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研究成果の概要（和文）：発生期における上皮前駆細胞内分子の意義を解明することで、普遍的な臓器形成プロ
グラムや発生異常に関与する疾患を理解することが本研究の目的である。肺上皮細胞特異的Pten欠損マウスは生
後21日までに、肺上皮細胞特異的RhoA欠損マウスは生後14日までに全頭死亡した。肺上皮細胞特異的Pten欠損マ
ウスの肺胞形成不全はI型肺胞上皮の扁平化不全によることが明らかになった。E18.5肺上皮特異的PtenKOマウス
肺胞上皮細胞ではdNTP metabolic process関連遺伝子群の発現亢進がみられた。以上より、肺胞形成過程では肺
上皮でのdNTP代謝を介する細胞骨格の制御が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We inestigate the role of Pten, RhoA, and Ror2 in lung epithelium during the
 lung development. Lung-epithelial cell specific-Pten knockout mice and RhoA knockout mice died 
within postneonatal day 21 and day 14, respectively. Dysregulated alveolization of lung-epithelial 
cell specific-Pten knockout mice was attributed to flattening failure of alveolar type I cells.  
Population RNA-sequencing of isolated embryonic 18.5 lung epithelial cells demonstrated that 
increased expressions of dNTP metabolic process-related genes in Pten knockout mice. These data 
suggest that epithelial Pten plays a vital role in the mechanisms of alveolization by regulating 
dNTP-metabolism mediated cellular senescence.

研究分野： 呼吸器内科

キーワード： 細胞老化　細胞運命決定　肺発生　細胞骨格

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、多様な呼吸器リモデリング疾患やがんの病態解明と治療薬開発に繋がる極めて意義深い研究課題であ
る。特に、老化に伴う細胞生物学的特徴の一つである細胞老化が、臓器形成と細胞分化を制御するというアイデ
アは斬新な発想であり、現在の学術体系の方向性を大きく転換する潜在力がある。本研究で標的とした細胞特性
と制御分子の重要性と普遍性を検証する。形態形成不全と細胞分化不全の解析は、先天性心疾患などの臓器形成
異常や肝硬変などの後天的な臓器リモデリング疾患の病態解明と治療法創出への発展が期待され、現代医療に計
り知れない福音をもたらす可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

発生過程で構築される臓器特有の構造と多様な分化細胞は、生物が生存していくために不可
欠であり、特に発生後期から生後初期における臓器の成熟過程は、各臓器が特化した生理機能を
獲得するために重要である。正常な発生には、各細胞の適切な数量での分化、適切な分化細胞の
配置、適切な臓器形態形成が必要である。肺は、呼吸のために特有の分化をした 40 種以上の異
なる細胞から構成され、高効率にガス交換を行うための複雑な三次元的構造を持つ精緻を極め
た臓器である。中枢気道と末梢肺に存在する肺上皮前駆細胞(細気管支前駆細胞と肺胞前駆細胞)
は、それぞれ多様な分化上皮細胞を、領域によって変化する適正な配分で供給し、間充織組織と
の同調により気管支や肺胞形態形成を指揮する。しかし、鍵となる分子や細胞特性を含め、肺上
皮前駆細胞の制御機構と臓器形態形成機構は未解明である。申請者は、肺発生過程での幹細胞運
命決定と臓器形態形成機構の核心には、上皮幹細胞内の細胞極性・細胞移動機構と細胞老化制御
機構の恒常性があり、それらの制御機構の破綻は、上皮幹細胞が間充織組織と適切に同調するた
めの空間配置の乱れや、上皮幹細胞と間充織組織間の secretome–receptome 同調の異常、持続的
な老化細胞の残留による臓器リモデリング不全が生じ、肺発生障害に陥ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 発生期における中枢気道と末梢肺組織の上皮前駆細胞内分子の意義を、「細胞ダイナミクスと
細胞老化が統制する、幹細胞の運命決定と臓器の形態形成」という独創的な観点から解明するこ
とで、普遍的な臓器形成プログラムや発生異常に関与する疾患の理解のみならず、生後におこる
外界からの損傷からの組織修復・再生機構の理解を飛躍的に前進させ、特発性肺線維症や慢性閉
塞性肺疾患等の呼吸器リモデリング疾患やがんの病態解明と、これらの難治性疾患に対する治
療戦略を創出することが本研究の目的である。本研究では、発生における細胞老化と細胞極性・
細胞移動調節機構という本質的かつ独創的な観点から、Pten/RhoA-ROCK/Wnt5a-Ror2 経路の肺胞
前駆細胞での役割を、肺胞前駆細胞特異的遺伝子欠損マウスを用いて解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)肺胞前駆細胞でのPten/RhoA/Ror2発現が分化能と肺胞形成能に与える影響の解析 
 ShhCreGFP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。肺胞
前駆細胞特異的に RhoA/Ror2/Pten を欠損かつ GFP で lineage-tracing されたマウスを作製す
る。各遺伝子欠損が与える肺胞形成への影響を解析する。肺胞前駆細胞数への影響を、① 
podoplanin(I 型肺胞上皮細胞<AT1>マーカー)と Sftpc(II 型肺胞上皮細胞<AT2>マーカー)二重
陽性細胞数、②電子顕微鏡で肺胞前駆細胞(空胞を有する立方状細胞)を測定する。AT1 と AT2 へ
の分化について、① AT1 マーカー(podoplanin)と AT2 マーカー(Sftpc)の免疫染色、 ② 単離
上皮細胞(CD31negCD45neg EPCAMpos)を用いた各マーカーの定量 PCR、③ 電子顕微鏡での AT1 と AT2
の形態評価を行う。 
 
(2)肺胞前駆細胞特異的 Pten 欠損によるセクレトーム:レセプトームの変化 

 E18.5 の ShhCreGFP:Ptenfloxマウスより肺胞前駆細胞(CD31negCD45negEPCAMpos)を単離する。Pten 欠

損による遺伝子発現動態を RNA sequencing にて網羅的に解析する。 
 
(3) 肺発生時の細胞老化と紡錘体形成機構の解析 
E18.5 の ShhCreGFP:Ptenfloxマウス肺を用い老化細胞数を β-ガラクトシダーゼ活性染色で評価
する。紡錘体形成能について、単離前駆細胞を用いα-tubulin とγ-tubulin の二重免疫染
色で解析する。紡錘体チェックポイント分子動態をウエスタンブロッティングで解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 肺胞前駆細胞特異的 Pten/Ror/RhoA 欠損が与える肺発生への影響 
肺胞前駆細胞特異的 Pten 欠損マウスは生後 21 日までに、肺胞前駆細胞特異的 RhoA 欠損マウス
は生後 14 日までに全頭死亡した。肺胞前駆細胞特異的 Ror2 欠損マウスは胎生致死や生後早期
の死亡はみられなかった。肺胞前駆細胞特異的 Pten 欠損マウス肺組織で肺胞上皮細胞(TTF1 陽
性細胞) での細胞増殖停止がみられ、肺胞壁での老化細胞 (β-ガラクトシダーゼ活性染色陽性



細胞)の増加が見られた。さらに、E18.5 での肺胞前駆細胞特異的 Pten 欠損マウス肺は肺胞壁へ
の lipoblast(ADRP 陽性細胞)と血管内皮細胞(PECAM1 陽性細胞)が増加していた。以上の結果か
ら、肺胞前駆細胞での Pten 発現は肺胞前駆細胞の細胞老化、SASP と間充織分化を制御し、肺胞
形成に重要であることが示唆された。 
 
(2) 肺胞前駆細胞特異的 Pten 欠損の肺胞形成不全機構 
E18.5 の肺胞前駆細胞特異的 Pten 欠損マウス肺について、AT1 マーカー(podoplanin)と AT2 マ
ーカー(Sftpc)の免疫染色、電子顕微鏡での解析を行った。その結果、用肺胞前駆細胞特異的 Pten
欠損マウスの sacculation、 alveolization 障害は I 型肺胞上皮細胞の扁平化障害が原因であ
ることが明らかになった。E18.5 マウス単離肺上皮を用いた alpha-tubulin と gamma-tubulin の
二重免疫染色の結果、 ShhCreGFP:Ptenflox マウス肺上皮でみられる細胞老化は、紡錘体形成不
全が原因であること、染色体コングレッション制御分子 EG5 のリン酸化が亢進していることが
明らかになった。 
 
(3)単離肺胞前駆細胞の網羅的解析による肺胞形成不全分子機構の解明 
肺胞前駆細胞特異的 Pten 欠損によるセクレ
トーム:レセプトームの変化について解析し
た。胎生期 E18.5 の ShhCreGFP:PtenFl マウ
ス(n=3)とコントロールマウス(n=4)より肺
胞 上 皮 細 胞 (CD31negCD45negEpCAMpos) を
Magnet sorting および FACS sorting の 2ス
テップで単離し、pupulation RNA シークエン
ス解析を行った。 heatmap 解析、dendrogram
解析の結果、肺上皮特異的 PtenKO マウス由
来の肺胞上皮細胞とコントロールマウス由
来の肺胞上皮細胞の各々のサンプル間で遺
伝子発現パターンが類似することを確認し
た(図)。Gene ontology 解析の結果、肺上皮
特異的 PtenKO マウス由来の肺胞上皮細胞で
は、epithelial tube branching involved in 
lung morphogenesis(5.24 e-6)、surfactant 
homeostasis(8.11 e-6)に関連する遺伝子群
の発現亢進のみならず、dNTP metabolic 
processに関連する遺伝子 群(7.24 e-11)の極
めて高い発現亢進がみられた。以上より、肺
胞形成過程では肺上皮での dNTP 代謝を介す
る細胞骨格と細胞老化の制御が重要である
ことが示唆された。 
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Okada Tadashi、Waise T.M. Zaved、Toshinai Koji、Mita Yuichiro、Sakoda Hideyuki、Nakazato
Masamitsu
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2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本内科学会学術集会　　第47回 内科学の展望 「臓器間ネットワーク」（招待講演）

第40回日本肥満学会　シンポジウム8（招待講演）

The IDF (International Diabetes Federation) Congress 2019（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

中里雅光

中里雅光

Nakazato M

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

Gut Controls Brain

高度肥満症に対する薬物療法．

Gut-brain axis in energy balance.

10.1002/brb3.2111

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Human liver‐expressed antimicrobial peptide 2 elevation in the cerebrospinal fluid in
bacterial meningitis

Brain and Behavior e02111

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Sakai Katsuya、Shiomi Kazutaka、Mochizuki Hitoshi、Islam Md Nurul、Nabekura Hiroki、Tanida
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 ２．発表標題
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ICN（招待講演）（国際学会）

Cell Symposia「Single Cells: Technology to Biology」（国際学会）

16h Annual ENETS Conference（招待講演）

AMED-CREST恒常性領域　適応修復領域　合同シンポジウム（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Nakazato M

Nakazato M.

Nakazato M.

Masamitu Nakazato

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Single cell analyses on vagal nodose ganglion neurons verify functional interaction of feeding-regulatory gut peptides.

Development of Diagnostic Biomarkers of Lung Neuroendocrine Tumors by the Detection of Cancer-Derived Protein Fragments in
the Urine Using Original Mass Spectrometric Methods.

Peptide researches on energy metabolism

近代の神経内分泌の歴史
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本内科学会 第69回九州支部 生涯教育講演会（招待講演）

日本内科学会 第63回四国支部 生涯教育講演会（招待講演）

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

AMED-CREST恒常性領域　適応修復領域　合同シンポジウム（国際学会）

中里雅光

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

中里雅光

Masamitu Nakazato

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

新規ホルモンによる内分泌代謝制御

 ４．発表年

 ４．発表年

自律神経・ペプチド連関を基軸とするエネルギー代謝と免疫制御機構の解明

Feeding-regulatory Peptides in Type 2 DM and Obesity

新規ホルモンによる内分泌代謝制御

 １．発表者名

 １．発表者名
中里雅光

AOCE-SICEM2020（国際学会）
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担
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氏名
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究
分
担
者

柳　重久

(Yanagi Shigehisa)
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 １．著者名

 ４．発行年

 ４．発行年

中里雅光　監修：矢﨑 義雄

中里雅光　監修：矢﨑 義雄
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 ３．書名
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