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研究成果の概要（和文）：喫煙関連肺疾患におけるII型肺胞上皮(AT2)内分子の意義を、組織幹細胞ニッチを制
御する細胞老化/細胞移動調節機構という独創的な観点から解明し、両疾患に対する治療戦略を創出することが
本研究の目的である。AT2特異的Pten欠損マウスを新規に作製した。AT2特異的Pten欠損マウスは高齢期に肺気腫
を自然発症した。RNAシーケンス解析の結果、単離AT2と単離肺間葉細胞で細胞相互作用が破綻していた。AT2で
のPten欠損は、細胞老化を加速させ、不良ミトコンドリア蓄積をきたした。以上の結果から、AT2でのPtenは細
胞老化とミトコンドリア機能を制御し肺気腫発症抑制に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of Pten, a tumor suppressor, in alveolar type 2 
(AT2). AT2-specific Pten null mice spontaneously developed age-related emphysema. AT2-specific Pten 
null mice showed decreased numbers of AT2 and increased numbers of lung mesenchymal cells (LMSc) 8 
weeks after tamoxifen treatment. RNA sequencing of isolated AT2 and LMSc identified the perturbation
 of epithelial-mesenchymal interaction signaling. Deletion of Pten in AT2 increased the number of 
senescent AT2. Lung epithelial cell-specific Pten deficiency provoked accumulation of dysmorphic and
 dysfunctional mitochondria with increased reactive oxygen species production. Moreover, lung 
epithelial cell-specific Pten deletion induced excessive senescence-associated secretory phenotype. 
Our results highlight that Pten in AT2 has an essential role in controlling age-related emphysema by
 regulating cellular senescence and epithelial-mesenchymal and mitochondrial homeostasis.

研究分野：呼吸器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性閉塞性肺疾患と特発性肺線維症は原因不明の線維性疾患であり、進行性の呼吸不全を来す。両疾患ともに有
効な薬物療法がない。本研究は、組織幹細胞ニッチの恒常性を制御する分子メカニズムを解明するもので、難治
性呼吸器疾患の病態機構の理解と新規治療法を樹立する上で極めて重要である。組織幹細胞ニッチ破綻に着目し
た慢性閉塞性肺疾患と特発性肺線維症の病態解明は新規のアイデアである。慢性閉塞性肺疾患と特発性肺線維症
の病態解析と新規治療法の樹立を目指す本研究の達成は呼吸器医療に計り知れない貢献をもたらす。組織幹細胞
ニッチ機構の理解は、多臓器のリモデリング疾患や発癌機構の理解を飛躍的に前進させる。

※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 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)は、末梢気道病変と肺気腫病変が混在し、進行性の気流制限を来す。
特発性肺線維症(IPF)は原因不明の線維性疾患であり、進行性の呼吸不全を来す。両疾患のほと
んどが 60 歳以降の喫煙者に発症するが、有効な薬物療法がなく、禁煙後も肺構築破壊が進行す
る。肺胞上皮細胞の細胞傷害に対する脆弱性と修復不全が COPD と IPF の発症・進展機構に重要
な役割を担うが、その分子機構は不明である。老化に伴う生物学的特徴の中で、不可逆的細胞増
殖停止と老化関連分泌形質(SASP)で定義される細胞老化が COPD と IPF の 2 型肺胞上皮(AT2)で
高頻度にみられる。最近、肺胞領域での組織幹細胞である AT2 を支持する肺胞間葉ニッチ細胞
(mesenchymal alveolar niche cell: MANC)と、筋線維芽細胞の前駆細胞(Axin2+ myofibrogenic 
progenitor: AMP)が同定された(Cell 2017)。AT2 と MANC は互いに近接する適切な空間配置と適
切なクロストークにより組織幹細胞ニッチとして初めて機能する。恒常性における組織幹細胞
ニッチの重要性は広く認識されながら、その制御機構は未解明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、COPD と IPF における AT2 内分子の意義を、組織幹細胞ニッチを制御する細
胞老化/細胞移動調節機構という新しい観点から解明し、両疾患に対する有効な治療戦略を創出
することである。AT2 特異的 Pten/RhoA/Ror2 欠損マウスと AT2/MANC/AMP 標識マウスを用い、AT2
内の細胞老化/細胞移動シグナル不全が与える組織幹細胞ニッチ恒常性への影響を解析する。次
に、同マウスで肺気腫と肺線維症疾患モデルを作製し、組織幹細胞ニッチ恒常性破綻が与える影
響を解析する。COPD/IPF 組織を用い AT2 内分子発現と COPD/IPF の重症度との関連を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) AT2 特異的 RhoA/Ror2/Pten 欠損マウス作製による肺気腫、肺線維症自然発症の解析  
 SftpcCreERT2マウスに RhoAfloxマウスまたは Ror2floxマウスまたは Ptenfloxマウスを交配する。8
週齢より週 3回タモキシフェン(TMX, 1mg/50μl)を腹腔内投与し、AT2 特異的に RhoA/Ror2/Pten
を欠損するマウスを作製する。各遺伝子の欠失効率を単離 AT2(CD31 neg CD45neg EPCAM pos)の
deletion PCR で確認する。 
 16 週齢と 30週齢の各遺伝子欠損マウスを用い、肺気腫自然発症の有無を肺組織 HE 染色(平均
肺胞径(MLE)と断片指数(DI))で、肺線維症自然発症の有無を M-T 染色、肺組織中コラーゲン値測
定で解析する。 
(2) AT2特異的RhoA/Ror2/Pten欠損によるAT2/肺間葉細胞のセクレトーム:レセプトームの変化 
 上記実験(1)のマウス肺組織を用い、AT2 と肺間葉細胞を FACS でソーティングする。各遺伝子
型マウスの単離 AT2 と単離肺間葉細胞について RNA シークエンシング(RNA-seq)にて網羅的に解
析する。AT2 のニッチサポートに重要なリガンドである Fdf7 と IL6 と Bmp の発現変化を解析す
る。 
(3) AT2特異的RhoA/Ror2/Pten欠損マウスの細胞老化/マイトファジー解析 
上記実験(1)のAT2特異的RhoA/Ror2欠損マウス各々の16週齢と30週齢の肺組織を用い、老化細胞
をβ-ガラクトシダーゼ活性染色(SA-β-GAL)で評価する。ミトコンドリア形態異常を電子顕微
鏡で、ミトコンドリア機能を細胞外フラックスアナライザーで各々解析する。SASPについて、
気管支肺胞洗浄液(BALF)の総細胞数と細胞分類、肺組織でのF4/80とIL6発現、単離AT2の核内
NFκB/RELA, IL17, MIF, IL15のmRNAにて評価する。AT2内のマイトファジーをLC3, ATP 
synthase, p62発現で, シグナル分子動態をp27, p53, PINK1発現で評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 細気管支肺胞上皮特異的 Pten 欠損マウス(SPCrtTA/tetOCre/Ptenflox マウス)の解析 
若年期(16 週齢)において、Pten 欠損マウス肺はコントロールマウス肺と同等の形態であった。
一方、高齢期(1歳齢)では、Pten 欠損マウスは肺胞腔の拡大と肺胞壁の断裂が生じ、肺気腫を自
然発症していた。高齢の Pten 欠損マウスの気管支肺胞洗浄液ではマクロファージが有意に増加
していた。肺上皮における Pten 欠損の肺自然炎症について解析した結果、興味深いことに、高
齢マウスの単離 2型肺胞上皮では CCL2, IL-6, TNF-α等の炎症性サイトカイン発現が亢進して



いた。これらの結果から、細気管支肺胞上皮 Pten 欠損は肺への炎症細胞浸潤を惹起し、加齢性
の肺気腫を自然発症させることがわかった。次に、肺損傷後組織再生への影響を解析するために、
エラステーゼ気管内投与モデルを作製した。肺上皮特異的 Pten 欠損マウスでは損傷後の肺胞壁
破壊が亢進していた。これらの結果から、肺上皮での Pten 欠損は、マウスを肺損傷に脆弱にす
ることが示唆された。 
次に電子顕微鏡で AT2 のミトコンドリア形態を解析した。高齢期の Pten 欠損マウスでは、AT2
内で、外膜の虚脱とクリステ構造の破綻を伴う異常形態のミトコンドリアがみられた。以上より、
AT2 での Pten 欠損はミトコンドリア新生とマイトファゴソーム数を低下させ、異常形態のミト
コンドリアが蓄積することが明らかになった。 
 
(2) AT2 特異的 Pten 欠損マウス(SftpcCreERT2/Ptenflox マウス)の解析 
次にタモキシフェン誘導性コンディショ
ナル遺伝子改変マウスを用い、AT2 特異的
Pten 欠損マウスを作製した。16 週齢マウス
を若年マウスとして、30週齢マウスを高齢
マウスとして解析した。AT2 特異的 Pten 欠
損マウスは高齢期において肺気腫を自然発
症した(図)。矢印で示すように、末梢細気
管支周辺の血管周囲には炎症細胞浸潤が著
明であり、全身からの炎症細胞の動員に合
致する所見であった。 
 
ここまで、AT2 特異的 Pten 欠損が加齢性の肺気腫を発症させ、損傷後の肺胞壁破壊を亢進させ
ることを示した。これらの所見から、AT2 での Pten 欠損は、内因性前駆細胞である AT2 プール
を減少させるのではないかと考えた。この仮説を検証するため、FACS を用い AT2 と肺間葉細胞
の割合を測定した。その結果、コントロールマウス肺では、AT2 の割合は肺間葉細胞よりも上回
っていた。対照的に、AT2 特異的 Pten 欠損マウスでは AT2 の割合は肺間葉細胞よりも下回って
いた。これらの結果から、AT2 での Pten 欠損は AT2 プールを減少させ、肺間葉細胞数を増加さ
せることが示唆された。 
AT2 での Pten 欠損が与える細胞間ニッチシグナルを解析するため、我々は AT2 と肺間葉細胞
を単離した。それぞれの単離細胞群の効率ならびに AT2 での Pten 欠損効率を定量 PCR で確認し
た。単離 AT2 と単離肺間葉細胞を用いた RNA シークエンスのヒートマップデータを図に示す。 
興味深い事に、AT2 での
Pten 欠損は、AT2 のみなら
ず、肺間葉細胞内での遺伝
子発現プロファイルを劇的
に変化させていた。クラス
ターデンドログラムでは、
コントロールマウス 3 匹か
ら単離した肺間葉細胞と、
KOマウス 3匹から単離した
肺間葉細胞がそれぞれ別個
に近似した遺伝子発現プロ
ファイルを示していた。 
さらに、AEP-ニッチ細胞間シグナルに関して、AT2 特異的 Pten 欠損マウスでは AT2 内の AEP マ
ーカーの発現変化と、肺間葉細胞内でのニッチシグナル減少が生じていることが明らかになっ
た。以上のことから、AT2 での Pten 欠損は AEP と肺間葉細胞間のクロストークを破綻させる事
が示された。また、老化関連酸性βガラクトシダーゼ染色と FACS の結果、高齢の Pten 欠損マウ
スでは AT2 の老化細胞数が増加していることが明らかになった。TMRM アッセイ、細胞外フラッ
クスアナライザー、FACS の結果、Pten 欠損マウスの単離 AT2 でミトコンドリア膜電位が低下し、
酸素消費率の増加し、内因性 ROS 蓄積が亢進していることが明らかになった。 
以上の結果から、AT2でのPtenシグナル経路は有望なCOPD治療標的であることが示唆された。 
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