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研究成果の概要（和文）：リゾホスファチジン酸受容体の１つであるLPAR3の遺伝子欠損マウス（LPAR3-/-）
は、野生型（WT）に比べて、慢性閉塞性肺疾患（COPD）の特徴の一つである肺コンプライアンスの上昇を認め
た。また、LPAR3-/-より回収した気管支肺胞前駆細胞のオルガノイド形成能は、WTマウスに比べて有意に低かっ
た。一方で、オルガノイド形成の後に評価したI型、II型肺胞上皮細胞への分化能は、LPAR3-/-、WTいずれもほ
ぼ同等であった。このことから、LPAR3-/-の気管支肺胞前駆細胞は、WTマウスに比べてステムネス、特に自己複
製能を喪失していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In LPAR3-deficient mice, lung compliance, a feature commonly associated with
 COPD, was significantly increased compared to wild-type mice. In addition, the number of spheroid 
colony derived from bronchioalveolar progenitor cells (BASCs) in LPAR3-/- mice was a third less than
 that in WT mice. Also, the spheroid colonies derived from BASCs in LPAR3-/- mice possessed almost 
same ability to those in WT mice in terms of differentiating into type I and II alveolar cells. 
These results suggest that BASCs in LPAR3-/- mice, which showed COPD-like phenotype, had a 
propensity to lose their stemness, especially self-renewing capacity, compared those collected from 
WT mice.

研究分野： 呼吸器病態学

キーワード： リゾホスファチジン酸　慢性閉塞性肺疾患　加齢　細胞老化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、脂質メディエーターの一種であるリゾホスファチジン酸によるシグナル、特にLPAR3を介したシ
グナルが、肺の組織幹細胞（気管支肺胞前駆細胞）を細胞老化から保護し、ステムネスを維持していることが示
唆された。この結果は、リゾホスファチジン酸による肺の恒常性維持という新しい概念を提唱するものであり、
その学術的意義は大きいと思われる。また、現在明確な治療法がない慢性閉塞性肺疾患（COPD）の新たな治療法
の突破口となりうる点で、社会的意義も同様に大きいと思われる。

※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 

研究代表者は、これまでに骨髄間葉系幹細胞（Bone marrow-derived mesenchymal stem cells；
BMMSCs）に関する研究を遂行してきた。BMMSCs は、骨髄に存在し、骨芽細胞、脂肪細胞、
軟骨細胞への分化能を有する幹細胞として、再生医療の分野で注目されている幹細胞の一種で
ある。興味深いことに、脂質メディエーターの一種であるリゾホスファチジン酸
（Lysophosphatidic acid；LPA）のシグナル異常、特に、LPA 受容体のサブタイプ３（LPAR3）の
シグナルの遮断により、BMMSCs が細胞老化に陥り、自己複製能や分化能、いわゆる幹細胞性
（ステムネス）を喪失することを見出した。 
 
２．研究の目的 

慢性閉塞性肺疾患（COPD）は、肺胞壁の破壊に伴い、慢性咳嗽や労作時呼吸困難を呈する呼
吸器疾患である。加齢とともに発症率、ならびに重症度が上昇することが知られている。主な原
因は喫煙であり、タバコ煙に含まれる各種化学物質、ならびに酸化ストレスが原因であることが
知られている。研究代表者は、COPD の病態の背景には、加齢や喫煙による肺の組織幹細胞の枯
渇と、それに伴う肺の修復不全があり、その一端に LPAR3 シグナルの異常があると予想した。 

本研究では、LPAR3 欠損マウス（LPAR3-/-）を用いて、①COPD の病態 ②LPAR3 シグナル 
ならびに ③肺の組織幹細胞のステムネス との関連を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

a. 実験的肺気腫の誘導 
LPAR3-/-と野生型マウス（WT）へ、ブタ膵臓由来エラスターゼ（PPE）を体重 1kg あ

たり 1 mg 気道内投与した。PPE 投与から 3 週間後、深麻酔下によりマウスを安楽死し、
気管より空気を肺内へ注入し、肺を 25 cmH2O まで拡張させた。その後、5 cmH2O ずつ空
気を肺内より回収し、0 cmH2O まで容量を測定し、圧・容量曲線を描出し、肺コンプライ
アンスを評価した。 

b. 病理組織学的評価 
肺コンプライアンスを測定後の肺へ、4%パラホルムアルデヒド（PFA）を注入し、肺

を拡張させた。気管を結紮後に肺を摘出し、4%PFA へ 24 時間浸漬固定後、右肺からパラ
フィン切片を作成し、Hematoxylin-Eosin（H&E）染色を行った。ランダムに 30 視野を選
択し、400 um の直線と重ね、直線と肺胞壁の交点の数を測定し、以下の式で平均肺胞壁間
距離（Lm）を計算した。 

平均肺胞壁間距離（Lm）＝400 um／交点数 
c. 肺オルガノイドの作成 

①LPAR3-/-と WT をイソフルラン吸入による深麻酔下で胸腔を切開し、右心室より PBS
を 10 ml 注入し、肺内の血液を灌流した。0.2 M EGTA 加 PBS で BALF を 4 回回収した
後、4 U/ml エラスターゼ加 PBS を気管から注入し、気管を結紮し、肺を摘出した。37 ℃
で 5 分消化後、肺葉をメスとハサミで細切し、250 ug/ml の DNase I で処理し、10%FCS
加 DMEM で懸濁し、1,000 rpm で 10 分遠心し、細胞を沈殿させた。その後、0.17 M 塩
化アンモニウム液で赤血球を溶解した後、1,000 rpm で 10 分遠心し、肺組織由来の単
一細胞を得た。 

②①の方法で調整した単一細胞から、CD31-, CD45-, CD34+, Sca-1+の細胞群をセルソー
ターを用いて分取し、気管支肺胞前駆細胞（Bronchoalveolar stem cells; BASCs）とした。 

③①の方法で調整した単一細胞を 10%FCS 加 DMEM で懸濁し、プラスチックディッシ
ュで 37 ℃、5% CO2 で２４時間培養した。浮遊細胞を除去し、PBS でディッシュを２
回洗浄した後、接着細胞を回収し、肺間質細胞とした。 

④②の方法で回収した気管支肺胞前駆細胞 1.0 x 103 個と肺間質細胞 1.0 x 105 個を混合
し、growth factor-reduced Matrigel と 3D 培養用培地（10% FCS, 100 U/ml penicillin, 100 
ug/ml streptomycin, 10 uM SB431541 加 DMEM）を１：１で混合した培地（200 ul）に懸
濁した。24-well transwell の下層へ 3D 培養用培地 1 ml を添加した後、上層へ細胞懸濁
液を添加し、37 ℃、5% CO2 で１週間培養した。下層の培地は１日おきに交換した。 

⑤形成されたオルガノイドは、数を計測した後、サイトスピンによりスライドグラス上
へ塗抹した。風乾し、4% paraformaldehyde で固定した後、抗 AQP5 抗体、抗 SP-C 抗体
を用いて免疫染色を行い、それぞれ I 型肺胞上皮細胞、II 型肺胞上皮細胞への分化能を
評価した。 

 
４．研究成果 

a. 肺コンプライアンス 
LPAR3-/-は WT に比べて、有意な肺コンプライアンスの上昇が認められた（図１）。同様

に、病理組織学的に平均肺胞壁間距離（Lm）を測定したことろ、LPAR3-/-は WT に比べ



て、平均肺胞壁間距離の増大を認め、肺胞腔が顕著に拡張していることを確認した（図２）。 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

b. オルガノイド形成能の比較 
LPAR3-/-の気管支肺胞前駆細胞（BASCs）は、WT に比べ、オルガノイド形成能の低下を認めた
（図３）。一方で、形成されたオルガノイドを抗 AQP5、抗 SP-C 免疫染色を行ったところ、LPAR3-
/-由来のオルガノイドは、WT 由来のオルガノイドとほぼ同等の I 型肺胞上皮細胞、II 型肺胞上
皮細胞への分化能を有していた（図４）。 
 

  

図1 肺コンプライアンス（PPE投与3週間後）

LPAR3欠損マウス（LPAR3-/-）は野生型マウス（WT）に
比べて，有意な肺コンプライアンスの上昇を認めた。
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