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研究成果の概要（和文）：Fn14とTweakは細胞の増殖過程で重要な因子として考えられており、本研究は再生時
おける肺幹細胞における役割や、疾患モデルを用いて治療応用の可能性を検討した。急性肺傷害モデルにおい
て、これらのノックアウトマウスは修復が遅れるものの長期的には正常に帰することが確認された。次に反復す
る刺激下においての検討を行うために慢性的な上皮傷害をマウスに対し行い、気道上皮細胞の再生様式を検討し
たが有意差を得なかったが、早期の治癒起点において重要な役割があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：TNF-like weak inducer of apoptosis and fibroblast growth factor-inducible 14
 are recognized as a fundamental factors for cell proliferation. In the present study, we 
hypothesized that those signaling is critical for lung epithelial regeneration. In acute lung injury
 model, lacking of those signaling promoted prolonged repair time course, but finally showing good 
regeneration after lung injury,suggesting a partial important  role in the early phase of 
regeneration, but alternative compensation might be involved in the mechanism.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年の研究では、マウス肺において一部のク
ララ細胞やⅡ型肺胞上皮が幹細胞として肺
の傷害後の Regeneration に貢献することが
Lineage Trace Model の発展により示されて
きた。ナフタレンのマウスへの投与により
CYP2F2 の活性からクラブ細胞特異的傷害が
生じる。肺の中にはナフタレン耐性のクラブ
細胞の細胞群が存在し、幹細胞機能を有する
ことから気道上皮における再生状況が観察
されてきた。クラブ細胞は増殖するほかに線
毛上皮細胞に分化する。この増殖と分化のメ
カニズムはある程度規則性があるが、増殖因
子、分化規定因子に関しては不明点である。
我々は胎児性転写因子 C/EBPαに注目して肺
上皮細胞の研究を行ってきた。C/EBPαは胎
生期のⅡ型肺胞上皮の成熟に必須の転写因
子であり、肺上皮特異的にノックアウトされ
たマウスではサーファクタントの異常にて
生直後に肺傷害を来たし死亡する。生後肺に
おける役割は未知であったが、生後にクラブ
細胞とⅡ型肺胞上皮細胞に発現する C/EBPα
を細胞特異的にノックアウトしたところ、成
長、寿命に関して影響を認めなかった。しか
しながら、肺傷害を惹起するとノックアウト
群では予後不良であり、サーファクタントの
分泌傷害を示した。これより先行研究におい
て、C/EBPαは生後肺の成長に不要であるが、
傷害時の恒常性維持に必須である（Emergent 
Function を有する）事を報告した。C/EBPα
は気道上皮のクラブ細胞にても発現するが
その役割は不明であった。我々はクラブ細胞
特異的に C/EBPαをノックアウトしたマウス
に対しナフタレン肺傷害を惹起して再生過
程において線毛上皮細胞への分化が低下し
ていることが明らかになった。この結果の解
析のため、傷害からの再生機転時期の末梢気
道上皮細胞を Laser Micro Dissection にて
単離しマイクロアレイ解析を行い、C/EBPα
の誘導するアンチセリンプロテアーゼが上
皮細胞局所のセリンプロテアーゼ活性を抑
制する結果、クララ細胞が線毛上皮細胞に分
化する事を見出した。局所のセリンプロテア
ーゼ活性による増殖誘導メカニズムは不明
である。セリンプロテアーゼ活性により惹起
される局所的シグナルが細胞増殖と分化に
関与するという仮説を立てた。さらに解析の
なかで細胞における Fn14 の発現が増強して
いることに注目し、リガンドである膜型
m-Tweak がプロテアーゼによりフリーフォー
ムに活性化され、Tweak/Fn14 シグナルが気道
上皮細胞再生、特に増殖過程において重要で
あると仮定し、本研究を企画した。 
２．研究の目的 
1）肺傷害モデルにおける Tweak/Fn14 の役割
の検討 

Tweak/Fn14 シグナルが気道上皮傷害から
の再生時における肺幹細胞の増殖シグナル
として働くことを示す。 
2）Tweak/Fn14 の活性機序の検討 

膜結合型 m-Tweakが再生時のセリンプロテ
アーゼ活性により活性化されると仮定して
おり、傷害時におけるセリンプロテアーゼ活
性を検討する。 
３．研究の方法 
1）TweakKO マウス、Fn14KO マウスを用いた
肺傷害モデルの検討から、再生様式を検討す
る。傷害モデルとしてナフタレン肺傷害、喫
煙暴露モデルを用いた。 
2）肺傷害後の再生期および慢性傷害期にお
ける上皮上のプロテアーゼ活性を可視化、組
織中の活性を定量し再生、傷害におけるバラ
ンスと Fn14、Tweakの役割を検討する。 
４.研究成果 
【結果①】ナフタレン肺傷害モデルを作成し
最盛期における Tweak/Fn14 の役割を検討し
た。先行研究では再生期において Fn14 は細
気管支領域にて高発現をしており、我々は
Fn14KO、TweakKO マウスにおけるナフタレン
肺傷害後の表現型を検討した。先行研究で示

 

図 1：ナフタレン肺傷害後 14 日目のマウス

気道上皮(走査電子顕微鏡写真)。左(対照

群)、右(Fn14KO)。KO 群においてナフタレ

ン肺傷害後の細胞数の回復は順調である

が、線毛長においては対照群に比し短く、

扁平であることから傷害からの回復過程に

あることを示唆している。 

 

図 2：ナフタレン肺傷害後 56 日目の気道上

皮(走査電子顕微鏡写真)。第 14 日ち異なり

ノックアウト群においても線毛長は回復

し、成熟した線毛気道上皮細胞が観察され

る。 



した通り傷害 5日後におけるクラブ細胞の再
生は KO マウスでは野生型に劣っており、再
生過程への関与が示唆された。その後詳細な
時系列を解析から、14 日後の回復状態では
CCSP、FoxJ1 による免疫染色にて末梢気道の
細胞数には有意差を認めなかった。しかしな
がら、傷害 14 日目での走査電子顕微鏡で観
察されるように Fn14 ノックアウトマウスで
は線毛長が短く扁平な形態であった(図 1)。
細胞数は正常であるが、細胞の成熟としては
途上にあると考えられた。一方、56日後には
Fn14 ノックアウトマウスはコントロールマ
ウスと同様に回復した（図 2）。これより、Fn14
は早期回復に関与している可能性があり、代
償再生メカニズムなどの存在から最終的に
は有意差を認めなかったものの、回復遅延な
どに関与する可能性はある。Precision Cut 
Lung Slice を用いた ex vivo 研究により再現
性を検討したが同様であった。これより再生
の遅延を認めるものの長期には代替的な機
能により再生が完了することが示唆された。
一定の関与をする事が明らかとなり、刺激を
繰り返すモデル、つまりは、慢性刺激モデル
により再生遅延に障害が生じると仮定し、週
5 日間、24週間の喫煙暴露実験を行った。そ
の背景実験として、我々は Lineage Trace 遺
伝子改変マウスを用いてクラブ上皮細胞が
線毛上皮細胞に分化した際に核内の GFPにて
認識できるマウスを作成し慢性喫煙暴露を
行った。このモデルにおいて半年間の喫煙曝
露後に GFP陽性線毛上皮細胞が多く観察され、
上皮の turnover の存在を証明することに初

めて成功した（図 3）。 
以上より、Fn14や Tweak シグナルが傷害を繰
り返す慢性喫煙刺激下に重要であると仮定
し、ノックアウトマウスとコントロールマウ
スに対し喫煙暴露を半年間行い観察した。 
【結果②】慢性喫煙後肺傷害における Fn14
の発現とプロテアーゼ活性を検討した。 
ナフタレン肺傷害後の末梢気道組織をレー
ザーマイクロダイセクションにて抽出しマ
イクロアレイ解析を先行研究にて行い、末梢
気道における遺伝子発現の検討では、

Tnfsfr12a の発現は増殖・分化のピークであ
る傷害 3 日後には 2.6 倍となっていた。同様
に喫煙暴露 3か月後の末梢気道組織をレーザ
ーマイクロダイセクションにて抽出し、マイ
クロアレイにて発現の検討を行ったが、上昇
を認めなかった。同様にノックアウトマウス
の気道上皮表現型もコントロールマウスと
差異なく、上皮再生の恒常性は保たれていた。
Tweak ノックアウトマウスに関しても同様で
あった。慢性喫煙下における気道上皮傷害の
ターンオーバーには関与が乏しい結果とな
った。喫煙暴露御組織におけるプロテアーゼ
活性はカゼイン基質の反応により蛍光標識
し可視化した。これらの活性はセリンプロテ
アーゼ阻害剤 BPTI にて抑制され、気道上皮
におけるプロテアーゼ活性はセリンプロテ
アーゼと考えられる。しかしながら、Tweak
シグナルは増強されて可能性を示唆したが、
出口である再生の遅延が観察されなかった
ことより次の実験を行った。 
【結果③】喫煙暴露実験の結果を受けて、再
生の遅延に酸化ストレスが関与し、Fn14 シグ
ナルの関与そのものを凌駕しうると仮定し
た。 
気 道 上 皮 細 胞 BEADS2B に 対 し て
wound-healing 実験を間欠的低酸素下にて行
った。間欠的低酸素はミトコンドリアよりの
酸化ストレスを誘導し、アクチン線維の極性
に変化をもたらすことを証明した(図 4、引用
文献 1)。この反応は転写因子非依存的に起こ
り、受容体に関連するシグナルよりも早いフ
ェーズで認められた。このように酸化ストレ

ス下では複雑な修復様式が考えられるが、生
体内ではさらに複雑な様式が推察され、慢性
刺激下での事象を一つのシグナルで論じる
ことは困難であった。 
以上より Fn14/Tweak シグナルは急性肺傷害
後の気道上皮再生において早期治癒に寄与
している可能性が示唆された。慢性期におけ
る傷害と修復様式についてさらなる検討が
必要である。生体には様々な再生メカニズム
や代償機構が存在し恒常性を保っており、多
様なものの一つとして本研究結果が含まれ
ると考えられ、今後も研究を継続したい。 

 

図 3：クラブ細胞特異的 GFP 細胞が慢性喫

煙刺激によりGFP陽性線毛上皮細胞に分化

することが観察された。 
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図 4：上皮細胞に対する IH(間欠的低酸素)

刺激は再生を遅延した。(A)時系列におい

て修復不全は遷延した。(B)細胞間距離の

修復不全を認める。 
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