% in control patients.  Further, in vitro studies, cigarette smoke extracts induced 

ER stress marker and increased the ratio of the isomerized proteins.  We conclude that 

protein isomerization process is involved in the pathogenesis of COPD. 
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１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)は日本において
潜在的に 500万人を超える患者が存在す
ると考えられており、今後の患者数の増加
が予想されている。しかしながら、COPD
の成因は未だ明らかにはなっていない。 
外的原因としての長期間の喫煙暴露が
COPDの誘因であるが、発症は喫煙者の20%
程度であり、宿主側要因の重要性も示唆さ
れる。これまで COPD患者の気道には CD8
リンパ球の集積やリンパ濾胞の存在より
免疫学的機序の関与が考えられてきた。更
に喫煙より生ずる活性酸素による気道組
織中の変性蛋白が免疫学的抗原性を有し、
COPDの気道に見られる免疫学的気道炎症
が末梢気道壁肥厚を招来することが考え
られる。しかしながら、従来の喫煙による
“酸化ストレスによる蛋白変性”とは漠然
とした理解であり、喫煙肺における明確な
物質的証明は示されていない。 
 近年,蛋白の酸化ストレスによる傷害の
分子機序が明らかになってきた。蛋白質の
アスパラギン残基の異性化が最も起こり
易い酸化ストレスによる修飾であり、生物
系にはこのアスパラギン残基の異性化を

修復する酵素即ち、L-体イソアスパラギン
及びD-体アスパラギンから、本来のL-体
アスパラギンへの修復を触媒する酵素 
Prorein L-isoaspartyl (D-aspartyl) 
methyltransferase (PIMT)が存在する。ア
スパラギン残基の異性化は蛋白質の立体
構造変化を引き起こし、それぞれの蛋白の
機能を変容・低下させ、かつ異質蛋白質と
して抗原性を惹起するようになる。すでに
Ｄ体アミノ酸を含む異常タンパク質は抗
原性を獲得しやすくＴリンパ球が活性化
され、自己抗体の産生がより顕著に誘導さ
れることが報告されている（HA Doyle, et 
al. J Immunol 2003）。したがって、活性
酸素によりアスパラギン残基の異性化さ
れた傷害蛋白が抗原性を有しCOPDの気道
における免疫反応の原因となっているこ
とが予測される。 

 またPIMTが生物系に存在するということは
進化の過程において、種々の酸化ストレスに
よる蛋白中のアスパラギン残基の異性化と
いう傷害を受けてきた証拠であり、且つアス
パラギン残基の異性化修復が生物にとって
極めて重要であることを我々に教えてくれ
ている。生物の老化と酸化ストレスによる蛋



白傷害は密接に関連しており、いわゆる“蛋
白の老化”は分子学的には“蛋白のアスパラ
ギン残基の異性化”とも理解される(Clarke S. 
Ageing Res Rev.2003)。COPDは高齢者の疾患
であり、老化と密接に関連している。したが
って、PIMTの気道・肺組織中の活性は酸化ス
トレスによる蛋白傷害の修復酵素として極
めて重要であり、PIMTの活性が喫煙による気
道・肺組織傷害に強く影響することが考えら
れる。我々は喫煙が PIMT活性に与える影響
を調べる目的で、たばこ抽出液を希釈濃度を
変えて、肺胞上皮細胞株 A549の培養上清に
添加して PIMT活性を測定した。右図に示す
ようにたばこ抽出液は PIMTの活性を低下さ
せることより、喫煙は蛋白のアスパラギン残
基の異性化を起こし、更にその修復能を低下
させることがわかる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)の成因は不明であ
る。喫煙による気道及び肺胞組織中蛋白の酸
化ストレスによる傷害と傷害蛋白に対する
免疫学的反応が成因に関わっていることが
考えられる。活性酸素による蛋白質中アスパ
ラギン残基の異性化が最も起こりやすい傷
害であり、異性化したアスパラギン残基を含
む蛋白は立体構造が変化して異常蛋白とし
て抗原性を惹起しやすい。我々は本研究にお
いて、１）COPD患者気道組織中の異性化され
たアスパラギン残基を有する蛋白質を同定
し、COPD患者末梢血リンパ球の活性化能を解
析する。 2) アスパラギン残基の異性化を修
復 す る 酵 素 [Prorein L-isoaspartyl 
(D-aspartyl) methyltransferase:PIMT]の
COPD患者気道組織中活性を測定し、気道およ
び肺組織中の異性化されたアスパラギン残
基を有する蛋白質量との関係やＰＩＭＴの
遺伝子多型性を明らかにして、COPD発症にお
けるＰＩＭＴの関与を解析する。 
 

３．研究の方法 
COPD患者気道肺組織より異性化アスパラギ
ン残基を有する異性体蛋白質を検出・同定し
た。 

                      
COPD (25名)、喫煙健常者(25名)及び健
常者(25名)気道肺組織は肺癌手術時の
健常部分より採取する。組織を
detergentを含むリン酸バッファーで
ホモジェネートし、上清をD体アスパラ
ギ ン 酸 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 
(Paenidase)で処理し、SDS-PAGEを行う。
異性化アスパラギン残基を有する異性
体蛋白質は Paenidaseの分解により
SDS-PAGE上新たなバンドとして検出さ
れる。バンドの一部を抽出して、一部の
ペプチドのアミノ酸配列を決定して蛋
白を同定する。我々はこの方法にて喫煙
負荷したマウス肺組織より 6種類の蛋
白質を検出しており、ヒト肺組織におい
ても同方法で検出可能と考えている。た
だ上記のホモジェネートではコラーゲ
ンなどの細胞外基質蛋白は可溶化され
にくい。したがって、ホモジェネートの
遠心沈殿物をパパインなどの蛋白分解
酵素で短時間処理（限定分解）し、可溶
化した上清を上記の方法と同様に
Paenidaseで処理後 SDS-PAGEで解析を
行った。 
アミノ酸配列解析より異性体蛋白と推
定された蛋白はそれらの抗体を用いて、
ウエスタンブロットで確認した。 
肺癌手術時のCOPD、喫煙健常者及び健
常者気道肺組織の採取は岩手医科大学
にて各々25名を目標に行う。本実験の
施行に際しては、岩手医科大学及び愛媛
大学にて倫理委員会の承認申請を行っ
た。 

 
 
４．研究成果 
 
COPDでは酸化ストレス関連遺伝子、小胞体ス
トレス関連遺伝子の変化が指摘され、さらに
タンパク質の様々な翻訳後修飾も報告され
ている。我々はその中でもアスパラギン酸の
異性体化に着目した。アスパラギン酸の異性
体にはD-Asp, D-isoAsp, L-isoAspが存在す
る。同意のもとに採取した肺組織の抽出液を
作成し、D-Asp特異的タンパク分解酵素とプ
ロテオミクスを組み合わせ、D-体化したアス
パラギン酸を含むタンパク質の網羅的解析
を行った。タンパク分解酵素感受性タンパク
質20個、非感受性タンパク質24個を採取し、
感 受 性 タ ン パ ク 質 で は GSTpi, 
Peroxiredoxin-II, Prohibitin, Serum 
amyloid p component,また非感受性タンパク



質ではapolipoprotein AIを同定した。コン
トロール群（非 COPD群）では感受性タンパ
クは７％程度であったが、COPD群では３０～
４０％の異性体化を示した。異性体化したア
スパラギン酸の一部は修復酵素 PCMT1で L-
体アスパラギン酸に戻される。PCMT１の肺組
織での発現はコントロール群と COPD群で有
意差はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
酸化ストレスの誘引物質としてタバコの抽
出液を用い、肺胞上皮由来細胞（A549）にお
ける、修復酵素 PCMT1、小胞体ストレス
（GRP78）、感受性タンパク質の発現およびD-
アスパラギン酸への変化についても検討し
た。A549細胞にタバコ抽出液２％暴露で
superoxide dismutase 1(SOD1), PCMT1、GRP78
の時間依存的有意な増加を認めた。また、
prohibitin, GSTpiにおいて時間依存性に有
意なD-体化アスパラギン酸の増加を認め、抗
酸化作用に関連する分子(GSTpi)およびミト
コンドリア機能関連分子(prohibitin)の翻
訳後修飾による機能障害が示唆された。ヒト
肺組織ではPCMT1の発現の変化がないことか
ら、D-Asp特異的タンパク分解酵素では検出
できない PCMT1の基質とならない D-isoAsp
の増加が考えられた。 
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