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研究成果の概要（和文）：哺乳類の正常な胚発生のためには、適切な細胞運命決定とプログラムされた細胞老化
が重要である。肺発生時の上皮幹細胞・前駆細胞の分化におけるPtenの機能解析はこれまで詳細に検討されてい
ない。この研究では、これまでの研究結果と予備実験の結果に基づいて、肺上皮特異的Pten欠損マウスを用い、
肺上皮Ptenの機能を網羅的に解析した。上皮Ptenは、細胞運命決定の制御と紡錘体形成調節による「プログラム
された細胞老化」を制御していることを明らかにした。肺発生における細胞運命制御と形態形成分子機構を解析
することは、発生学一般における臓器形成のプログラムを解明することに寄与する。

研究成果の概要（英文）：Proper cell fate determination and programmed cellular senescence are 
important for normal mammalian embryonic development.Functional analysis of Pten in the 
differentiation of epithelial stem cells and progenitor cells during lung development has not been 
investigated in detail.Based on the results of previous studies and the results of preliminary 
experiments, this study comprehensively analyzed the function of lung epithelial Pten using lung 
epithelial-specific Pten-deficient mice.We found that epithelial Pten expression has a decisive role
 in lung development by two mechanisms: regulation of cell fate determination and regulation of "
programmed cellular senescence" by regulating mitotic spindle formation.Analyzing cell fate control 
and morphogenetic molecular mechanisms during development contributes to the elucidation of organ 
formation programs in embryology in general.

研究分野： 呼吸器基礎研究

キーワード： 肺発生　Pten　老化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
正常肺発生における上皮Ptenの役割を、「上皮細胞運命制御」と「プログラムされた細胞老化」という本質的な
視点から網羅的に解析し、普遍的な臓器形成の分子機構解明に資することを目的とした。本研究では、肺上皮特
異的Pten欠損マウスを用い、上皮Ptenが与える肺構成細胞の細胞運命制御と、肺形態形成に重要な「プログラム
された細胞老化」への影響を解析した。本研究の推進は、肺上皮細胞での分化方向決定と細胞老化のメカニズム
を解析するだけでなく、COPDやIPFをはじめとする多様な呼吸器リモデリング疾患の病態解明と治療薬開発に繋
がる臨床応用への研究展開も期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  哺乳類の正常な胚発生のためには、適切な細胞運命決定とプログラムされた細胞老化が重
要である。肺発生時の上皮幹細胞・前駆細胞の分化における Pten の機能解析の報告はない。一
方、「プログラムされた細胞老化」とは、細胞傷害やストレスに非依存性に、制御下に特定領域
の細胞老化が生じ、免疫細胞浸潤によって老化細胞が取り除かれ、正常胚発生過程において組織
リモデリングが生じるものである。申請者は、上皮での Pten 発現が、1.細胞運命決定の制御、
2.紡錘体形成を調節することによる「プログラムされた細胞老化」の制御の 2 つの機序により、
肺発生に決定的な役割を有すると考えた。これまでの研究実績と予備実験の結果を元に、本研究
は、 肺胞上皮特異的 Pten 欠損マウス（ShhGFPCrePten-/-マウス)とコントロールマウス
（ShhGFPCrePtenwt/wtマウス)を用い、肺上皮 Pten の機能を網羅的に解析する。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、正常肺発生における上皮 Pten の役割を、「上皮細胞運命制御」と「プログラム
された細胞老化」という本質的な視点から網羅的に解析し、普遍的な臓器形成の分子機構解明に
資することを目的とする。申請者らは、肺胞上皮細胞(AEC)での Pten 発現が、肺腺癌と肺線維症
の発症抑制に必須であることを報告した。最近、申請者は AEC 特異的 Pten 欠損マウスを用い、
AEC での Pten 発現が Notch シグナルを介し上皮細胞の分化方向制御に必須であることを明らか
にした。本研究では、肺胞上皮 Pten が与える肺構成細胞の細胞運命制御と、肺形態形成に重要
な「プログラムされた細胞老化」への影響を解析する。本研究の推進は、肺組織修復機構の理解
と肺リモデリング疾患の病態解明への貢献も期待される。 
 
３．研究の方法 

(1)肺発生における上皮細胞の分化方向制御機構の解析 

AEC特異的Pten欠損マウスとコントロールマウスの胎生肺組織を用いた上皮分化に関与する遺伝
子の発現を定量PCRとin situハイブリダイゼーションにより解析した。さらに、肺上皮分化を誘
導する因子の発現を定量PCRにより解析した。また、AEC1、AEC2、神経内分泌細胞、Club細胞、
線毛上皮細胞、杯細胞の発現時期を、E14.5、E16.5、E18.5の各発生段階におけるマウスの肺組
織を用いて免疫染色を行った。そして、出生後の生存曲線を調べた。 
 

  (2)間葉系細胞の増殖メカニズム関連分子動態 

線維芽細胞成長因子9（Fgf9）が間葉系細胞の増殖に重要であることがマウスの不活化研究によ
り実証されている。マウス胎児における増殖シグナル伝達関連分子の発現動態をRNAレベルにて
定量、及び肺組織の免疫染色を行った。増殖能について、Ki67陽性細胞数を比較検討した。さら
に、アポトーシスシグナルについてTUNEL染色にて評価を行った。 
 

(3)間葉系細胞の分化メカニズム関連分子動態 

マウス胎児における間葉系細胞マーカーの発現動態を定量RT-PCRおよび免疫染色にて解析した。
さらに、間葉系細胞の分化誘導因子の発現動態を定量RT-PCRにて解析した。 
 

(4)肺発生細胞分裂時の紡錘体形成機構の解析 

紡錘体と紡錘極形成への影響について、マウスからの単離肺上
皮とPTEN siRNA導入BEAS2B細胞を用いてα-tubulinとγ-
tubulinの二重免疫染色を行い、共焦点顕微鏡にて解析した。さ
らに、RNAシークエンスにより確認された遺伝子群と細胞分裂中
期における紡錘体チェックポイント遺伝子の発現動態をmRNA発
現およびタンパク質発現にて定量した。そして、細胞老化マーカ
ーであるsenescence associated β-galactosidase (SA-β-
gal)染色、p21、p16、p15発現を免疫染色にて確認した。 
 
４．研究成果 
 ShhGFPCrePten-/-マウスと ShhGFPCrePtenwt/wt マウス肺(E18.5)
を用いた電子顕微鏡解析により、ShhGFPCrePten-/-マウスは、AEC2
がみられず、未分化の肺胞前駆細胞、Club 細胞、杯細胞の過形
成がみられた（図 1）。さらに、FACS にて肺上皮細胞のみ単離
し、RNA シークエンス、定量 PCR 解析を行ったところ、
ShhGFPCrePten-/-マウスの神経内分泌細胞、Club 細胞の発現上昇
を確認した。実際、免疫染色においても神経内分泌細胞、Club 細胞の発現上昇を確認している。
よって、肺上皮特異的 Pten 欠損マウスの肺は、各種上皮細胞形成のバランスが悪く、肺胞およ
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び気管支上皮細胞の形成障害が起きていることが示唆された。さらに、ShhGFPCrePten-/-マウス
の単離肺上皮細胞とヒト肺上皮細胞株 BEAS2B 細胞への Pten siRNA を用いたノックダウンにお
いても、紡錘体形成不全と細胞老化を確認した。 
以上より、上皮での Pten 発現が、1.細胞運命決定の制御、2.紡錘体形成を調節することによる

「プログラムされた細胞老化」の制御、の 2つの機序により、肺発生に決定的な役割を有すると
考えられる。 
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