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研究成果の概要（和文）：本研究は出生後の新生児期に肺胞がNotchシグナルを介して成熟するメカニズムの解
明を目的としている。申請者はNotch2遺伝子を欠損した肺胞上皮細胞の解析により、Notchシグナルが生後の肺
胞成熟に重要であり、特にII型肺胞上皮(AT2)細胞がNotch活性化細胞であることを発見した。Notchシグナルは
組織幹細胞であるAT2細胞の増殖と分化を制御することで上皮の組織拡大を促していた。またNotchの標的遺伝子
としてPDGF-Aを同定し、肺胞中隔を作る筋繊維芽細胞の増殖に必要であることを示した。肺胞オルガノイド培養
技術を確立し、Notch欠損表現型をin vitroで再現することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated alveolar epithelial Notch signaling deletion 
mice, which show the emphysema phenotype with within 2 weeks after birth, to elucidate the mechanism
 of alveolar maturation through Notch signaling during neonatal period. We discovered that Notch 
signaling is important for postnatal alveolar tissue maturation and in particular type II alveolar 
epithelium (AT 2) cells are Notch activated cells, indicating that the Notch signaling promoted 
epithelial tissue expansion by controlling the proliferation and differentiation of AT2 cells as the
 tissue stem cell. We also identified PDGF-A as a target gene for Notch and showed that it is 
necessary for the proliferation of myofibroblasts that make alveolar septa. We also established an 
alveolar organoid culture technique and succeeded in reproducing the Notch deficient phenotype in 
vitro.

研究分野：発生遺伝学

キーワード： 肺胞　Notchシグナル　オルガノイド
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１．研究開始当初の背景 
	 肺胞の形成は胎児発生の後期に始まる。出
生前には最低限必要な I, II 型肺胞上皮細胞
と間充織細胞を配備するだけで、本格的な肺
胞の拡大、成熟化は出生直後に行われる。健
全な小児の肺胞では、吸気で膨らんだ肺胞空
間で上皮細胞が増殖、分化するとともに、間
充織から肺胞中隔がせり上がり肺胞面積を
拡大させる。本研究計画では、肺胞上皮細胞
の増加、マーカー遺伝子発現増加、肺胞中隔
の形成を“生後の肺胞成熟”と定義する。	 申
請者はこれまで呼吸器の発生生物学を細胞、
分子レベルで研究してきた。特に細胞間の情
報伝達経路である Notch シグナルの肺発生、
および生後の肺機能における役割の研究に
おいて業績を上げている。申請者は最近、
Notch2 シグナルが生後の肺胞成熟に重要な
役割を果たすことを発見した。肺上皮細胞選
択的な Notch2ノックアウト(以下、N2-cKO)
マウスが、生後すぐに肺胞形成異常を起こし
て BPD 様の表現型を示す（図１）。N2-cKO
は生後３日目頃から肺胞形成の遅延が見ら
れ、２ヶ月齢になるころには肺気腫様の組織
像を示すようになる。成獣マウス肺の生理機
能解析でも、N2-cKOマウスが肺の機械的機
能を損ねていることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では生まれる”ことがきっかけとなる
II型肺胞上皮細胞の増殖制御、成熟化制御の
分子メカニズムの解明を試みる。具体的には、
II型肺胞上皮細胞を単離する技術を利用して、
Notch2 シグナルを失った肺胞上皮細胞の挙
動と転写ネットワークを解析する。II型上皮
細胞の増殖／成熟の理解のため、in vitro で
の II 型肺胞上皮細胞の培養と肺胞オルガノ
イド培養の開発に取り組む。 
 

３．研究の方法 
N2-cKO マウスの肺気腫表現型を免疫組織化
学、および qRT-PCR 法で詳細に解析し、Notch2
遺伝子の肺胞形成における役割を解析する。
N2-cKO マウスから II 型肺胞上皮細胞を単離
し、３次元培養により in	vitro で増殖と分
化を促す。特に肺胞オルガノイドの作成と観
察手法の確立を行う。Notch2 欠損の表現型を
in	vitroの細胞レベルで確認したのちに、ト
ランスクリプトーム解析を行うことで、出生
直後に Notch2 の下流で発現変動を示す遺伝
子を探索する。	
	
	
４．研究成果	
先行研究で発見した N2-cKO マウスの肺胞に
おける表現型の詳細な解析を行った。Notch2
シグナルは生後の肺胞成熟に重要な役割を
果たし、シグナルを失った N2-cKO マウスは
成体で肺気腫になる。免疫組織化学解析と
qRT—PCR 解析により、Notch2 シグナルが II
型肺胞上皮細胞で活性化し、細胞自律的な増
殖と成熟化を制御していることがわかった。
さらに、Notch 下流遺伝子の探索から、PDGD-A
の発現が減少していることがわかった。肺胞
間充織組織の筋繊維芽細胞は PDGF シグナル
を受け取って増殖、変形して肺胞中隔形成に
貢献するが、N2-cKO では筋繊維芽細胞の増殖
は減少し、肺胞中隔の形成に異常が出ている
ことを突き止めた。すなわち、Notch2 シグナ
ルは肺胞の上皮と間充織の両方を制御する
ことで生後の肺胞形成を促している（Tsao	et	
al.,	2016）。	
次に、肺胞細胞の３次元培養による肺胞オル
ガノイドの形成に挑戦した。マウス肺から II
型肺胞上皮細胞を単離し、肺胞間充織細胞と
混ぜてマトリゲル中で３次元培養を行なっ
た。肺胞上皮の組織幹細胞である II 型肺胞
上皮細胞は、３次元培養下で増殖すると、上
皮 構 造 を 保 っ た ま ま 中 空 の 球
体 ”alveolosphere” を 形 成 す る 。
Alveolosphere は肺胞オルガノイドと考えら
れており、II 型肺胞上皮細胞だけではなく、
II 型から分化した I型も多く含まれる。すな
わち、alveolosphere の実験系では肺胞上皮
細胞の増殖と分化を in	vitroで再現できる。
すでに II 型肺胞上皮細胞の単離法を確立し
ていた京都大学呼吸器内科に出張し、同技法
を習得した。我々の研究室で、野生型マウス
肺から II 型肺胞上皮細胞を単離した。II 型
肺胞上皮細胞の培養には肺間充織細胞を加
える必要があったため、肺組織を消化し、上
皮、血管、血球を取り除いた細胞集団を回収
した。II 型肺胞上皮細胞と肺間充織細胞を
１：１で混合し、マトリゲルに埋め込んで１
０−１４日間培養を行った。マトリゲル中に
alveolosphere を検出した。組織切片の観察
から中空状の組織構造と、I型、II 型肺胞上
皮細胞を検出することに成功した（図２）。
次に N2-cKO マウス肺から II 型肺胞上皮細胞	
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を 単 離し、同培養を行ったところ、
alveolosphere がほとんど形成されなかった。
NotchシグナルはII型肺胞上皮細胞の増殖維
持に必要であることがわかった。さらに野生
型マウスから作った alveolosphere を作成す
る過程で Notch シグナル阻害剤を添加して培
養すると、驚いたことに II 型肺胞上皮細胞
の増殖と Alveolosphere 形成が無事に観察さ
れた。これらの結果から、Notch シグナルは
発生過程で II 型肺胞上皮細胞に十分な幹細
胞能を与えることに必要で、II 型肺胞上皮細
胞が確立した後は必要無いと考えられる。今
後は N2-cKO 及び野生型マウス肺から単離し
た II 型肺胞上皮細胞から mRNA を単離してそ
れぞれマイクロアレイにかけ、同細胞内のト
ランスクリプトーム解析を行う。その結果か
ら呼吸を始めた肺で起こる幹細胞の成熟が
何のトリガーで始まり、Notch シグナルを活
性化し、幹細胞能の獲得に至るのかを調べて
いきたい。	
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