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研究成果の概要（和文）：ABCA3蛋白は，2型肺胞上皮細胞に発現し，肺胞恒常性の維持に重要である．我々はヒ
ト肺より肺胞上皮前駆細胞(AEPCs)を分離・培養する方法を開発した．本研究の目的は，ABCA3変異を持つ肺から
分離したAEPCsを用いてABCA3変異によるAT2機能障害のメカニズムを明らかすることである．ABCA3mt/mt-AEPCs
とABCA3wt/wt-AEPCsの分化後の肺胞上皮様細胞を遺伝子発現比較したところ，変異型では野生型に比較して，細
胞極性や上皮細胞恒常性維持に関与する遺伝子の発現が低下していた．一方，WNT signalingなどの肺発生に関
与する遺伝子の発現が上昇していた．

研究成果の概要（英文）：Patients with homozygous or compound heterozygous mutations in ABCA3 gene 
cause severe lung diseases in infants and children. We isolated an alveolar epithelial progenitor 
cells (AEPCs) from human lungs. In the present study, we isolated AEPCs from 2 patients without 
ABCA3 mutations and from 2 patients with different ABCA3 mutations and analyzed the differentially 
expressed genes of the two groups.
We evaluated the differentially expressed genes of AT2 derived from ABCA3-wt- and ABCA3-mt-AEPCs. 
Changes of cell polarity and epithelial barrier function, development associated genes in AT2 with 
ABCA3 mutation might be involved in the disease development.

研究分野：小児呼吸器

キーワード： 肺胞上皮細胞　遺伝性間質性肺炎　ABCA3　肺胞上皮前駆細胞　肺胞傷害　肺胞修復　肺線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は，ABCA3変異によって起こっていると考えられる肺胞上皮細胞(AT2) 機能障害を，AT2 の前駆細
胞AEPCsを用いて再現したところである．本研究の成果を用い，ABCA3変異によって生じるAT2機能障害をターゲ
ットとして，AT2 の機能を改善するという新規視点による治療薬開発を目指すことができる．また，ABCA3 は肺
ではAT2 に特異的な遺伝子であるため，ABCA3変異の解析はAT2傷害による難治性肺疾患のメカニズム解明につな
がる可能性がある．

※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 

肺胞上皮は1 型肺胞上皮細胞(AT1) と 2 型肺胞上皮細胞(AT2)で構成されている．

AT2 はsurfactant を産生し，AT1 傷害時には前駆細胞として肺胞の恒常性を維持する．AT2 が

傷害されると，肺胞上皮前駆/幹細胞が新たに分化して肺胞が修復されるが，間質性肺炎などの

難治性肺疾患においてはこの修復過程が破綻していると考えられている(Eur Respir Rev 21: 152–

160 ， 2012)．ATP-binding cassette (ABC) A3 蛋白は，AT2のラメラ体限界膜上に発現し，

surfactant輸送・代謝，肺胞恒常性の維持に重要な役割を担っている．ABCA3は脂質トランスポ

ーターとしてsurfactantを構成するリン脂質をラメラ体に輸送する．また，ABCA3 はラメラ体

そのものの形成にも関与する．ラメラ体内ではsurfactantを構成するsurfactant protein (SP)が前駆

体から成熟体にプロセシングされ，輸送されたリン脂質とともにsurfactant lipoproteinとして肺

胞腔内に分泌される．このようにABCA3 は肺胞形成および恒常性の維持にとって不可欠な蛋

白であることから，種々のABCA3 遺伝子変異が，新生児期の致死的肺傷害や小児期の間質性

肺炎の原因となることが報告されている．Surfactant 分泌不全による肺胞虚脱や，SP 前駆体の

プロセシング障害によって集積した異常SP によるAT2 の小胞体ストレスが病因とされている

が，ヒトABCA3 変異AT2 における機能解析は進んでいない．これは，AT2の分離・培養が技

術的に難しいことが一因である．また，兄弟例で同様の変異を有している場合でも，発症時期

や症状が異なる場合があることから，疾患発症には遺伝子変異に加え，種々のエピジェネティ

ック因子が関与する可能性も示唆される． 

我々は，ヒト肺より肺胞上皮前駆細胞 (alveolarepithelial progenitor cells; AEPCs) を分

離・培養する方法を開発した (Lab Invest 2011, 91:363-78)．AEPCs は2 型肺胞上皮細胞特異的

蛋白であるproSP-C と、間葉系マーカーであるCD90 を同時に発現し，自己複製能とともに，

ラメラ体を有するAT2 への分化能を持つ．我々はこれまでに，AEPCs から分化誘導したAT2 

の網羅的遺伝子発現解析や，慢性閉塞性肺疾患患者肺由来AEPCs における遺伝子発現解析 

(Respir Investig 2012, 50:110-16)を行ってきた．今回，我々はABCA3 遺伝子exon21 および

exon25 に複合ヘテロ接合体変異を有する8 歳男児(EurJ Pediatr 2013, 172:953-57)の生体肺移植

時の摘出肺からAEPCs を分離・培養した．このAEPCsの遺伝子変異解析を行ったところ，この

AEPCs ではもとの肺が有していたABCA3 変異と同様の変異を有していることが明らかになっ

た(ABCA3mt/mt-AEPCs)．一方，肺機能正常でABCA3 変異を有していない10 代気胸患者から

摘出した肺検体から分離・培養したAEPCs では変異を認めなかった(ABCA3wt/wt-AEPCs)．い

ずれのAEPCsでもflow cytometry による解析で，AEPCs に特異的なCD90 およびproSP-Cを同時

に発現していたが，発現パターンは異なっていた(図4)．またABCA3wt/wt-AEPCs から分化誘導

によって作成したAT2 (ABCA3wt/wt-AEPCs-AT2)は円錐状のAT2 様形態を示し，層状構造をも

つラメラ体を形成していたが，ABCA3mt/mt-AEPCs から分化誘導によって作成した

ABCA3mt/mt-AEPCs-AT2 は，紡錘状の間葉系細胞様の形態を示し層状構造のない異常なラメ

ラ体を形成していた． 

２．研究の目的 



本研究では，ABCA3mt/m-AEPCs を用いてABCA3 変異によるAT2機能障害のメカニ

ズムを明らかにし，機能障害の改善のための薬剤を探索することを目的とする． 

 

３．研究の方法 

1．Surfactant合成/分泌能の解析 

ABCA3wt/wt-AEPCsおよびABCA3mt/mt-AEPCsを用い，AEPCsからAT2への分化誘導を行った． 

分化誘導開始5日後に細胞を回収して蛋白を抽出し，western blotting法およびELISA法を用い

て，proSP-Cとmature SP-Cの割合について解析を試みた．Western blotting法では，proSP-Cおよ

びmature SP-Cを検出することが出来なかった．  

2．SP-C発現細胞のソーティング 

細胞内蛋白であるSP-C発現細胞をFACSでソーティングし，遺伝子発現を検出するシステムを

構築した．このシステムを用いることで，ABCA3wt/wt-AEPCsおよびABCA3mt/mt-AEPCs由来

AT2の遺伝子発現比較を行うことが可能となった． 

3．新たなABCA3変異AEPCsの樹立 

研究期間中にABCA3変異を有する遺伝性間質性肺炎症例の肺移植が行われた．このため，ドナ

ー肺から過去の報告と同様の方法で新たなABCA3mt/mt-AEPCsを樹立した． 

4．ABCA3mt/mt-AEPCsとABCA3wt/wt-AEPCsの分化前後での遺伝子発現比較 

上記によって集積した ABCA3mt/mt-AEPCs2例，ABCA3wt/wt-AEPCs2例をそれぞれ分化誘導し，

分化前後での遺伝子発現を microarrayを用いて比較した． 

 

４．研究成果 

1．培養上清中のproSP-Cを検出するELISAでは，ABCA3mt/mt-AEPCs由来AT2でABCA3wt/wt-

AEPCs由来AT2より優位に高いproSP-Cを検出した．これはABCA3mt/mt-AEPCs由来AT2におけ

るラメラ体内proSP-Cプロセッシングの低下を示唆している可能性がある． 

2．SP-C発現細胞のソーティングはこれまで報告されてこなかった方法であり，この方法を用

いることで，これまで不可能であった２型肺胞上皮細胞特異的蛋白(proSP-C)を用いた純度の高

い2型肺胞上皮細胞および2型肺胞上皮様細胞（AEPCからの分化誘導）の単離および遺伝子解

析が可能になった． 

３．ABCA3mt/mt-AEPCsとABCA3wt/wt-AEPCsの分化前後での遺伝子発現比較を行った．分化

後では，変異型，野生型ともに，分化前に比してThy-1やVimentinをはじめとした間葉系幹細胞

マーカーが低下しており，間葉系細胞から上皮への分化誘導が進んだことが示唆された．ま

た．分化後の肺胞上皮様細胞を比較したところ，変異型では野生型に比較して，細胞極性や上

皮細胞恒常性維持に関与する遺伝子の発現が低下しており，一方，WNT signalingなどの肺発生

に関与する遺伝子の発現が上昇していることが明らかになった． 
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間質性肺炎に対し，脳死肺移植を施行した1歳女児例
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