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研究成果の概要（和文）： 
ヒトでは新生児肺には切除後の再生現象がみられる一方で、成人肺ではほとんど再生は起こら

ないことが知られている。本研究では、肺の再生能を規定する因子として、とくに肺胞上皮幹

細胞に注目し、齧歯類を用いた遺伝子発現プロファイルの比較から、幹細胞の組織再生能を規

定する新規制御因子の同定を試みた。マウス肺の肺切除後代償性肺再生モデルを用いて、再生

中の肺から肺胞上皮幹細胞を抽出し、cDNAライブラリー作製し PCRアレイで解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Although lung regeneration is observed in infants after major lung resection, same 
phenomenon is seldom observed in adults in human beings. We sought to identify the 
master regulator of lung regeneration. We put our focus on bronchioloalvelolar stem cells 
(BASCs). Using lung post pneumonectomy compensatory lung growth model, we compared 
mRNA expression profiles of the BASCs through PCR array technology. 
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研究分野：医歯薬学 
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キーワード：呼吸器外科学 
 
１．研究開始当初の背景 
 肺切除の対象となる症例は（とくに肺癌
の）罹患者数増加を受けて急速に増加してい
る。一方で、肺には機能的な切除限界がある
ために、外科的切除においては、治療上の制
約となっている。また、肺組織は死亡する課
程あるいは死亡後にダメージを受けること

が多く、臓器移植についても困難な臓器の一
つである。そこで、申請者らは臓器提供によ
らない肺機能の再生、具体的には患者肺から
採取した肺胞上皮幹細胞を ex vivoに増幅し, 
患者に戻す細胞ベースの再生医療の確立を
最終目標に研究を行っている。今回の申請で
は, 肺胞上皮幹細胞に注目して「幹細胞の組
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織再生に影響を与える因子は何か」について
（１）遺伝子プロファイルを比較する手法
（２）特定の未分化性維持因子に着目して機
能改変を in vivo で行う方法の二つを用いて
検討を行った。 
 肺切除後に新生児肺は旺盛に代償性の肺
再生がみられる一方で、成人肺では切除後に
代償性肺再生現象はほとんどみられないこ
とが臨床的に知られている。なぜ再生能に差
が生じるのか、その原因として肺胞上皮幹細
胞に着目して解析を試みた。肺胞上皮幹細胞
bronchiolo-alveolar stem cells, BASC は
Kimらによりはじめて単離された。肺胞上皮
を薬剤で強く傷害すると、細気管支と肺胞道
の接合部に存在するある細胞から肺胞の再
生が起こることが知られていた。この細胞は
II型肺胞上皮細胞のマーカーであるサーファ
クタントプロテインＣ(SPC)陽性で、かつ、
気管支上皮細胞のマーカーCCSP陽性のダブ
ルポジティブ細胞であることも知られてい
た。Kimらはこの細胞をフローサイトメトリ
ーで単離し（CD45- CD31-Sca-1+CD34+分
画）、肺胞全体の約 0.3%を占める細胞, BASC
を同定した。この細胞は feeder細胞との共培
養で自己増殖し、matrigel内で肺胞上皮, 気
管支上皮細胞へ分化し、多分化能が証明され, 
幹細胞としての要件を満たすことが in vitro
で示された。しかしながら、肺胞上皮幹細胞
は in vitroでは幹細胞の要件を満たす細胞と
して認識されているものの、生体内での幹細
胞としての機能については現時点で検証が
されていない（あるいは論証が困難）。 
われわれは、肺胞上皮幹細胞が生体肺発
生・再生には必須の細胞であるという仮定の
もと、肺再生・再生現象を通じて肺胞上幹細
胞の遺伝子発現プロファイルがどう変わる
のかを比較検討することで、肺胞上皮幹細胞
の組織再生能を規定する一連の制御因子群
を同定することを目的とした。また網羅的解
析と同時に、われわれは肺胞上皮特異的に発
現する3つのタンパク質をFACSから同定し
ているが（Tie2, c-kit, Notch1）このうち、
Tie2 の機能についても肺胞上皮特異的に遺
伝子改変を行うマウス SPCp-Creマウスを用
いて機能解析を行った。 
 
２．研究の目的 
マウス肺胞上皮幹細胞の組織再生ポテン
シャルは未知である。げっ歯類の肺は定常時
には増殖が抑えられているが、発生時および
片側肺切除モデルで旺盛に再生する。そこで、
静止期と増殖期の差を導く要因は何か、発
生・再生現象を通じて、（１）肺胞上皮幹細
胞での遺伝子発現プロファイルを比較する
こと、（２）肺胞上皮特異的に既知の幹細胞
制御因子を改変すること、の二つの手法によ
り明らかにするとともに、新規制御因子を探

索する。 
 
３．研究の方法 
（１）胎児、新生児、成体からの肺細胞採取 
 C57BL/6マウス、plug checkにより妊娠17
日相当の雌マウスをジエチルエーテルで麻
酔死させた後、に子宮を切除、雄胎児から肺
を切除した。新生児（1週齢）、成体（8週齢）
は雄の個体をジエチルエーテルで麻酔死さ
せた後、それぞれ肺を切除し、2μl/mgの
collagenase/dispase (Roche)添加PBS 5ml
中で37℃30分インキュベートし、気管支か
らモスキート鉗子で愛護的に細胞を剥離し
た。剥離した細胞を10%FBS添加PBS 10mlで
サスペンドしcell strainer 40μmを2回通
した後、10% FBS添加PBSで3回洗浄。細胞
集塊を遠心し、ペレットをRBS lysis buffer 
(0.15M NH4Cl, 10mMKHCO3, 0.1mM EDTA)で5
分常温インキュベートし、赤血球を溶血し、
再度10%FBS添加PBSにて洗浄した。 
 
（２）肺切除後代償性肺再生モデル 
C57BL/6マウスにケタラール・キシラジン筋
注で麻酔導入後、経口的に18Gサーフロー針
で気管内挿管を行った。挿管後に後側方切開
左開胸を行い、左肺門を動静脈気管支一括し
て1-0絹糸で結紮し、左肺全摘術を行う。胸
郭、皮膚を埋没で縫合し、呼吸状態確認の上
抜管し肺切除モデルとした。同モデルでは既
報の論文により切除後２日の時点で肺胞再
生がピークとなり、術後３週間ほどで代償性
の肺再生が完了することが報告されている。
このモデルでは切除前、二日後、一ヶ月後の
時点での評価を行うこととした。 
 
（３）フローサイトメトリーによる肺胞上皮
幹細胞純化 
 回収した肺細胞を5%FBS添加PBSで1.0×
107細胞/mlとなるように希釈した。希釈細
胞に対しCD45-biotin conjugate (Becton 
Dickinson), CD31-biotin conjugate（Becton 
Dickinson）,CD34-FITC conjugate (Becton 
Dickinson), Sca-1-APC conjugate抗体
（e-Bioscience）を1×106個あたり1μl投
与し4℃で30分間インキュベートする。再び
5％FBS添加PBSで洗浄した後, 
streptavidin-PE conjugateを1×106個あた
り1μl投与した。4℃30分インキュベートし
た後、死細胞をpodoplanin iodideでマーク
した後、フローサイトメトリーでFITC陽性
APC陽性, PE陰性の分画を回収した。 
回収した細胞を直ちにBuffer RLT (QIAGEN)
に可及的に濃い濃度でサスペンドした。 
サスペンドした細胞をQIA shredder 
(QIAGEN)で破砕した後、RNeasy Mini Kit 
(QIAGEN)を用いてカラムでRNAを回収した。
回収したRNAには多量のrRNAが含まれるの



 

 

でRiboMinusTM Human/Mouse Transcriptome 
Isolation Kit(Invitrogen)を用いてこれら
を除去した後、直ちに-80℃で保存した。 
 
（４）遺伝子発現プロファイル比較 
肺発生モデル、肺切除後代償性肺再生モデル
のいずれのモデルでも、単一個体からではい
ずれもせいぜい5×10５個程度の細胞しか回
収することが困難で、網羅的遺伝子解析を行
うにはmRNA量が十分得られなかった。そこ
で、回収したmRNAからcDNAライブラリーを
作製した上で、RT2 profiler PCR array(SA 
bioscience)を用いて特に齧歯類幹細胞シグ
ナルの発現解析を行った。 
 
（５）肺胞上皮特異的COMP-Ang1過剰発現マ
ウス, SPC-COMP-Angマウス） 
肺胞上皮幹細胞にTie2発現が高いことが
FACSの結果から得られており、この分子が肺
胞上皮幹細胞の未分化性維持に関わってい
ることをin vivoで検証するため、肺胞上皮
特異的に同レセプターの下流シグナルを増
強するマウスモデルを作製した。SPC-Creマ
ウス（C57BL/6バックグラウンド）雄と
CAG-flox- stop-flox-COMP-Ang1マウス雌（慶
應義塾大学発生分化生物学新井文用氏より
供与）の交配により生じた仔を解析に用いた。
negative controlとして同腹のSPC-Cre単独
陽性マウスを用いた。同トランスジェニック
マウスの肺を生理学的・解剖学的に解析する
と同時に、発生段階での肺胞上皮幹細胞の振
る舞いについて検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）肺胞上皮幹細胞での未分化性維持因子
の網羅的遺伝子探索 
 

横軸 
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いない 
 
 

図１ 新生児モデルではBASCsは不在 
 
肺発生モデルから肺胞上皮幹細胞を回収
しようと FACSを行ったが、驚いたことに既
報のCD31-CD45-Sca-1では肺胞上皮幹細胞分
画がほとんど存在せず、①発生段階において
は同分画に相当する細胞外がなく発生段階
には寄与していない、もしくは②発生段階で
は肺胞上皮幹細胞は存在するとしても発現
プロファイルが異なる、という二つの可能性

が考えられた。 
次に肺切除後代償性肺再生モデルでの検
討を行った。同モデルでは右側肺からしか細
胞が回収できなくなるが、やはり回収率がど
うしても少なく、最大で 5.0x105個程度程度
しか細胞が回収されなかった。これらの細胞
から mRNAを回収したが、マイクロアレイ解
析に用いるのに必要な指摘RNA量（2μg）に
は到底至らず、マイクロアレイでの解析はや
むなく断念した。そこで RT2 profiler PCR
アレイを用いて、既報の幹細胞特異的遺伝子
の発現を検討した。これらの一連の幹細胞特
異的遺伝子のうち、ある遺伝子(未発表のた
めGene Xとする)は、定常状態に比して肺切
除後2日の時点で約2倍に発現が高まる現象
が観察され、一ヶ月の時点で定常状態に復帰
した。この遺伝子は定常状態では、ほかの上
皮細胞に比して肺胞上皮幹細胞で発現が2倍
高くこの発現は FACSでも確認することがで
きた。（図２）。 
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図２ FACS上で肺胞上皮幹細胞領域で高い
発現を確認できる 
 
また免疫染色を行うと、同シグナルは残念な
がら肺胞上皮幹細胞特異的ではなかったが、
定常状態の肺では II型肺胞上皮細胞と肺胞
上皮幹細胞で細胞質に発現が確認された。 
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図３ 免疫染色で肺での発現を確認した 
 
今後、肺胞上皮再生における同シグナルの機
能解析を行いたいと考えている。 
 
 
 
 
（２）肺胞上皮特異的 Tie2シグナル過剰発



 

 

現マウスの解析 
わ れ わ れ は 、 肺 胞 上 皮 特 異 的 に
Angiopoietin-1のより強力な変異タンパク
質であるCOMP-Ang1を発現するトランスジェ
ニックマウスを作製し、その表現型を解析し
た。この SPCp-COMP-Ang1マウスは半数以上
が出生直後に呼吸不全で死亡した。生存した
マウスを用いて、導入したタンパクが発現し
ているかを確認した。肺を切除して western 
blotでCOMP-Ang1タンパクが発現しているこ
と、および Tie2受容体にリン酸化が起こっ
ていることを確認した。SPCp-COMP-Ang1マウ
スは出生後に死亡しなければ、外見上はコン
トロールマウス（SPCp-Creマウスを用いた）
と比して差がなく、発育も同等であった。肺
に表現型があるものと推察し、生理学的機能
評価のため酸素消費を比較したところ、安静
時には差がなかったが、トレッドミルをもち
いて運動負荷をかけると運動耐容能に差が
あり、コントロールに比して早期に運動をや
めてしまい、酸素消費にも差を生じた。 
 そこで肺の組織学的構築を観察した。
SPCp-COMP-Ang1マウスでは肺の構築がコン
トロールに比して明らかに未熟であった。肺
胞構築の成熟度を示す指標 radial alveolar 
count も低下していた。さらに肺内の筋性血
管を中心に血管径の拡大がみられた。終末細
気管支レベルでの血管径を比較すると約 1.5
倍の差が生じていた。切片の取り方による差
でないことを示すために micro CTを施行し
たところ、CT画像上で SPCp-COMP-Ang1マウ
スでは血管構築がより太く、分枝が末梢まで
追跡可能であることが示された。 
 なぜ血管構造の変化によって肺構造が
未熟となるのかを検討した。われわれのモデ
ルでは肺胞上皮幹細胞の絶対数が抑制され
るのではないかと予測して、フローサイトメ
トリーを行ったところ、肺胞上皮幹細胞はむ
しろ3倍以上に濃縮されていた。一方で肺の
総細胞数は1/3に抑制されていた。結局、総
じて見るとBASCs絶対数は両群間で差がなか
った。免疫組織学的に検討してみると、確か
に気管支終末部分には肺胞上皮幹細胞はせ
いぜい1つしか見られず3倍近く増殖してい
る像は見られなかった。以上から、血管網が
発達しないことで肺胞上皮幹細胞から肺の
より下位の上皮細胞への分化が進行せずに
頓挫してしまっているものと推察した。 
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