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研究成果の概要（和文）：喫煙刺激は気道上皮細胞においてミトコンドリア分裂を促進し、活性酸素種ROSの産生を増
加させ、細胞老化を誘導した。ミトコンドリア分裂促進自体もROSの産生を増加させ、細胞老化を誘導した。抗酸化剤
は喫煙誘導細胞老化、ミトコンドリア分裂促進による細胞老化を抑制した。マイトファジー低下による分裂ミトコンド
リアの蓄積、ROS増加は細胞老化を促進した。電子顕微鏡による肺組織の検討ではCOPD患者では、非喫煙者の気道上皮
細胞と比較してより多くの断片状のミトコンドリアを認めた。以上より、肺でのミトコンドリア分裂促進、マイトファ
ジー低下がROS増加、細胞老化亢進を介してCOPD病態に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated the role of mitochondrial dynamics in human bronchial epithelial 
cell (HBEC) senescence induced by cigarette smoke extract (CSE) exposure. CSE induced mitochondrial 
fragmentation and mitochondrial ROS production, which were responsible for acceleration of cellular 
senescence. Mitochondrial fragmentation itself increased mitochondrial ROS production and cellular 
senescence. Treatment of antioxidant inhibited both CSE-induced and mitochondria fragmentation-induced 
cellular senescence. Accumulation of fragmented mitochondria with increased ROS by decreased mitophagy 
accelerated cellular senescence. Mitochondria in bronchial epithelial cells were prone to be more 
fragmented in COPD lung tissues in electron microscopic evaluation. Taken together, mitochondrial 
fragmentation and decreased mitophagy in lung may be involved in COPD pathogenesis through the 
acceleration of cellular senescence.

研究分野： 呼吸器内科
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは、細胞内の重要なエネル
ギーである ATP を産生する一方で、その副
産物として、活性酸素種(Reactive Oxygen 
Species;ROS)を産生する。さまざまな刺激に
より、ミトコンドリアは傷害を受け、傷害を
受けたミトコンドリアでは ATP の産生が低
下し、ROS の産生は増加する。生体にはミト
コンドリア傷害に対する幾つかの防御機構
が存在する。ミトコンドリアは分裂と融合を
繰り返す動的な小器官であり、融合はその防
御機構の一つである。傷害を受けたミトコン
ドリアは、正常なミトコンドリアと融合する
ことにより機能が回復する。また、ミトコン
ドリア特異的オートファジーであるマイト
ファジーは細胞内の主要なミトコンドリア
除去機構の一つであり、傷害を受けたミトコ
ンドリアを特異的に分解処理することで、そ
の蓄積に伴う細胞傷害を防ぐ。これらのミト
コンドリア品質管理機構の働きが不十分で
あると、傷害を受けたミトコンドリアが蓄積
し、ROS が増加、細胞内の恒常性維持が困難
となる。 
 細胞老化は、生理的な恒常性維持調節機構
の低下に起因する細胞運命の一つである。以
前より提唱されているフリーラジカル仮説
では、ROS が細胞老化の原因と考えられてい
る。また、ROS の主要な産生源であるミトコ
ンドリアの機能不全は細胞老化と関連する
とすることも報告されている。以上より、ミ
トコンドリアの品質管理が不十分であるこ
とがミトコンドリア機能不全、ROS 増加を介
し、細胞老化と関連している可能性がある。 
慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ COPD;Chronic 

Obstructive Pulmonary Disease)は喫煙を
主な原因とし、肺胞の破壊、消失を特徴とす
る呼吸器疾患である。正常肺は、アポトーシ
スによる細胞の消失と、代償性の細胞増殖に
よりバランスを保っている。一方、COPD 肺
ではそのバランスが崩れ、喫煙によるアポト
ーシスが増加するにもかかわらず、代償性の
細胞増殖が不十分であり、結果として肺胞が
消失すると考えられている。近年、COPD 肺
における細胞増殖の低下や慢性炎症に、細胞
老化が重要な役割を果たしていることが明
らかとなった。そこで、我々は、COPD の病
態に、ミトコンドリアの品質管理機構である、
ミトコンドリア融合、マイトファジーが ROS
制御を介して重要な役割を果たしていると
考えた。 
 
２．研究の目的 
 喫煙刺激により誘導される気道上皮細胞
老化における、ミトコンドリア動態(分裂、融
合)、マイトファジーの役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 倫理委員会による承認の下、手術肺組織と
分離培養した気道上皮細胞を用い検討を行

った。まず、分離した気道上皮細胞にて、
Cigarette smoke extract(CSE)による細胞老
化誘導におけるミトコンドリア動態,マイト
ファジーの果たす役割について検討した。ミ
トコンドリアの形態は TOM 染色し、蛍光顕
微鏡にて観察し、分類した。ミトコンドリア
ROS は細胞を mitosox 染色し、蛍光強度を
フローサイトメトリーにて測定した。細胞老
化は、senescence-associated βgal(SA-βgal)
染色と p21 の発現で評価した。ミトコンドリ
ア融合蛋白である OPA1、Mitofusin1,2 のノ
ックダウンによりミトコンドリアの分裂を
促進した。Parkin、PINK1 のノックダウン
により、マイトファジーを抑制した。抗酸化
剤は N-acetylcysteine (NAC)、Mitotempo
を用いた。また、肺組織におけるミトコンド
リアの形態を電子顕微鏡にて観察し、正常肺
と COPD 肺で比較検討した。 
 
４．研究成果 
(１)喫煙刺激はミトコンドリアの分裂を促進
し、ROS 産生を増加し、細胞老化を誘導する 
 分離した気道上皮細胞で、喫煙刺激はミト
コンドリアの分裂を促進し、ミトコンドリア
ROS を増加させ、細胞老化を誘導した。抗酸
化剤（NAC、Mitotempo）は喫煙刺激による
ROS の産生、細胞老化誘導を抑制した。 
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(２)ミトコンドリア分裂促進は ROS 産生を
増加し、細胞老化を誘導する 
 ミトコンドリアの融合促進蛋白である
OPA1、Mitofusin1,2 のノックダウンにより
ミトコンドリアの分裂を促進した。ミトコン
ドリアの分裂促進は ROS 産生を増加し、細
胞老化を誘導した。抗酸化剤（NAC、
Mitotempo）はミトコンドリア分裂促進によ
る細胞老化誘導を抑制した。 
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 (３) Parkin、PINK1 ノックダウンは細胞老
化を促進する 
 Parkin、PINK1 ノックダウンによりマイトフ
ァジーを抑制すると分裂ミトコンドリアが
増加し、ROS 産生が増加、細胞老化が促進し
た。 
 
(４)COPD の気道上皮細胞では断片状のミト
コンドリアが増加している 
 肺組織における気道上皮細胞のミトコン
ドリアの形態を電子顕微鏡にて観察した。有
意な差はないものの、COPD では腫大した断
片上のミトコンドリアが多く、その長径は短
い傾向にあった。 
 

（結論） 
気道上皮細胞において、喫煙刺激はミトコ

ンドリアの分裂を促進し、その結果、断片状
のミトコンドリアが増加した。ミトコンドリ
アの分裂促進はミトコンドリア由来の ROS
を増加させ、細胞老化を誘導した。マイトフ
ァジーを抑制すると、分裂ミトコンドリアが
増加し、ROS 産生も増加、細胞老化が促進し
た。COPD の肺組織ではミトコンドリアは断
片状のミトコンドリアが多く、ミトコンドリ
ア動態の変化、マイトファジーの低下が
COPD 病態に関与する可能性が考えられた。 
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