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研究成果の概要（和文）：COPD、ARDS、特発性間質性肺炎、肺がんなどは、その難治性・致死性や高い発症頻度
から、社会的にも極めて重大な疾患群である。これらの肺疾患の病態機序・治療標的は未だに不明であり、新治
療法の開発が急務とされている。
発生工学などの進歩により、器官形成、ストレス応答、細胞の増殖・分化と組織の再生や、これらの制御系の破
綻がもたらす疾患病態が解明されつつある。本研究ではこれらの最先端技術を活用し、呼吸器官の形態形成や恒
常性維持機構を解明し、ARDS・肺線維症・肺癌などの呼吸器疾患の病態理解を深め、治療法開発への糸口を探索
した。

研究成果の概要（英文）：In respiratory diseases, there are several disorders to which very few 
pharmaceutical agents are currently effective. These disorders include ARDS, IPF, COPD and lung 
cancer. Recently, new research tools such as genetically-engineered mice have been widely used to 
study molecular mechanisms underlying human disorders. The purpose of this study is to investigate 
mechanism of respiratory diseases and develop novel therapeutics using these up-to-date cellular and
 molecular techniques including genetically-engineered mice. Our observations suggest that this 
strategy might provide a novel therapeutic approach to respiratory disorders such as ARDS, IPF and 
COPD and lung cancer.

研究分野：呼吸器内科学

キーワード： 呼吸器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、発生工学的手法を応用し、疾患発症機序を明らかにし治療標的を探索した。難治性呼吸器系疾患に
対する治療薬剤の開発は目下、困難を極めている。最新アプローチを駆使した本プロジェクトは、文字通り「ベ
ンチからベッドへ」という橋渡し的役割を果たすものであり、その成果は、薬剤開発のプロセスを短縮し、実用
化に大きく寄与することが予想される。また、難治性呼吸器系疾患に対する治療薬の開発は、社会医学的にも医
療福祉・医療経済的にも莫大な貢献をなすことが予想される。

※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 
発生工学、細胞培養技術、次世代シーケンサー解析などの進歩により、器官形成、ストレス応
答、細胞の増殖・分化と組織の再生や、これらの制御系の破綻がもたらす疾患病態が解明され
つつある。本研究ではこれらの最先端技術を活用し、呼吸器官の形態形成や恒常性維持機構を
解明し、ARDS・肺線維症・肺癌などの呼吸器疾患の病態理解を深め、治療法開発への糸口を
探る。具体的には Hippo-TAZ/YAP経路、TGF-βシグナル、TTF-1などの転写ネットワークや
脂質関連遺伝子を解析対象とする。 
２１世紀を迎えた現在、呼吸器領域疾患の社会的重要性は急増しつつある。気管支喘息、慢性
閉塞性肺疾患(COPD)や肺癌などの患者数、死亡者数は年々増加しつつあり、増勢に歯止めが
かからない状況にある。呼吸器領域疾患による死亡者数の急増が予見されている。このように
呼吸器領域疾患の社会的重要性は国内・国外で十分に認識されつつあり、社会的な視点からも、
その研究成果に対する社会的要請の高い領域である。呼吸器病学は、感染症、炎症、免疫から
腫瘍に至るまで極めて広範な分野に関わる学問であり、「未開の広大な領域」とも形容されうる
であろう。 
 
２．研究の目的 
COPD、ARDS、特発性間質性肺炎、難治性気管支喘息、新興呼吸器感染症(新型インフルエン
ザ等)などは、炎症関連機序を主体とする病態であり、その難治性・致死性や高い発症頻度から、
社会的にも極めて重大な疾患群である。これらの炎症性肺疾患の病態機序・治療標的は未だに
不明であり、新治療法の開発が急務とされている。 
また、本邦での肺癌患者数は年間 10 万人を超え、7 万人以上が死亡している。最近になって
TCGA（The Cancer Genome Atlas）などの多施設共同研究により、肺癌のゲノム異常・遺伝
子変異・トランスクリプトームのデータベース化が進んでいる。肺癌細胞の悪性化の過程にお
いて、上皮細胞が間葉系細胞の形質を獲得する上皮間葉転換（EMT）が重要であり、癌細胞と
癌間質との相互作用、特に CAF（cancer-associated fibroblast）の働きにより浸潤・転移とい
った癌進展が促進される。 
肺の器官形成（branching morphogenesis・肺胞形成）、肺リモデリング（気腫化・線維化）、
癌進展（EMT・癌-間質相互作用）など一見して異なる生命現象は、細胞レベルでは上皮間葉
相互作用という共通したメカニズムが介在しており、分子レベルで類似した制御機構が関与す
る。 
転写コアクチベーターTAZ/YAP は、Hippo 経路の実行因子として機能し、転写因子 TEADs
と結合して転写制御に関わる。この数年で TAZ/YAP の多彩な機能（幹細胞の多能性維持や分
化制御・器官形成・臓器サイズ調節・腫瘍形成）が解明されつつある。TGF-βは Smad3を介
した細胞内シグナル伝達を行う。幹細胞の多能性維持、細胞の増殖・分化を制御し、様々な臓
器の器官形成に関わる。また EMT を誘導する最も強力な因子であり癌細胞の浸潤・転移能を
亢進させる。さらに TGF-βは細胞外基質やプロテアーゼの産生を通じて肺リモデリングや癌
間質の形成に関与する。 
YAPをマウス胎仔肺上皮で欠損させると branching morphogenesisが阻害され、気管支上皮
細胞で YAPを欠損させると細胞分化異常を来たす。TAZや Smad3の欠損マウスや、TGF-β
の II型受容体の肺上皮組織での欠損は肺気腫を呈し、TGF-β2及び TGF-β3の欠損マウスも
気管支や肺胞の形態異常を示す。また TGF-β1の肺での過剰発現や、TGF-βの II型受容体の
肺間葉組織での欠損は、上皮間葉相互作用に異常を来たし、branching morphogenesisの異常
が生じる。 
Hippo-TAZ/YAP経路や TGF-βは肺の器官形成において必須であり、その欠損は類似した表現
型を示す。最近になって TAZ/YAPと Smad3の協調的な転写制御が報告され Hippo-TAZ/YAP
経路と TGF-βの密接な相互作用が注目されている。両者は呼吸器疾患の病態（肺リモデリン
グ・肺癌）を規定する重要な調節機構であるが、その相互作用が肺細胞（気管支上皮細胞・II
型肺胞上皮細胞・肺線維芽細胞）や肺癌細胞に対して与える影響を統合的に検証した報告は殆
どない。 
 
３．研究の方法 
本研究では Conditional knockout マウスの発生学的解析、遺伝子改変マウスを活用した呼吸器
疾患モデル、初代培養肺上皮細胞の特殊培養、及び胎仔肺の explant culture による解析を行
う。Bioinformatics によって、転写ネットワークという視点から Hippo-TAZ/YAP 経路・TGF-β
シグナルと主要な転写因子群との相互作用を解析する。さらに炎症・生体防御関連因子として
の脂質性メディエ－タ－に着目し、難治性肺疾患の病態解明および治療標的の同定を目指す。
申請者らは世界に先駆けて TAZ 欠損マウスを作成し、ホモ欠損マウスが肺気腫を呈することを
報告した。さらに、共同研究先であるスウェーデン・ウプサラ大学にて外科切除を受けた非小
細胞肺癌患者 196 例のトランスクリプトーム、345 例の組織アレイ、ゲノム情報を統合的に解



析し、TAZ の肺癌促進作用を明らかにした。また肺上皮細胞において、炎症性サイトカインの
TNF-αや LIGHT が、TGF-βによる EMT 誘導を促進させることを示した。さらに TGF-βと TNF-
αによる協調的な細胞内シグナル伝達機構を解明し、下流の標的遺伝子やマイクロ RNA の網羅
的な発現解析を行った。 
さらにヒト肺癌組織から初代培養線維芽細胞を樹立し、肺癌細胞との三次元共培養を行い、肺
癌 CAF の癌促進作用を明らかにした。またレンチウイルスによるノックダウンシステムを活用
して、TGF-βが肺線維芽細胞の増殖・収縮や肺癌細胞との相互作用に与える影響を検証した。 
TTF-1 は肺の器官形成において必須のマスター転写因子であり、TTF-1 欠損マウスは肺形成不全
により生直後に呼吸不全死となる。申請者らは肺癌細胞において、TTF-1 が TGF-βによる EMT
誘導を抑制することを見出した。さらにゲノムワイド ChIP-Seq を行い、TTF-1 と Smad3 の結合
を介した新規の転写調節機構を明らかにした。 
申請者らは MACS による細胞分離を活用し、マウス肺からの II 型肺胞上皮細胞の単離法を確立
した。これに 2層培養法を適用することで、細胞極性及び細胞接着が維持された培養条件での
細胞応答を観察することが可能になった。さらに気管支上皮細胞を気層・液層界面培養法（ALI: 
air-liquid interface）により線毛上皮細胞に分化誘導することに成功した。多能性幹細胞か
ら肺上皮細胞への分化誘導の条件検討も重ね、免疫不全マウスにおける線毛上皮組織の形成を
確認し、in vitro で分化誘導した細胞での lamellar body 形成を電子顕微鏡で確認した。 
申請者らは 2013 年より理化学研究所と共同研究の契約を締結し、FANTOM5 プロジェクトに参加
している。初代培養線維芽細胞を対象として全ゲノム領域の転写開始点の網羅的な抽出を行っ
た。このサンプルに限らず、プロジェクト全体で 500 種類以上の初代培養細胞や 150 種類以上
の組織における転写プロファイルやエンハンサー領域が同定されている。このようなデータベ
ースを活用して、肺上皮細胞と肺癌細胞に特徴的な転写プロファイルを明らかにした。 
本研究では上述のような知見・経験・技術をさらに発展させ、Hippo-TAZ/YAP 経路や TGF-β-Smad
経路、TTF-1 を含む転写因子ネットワークが、肺の器官形成や疾患病態に及ぼす影響を統合的
に解析する。具体的には、Conditional knockout マウスの発生学的解析、遺伝子改変マウスを
活用した呼吸器疾患モデルによって個体レベルで解析する。またマウス胎仔肺の explant 
culture やマウス由来の肺上皮細胞（気管支上皮細胞・II型肺胞上皮細胞）の初代培養・特殊
培養（2 層培養・ALI）を行う。さらに、ゲノムワイドな網羅的解析（ChIP-seq や RNA-seq）、
公共データベースを利用した Bioinformatics 解析も行う。 
 
４．研究成果 
転写コアクチベーターTAZ/YAP は、Hippo 経路の実行因子として機能し、転写因子 TEADs と結合
して転写制御に関わることを示した。この数年で TAZ/YAP の多彩な機能（幹細胞の多能性維持
や分化制御・器官形成・臓器サイズ調節・腫瘍形成）が解明されつつあるが、TGF-βが Smad3
を介した細胞内シグナル伝達を行うことを明らかにした。また EMT を誘導する最も強力な因子
であり癌細胞の浸潤・転移能を亢進させることを提示した。さらに TGF-βは細胞外基質やプロ
テアーゼの産生を通じて肺リモデリングや癌間質の形成に関与する可能性を示した。 
YAP をマウス胎仔肺上皮で欠損させると branching morphogenesis が阻害され、気管支上皮細
胞で YAP を欠損させると細胞分化異常を来たす。TAZ や Smad3 の欠損マウスや、TGF-βの II 型
受容体の肺上皮組織での欠損は肺気腫を呈し、TGF-β2 及び TGF-β3 の欠損マウスも気管支や
肺胞の形態異常を示すことを示した。Hippo-TAZ/YAP 経路は肺の器官形成において必須であり、
Hippo-TAZ/YAP 経路と TGF-βの密接な相互作用を示した。両者は呼吸器疾患の病態（肺リモデ
リング・肺癌）を規定する重要な調節機構であるが、その相互作用が肺細胞（気管支上皮細胞・
II 型肺胞上皮細胞・肺線維芽細胞）や肺癌細胞に対して与える影響を統合的に検証した。 
本研究では Hippo-TAZ/YAP 経路と TGF-βシグナルの相互作用を、mechanical stress 及び
mechanotransduction という観点から解析し、難治性呼吸器疾患や肺癌の病態理解の新しい枠
組みを提案した。 
本研究では、発生工学的手法を応用し、疾患発症機序を明らかにし治療標的を探索した。難治
性呼吸器系疾患に対する治療薬剤の開発は目下、困難を極めている。最新アプローチを駆使し
た本プロジェクトは、文字通り「ベンチからベッドへ」という橋渡し的役割を果たすものであ
り、その成果は、薬剤開発のプロセスを短縮し、実用化に大きく寄与することが予想される。
また、難治性呼吸器系疾患に対する治療薬の開発は、社会医学的にも医療福祉・医療経済的に
も莫大な貢献をなすことが予想される。 
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