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研究成果の概要（和文）：気道上皮の組織幹細胞ーニッチ複合領域”NEB”の形成原理と、維持のための分子制
御機構の解明に取り組んだ。NEBの主要構成細胞であるNE細胞の胎児期１細胞解析、ex vivo器官培養を組み合わ
せNEB形成に必須なNE細胞の遊走能の分子機構の解析を行った。結果、Robo-Slitシグナル経路はNE細胞の移動に
必須だが、既報と異なり反発的細胞移動による制御に関わっていた。Eph-Ephirinシグナル経路は、NE細胞の分
岐点で停止に必要であることが示唆された。Trpc4チャネルは、NE細胞の正確な停止機構に関わることが示唆さ
れた。ヒトNE細胞研究のためヒトiPSCから呼吸器上皮前駆細胞を誘導した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the principle of development of the tissue stem cell-niche 
complex "NEB" in the fetal airway epithelium. Using single cell RNA sequencing and ex vivo organ 
culture experiments, we attempted to elucidate the regulatory mechanism of NE cell migration that is
 essential for NEB formation. The results showed that the Robo-Slit signaling pathway is essential 
for NE cell migration via its cell repulsive function. Eph-Ephirin was found to be involved in 
regulation by repulsive cell migration. Trpc4 channels were also suggested to be involved in the 
precise mechanism of NE cell arrest. Furthermore, we induced respiratory epithelial progenitor cells
 from human iPSCs for human NE cell studies.

研究分野： 呼吸器細胞生物学、発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
呼吸器は常に外気に触れている臓器であるため、損傷と再生を繰り返している。気道上皮の幹細胞生物学の中で
も、本研究課題で扱うNEBは最初に同定された呼吸器上皮の幹細胞であり、これまで多くの研究者がその実態解
明に取り組んできた。その後、基底細胞、BASCsやLNEPなど新しい幹細胞が発見されていく中で、今でもNEBは謎
が多い。本研究の成果により、NEBの維持にROBO-Slit, Eph-Ephirin, Trpc4が重要な役割を果たしていることが
示唆され、また、その分子機構についても考察がなされた。将来的には小細胞肺がん細胞とそのがん組織環境の
分子実態解明、さらに新薬開発へと発展することができる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺の生物学分野では NEB の多機能性が知られている。NEB は酸素濃度センサーとして機能してい
ると考えられ、また気道が損傷を受けた時は組織修復に働く組織幹細胞のための幹細胞ニッチ
になることがよく研究されている。最近では過剰免疫反応を抑制する働きが報告されるなど、多
機能な細胞種であることが報告されている(図１)。一方で、健常であった NE 細胞のゲノム中で、
p53, RB, PTEN 遺伝子に変異が入ることが小細胞肺がん細胞の起源になることがマウスの実験
で証明されている。小細胞肺がんは転移能（走化性を反映）が高く予後が悪いことで知られる。 
研究代表は、これまでの NEB 形成過程の研究により NE細胞が隣接する細胞の Notch シグナルを
活性化し、NE 細胞自身の数を調整していることを発見した。そして最近、独自の臓器培養技術
と多光子顕微鏡による撮影技法の開発によって発生中の上皮細胞のライブイメージングに成功
し、NE 細胞が直線的に遊走しながら気管支分岐点に集積する様子を観察して報告した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
NE 細胞の解析を中心とした幹細胞-ニッチ複合領域の分子制御を解明し、ヒト iPS 細胞を用いた
再構成的理解に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
⑴ 走化性の制御因子について、１細胞転写解析で候補遺伝子を探索すると主に、単離細胞の培
養系を使って検証する。 
⑵ 制御因子の作用について、器官培養系と遺伝子改変マウスを使って解析する。 
⑶ ヒト iPS 細胞から NE細胞を分化誘導し、ヒト NEB の in vitro 再構成を行う。 
 
４．研究成果 
⑴ 胎児期の NE 細胞の遊走性を制御する分子を同定するため、マウス胚 E14.5 および E18.5 の
NE 細胞を単離し、10xGenomicsChromium を使った１細胞転写解析を行った（図３）。また、NE
細胞の移動様式や細胞生物学的な特性を解析するため、胎児肺から NE細胞を単離し、培養する
実験系の開発に取り組んだ。いくつかの培養皿表面コートを試した結果、ラミニンコートに よ
って NE細胞が張り付くことがわかり、培養条件を確立できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑵ 上記解析で同定された候補因子について、器官培養と阻害剤を使った実験、および関連遺伝
子の変異マウスの解析から、特に Robo-Slit シグナル経路、Eph-Ephirin シグナル経路、Trpc4
チャネルに着目した解析に取り組んだ。Robo-Slit シグナル経路は NE細胞の移動に必須である
こと示されたが、既報と異なり反発的細胞移動による制御に関わっていることがわかった（図
４）。Eph-Ephirin シグナル経路は、NE細胞の分岐点で停止するのに必要なシグナルであること
が示唆された。また Trpc4 チャネルは、NE 細胞の正確な停止機構に関わることが示唆された。 
 

図１ 気管支分岐点に局在する NE 細胞と
そのクラスターNEB 

図２ 発生中の気管支上皮（灰色）で移動する NE 細胞
（白）。分岐点（矢印）に向かって個々の NE 細胞（矢頭）が
自ら歩いて移動する様子のライブイメージング 

図３ NE 細胞を抽出して行なったクラスター解
析。（左）各ステージでトランスクリプトームを
示した。（中）NE 細胞のマーカーとして知られ
る遺伝子は常に発現しているが、（右）E14.5
に固有の発現を示す遺伝子も見出された。 



 
⑶ 研究成果をヒト呼吸器の幹細胞–ニッチの理解に役立てるため、NEB をヒト iPS 細胞から分
化誘導によって再構成する研究に挑んだ。研究協力者の後藤慎平博士（京都大学医学部）の指
導を受けて、iPS 細胞から内胚葉細胞の誘導、腹側前腸の誘導、そして呼吸器上皮前駆細胞の
誘導まで行うことができた。 
 
 
 
 
 

図４ Slit3 の NE 細胞クラスター形成に与える影響 
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