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研究成果の概要（和文）：肺上皮スフェア形成は、優れた肺上皮幹細胞のバイオアッセイ系であ
り、sca1 陽性細胞は肺上皮幹細胞を豊富に含む。しかしながら、スフェア形成は、sca1 陰性の
胎仔肺を用いても観察され、sca1 陽性細胞の有無はスフェア形成に影響が無かった。また、ヒ
ト肺腺癌の原因遺伝子である変異 EGFR マウス発現マウスでは、sca1 陽性細胞数は野生型と変
わらなかったが、スフェア形成能は軽度 
高かった。病理学的には､癌関連分子は様々な機能があることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Lung epithelial sphere (LES) formation assay seems a good 
experimental method monitoring lung epithelial stem cells, and sca1-positive cells 
contain many lung epithelial stem cells.  LESs were formed from mouse fetal epithelial 
cells, which lack sca1-positive cells.  The lung epithelial cells having human mutant 
EGFR gene have high proliferative activity. In these cells, occurrence of sca1-positive 
cells does no increase, but LEC formation was mildly increased.  In addition, 
significance of stem-cell related molecules was studied using surgically resected samples 
and cell lines.  
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞は、自己複製するとともに個々の組織
を特徴づける多彩な細胞の生み出す源であ
り、これら細胞は、組織の恒常性維持、組織
傷害後再生、組織構造改築、癌化などの過程
に重要な働きをしていると考えられる。様々
な組織において、組織特有な幹細胞の同定、
採取、動態あるいは分化制御などについての

解析がなされてきている。これら幹細胞系で
は、その分化制御として様々なシグナル機構
（Wnt, Notch、hedgehog など）、遺伝子発現
制御機構（転写因子、DNA メチル化、polycomb 
group protein など）等に制御されているこ
とが明らかになってきている。肺の上皮系は、
消化管上皮や骨髄造血組織と異なり、非常に
細胞のターンオーバーが遅く大部分の上皮
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細胞は細胞周期から離脱しているが、最近の
研究からは、肺の末梢気道の上皮幹細胞には、
Clara cell protein(CCSP)+/surfactant 
apoprotein C (SPC)+double positive 細胞を
含んでいて、またこれらは sca-1+/CD34+であ
ることが示され(Kim et al, Cell 2005)、肺
の上皮幹細胞の分子生物学的な研究が可能
になってきた。私達は、新たな肺上皮幹細胞
研究のツールとして肺上皮スフェア（lung 
epithelial sphere）形成実験系を確立した。
本研究では、各種肺特異的遺伝子改変
(mutant EGFR, Runx3, Hes1 など)マウスを用
いて、肺上皮スフェア実験および発癌実験を
行い、ヒト肺癌の原因遺伝子の一つである
mutant EGFR マウスにおける肺上皮幹細胞動
態、またそこに係わるシグナル伝達系の意義、
肺癌発生における幹細胞の変化の意義、腫瘍
幹細胞との関係などについて検討する。また、
ヒト肺癌抑制遺伝子での一つである Runx3の
遺伝子欠損マウスや Notchシグナル経路の主
たる標的遺伝子である Hes1 の遺伝子欠損マ
ウスでの肺上皮幹細胞動態の変化や腫瘍発
生との関わり合いについても明らかにする。 
 また、こうした幹細胞関連分子の各種腫瘍
における機能についての研究も意義あると
思われる。 
 
２．研究の目的 
以下の様な背景を踏まえ、以下のような事項
の解明のために一連の実験を計画した。 
（１）マウス肺上皮幹細胞の上皮スフェア形
成実験系(胎仔肺、成体肺)における、EGF、
FGFs など増殖因子、Notch 阻害剤、Stat3
阻害剤などのシグナル伝達経路、スフェア形
成能、増殖・分化への影響の解明。 
（２）CCSPrtTA:tetO ヒト変異 EGFR マウ
スにおける変異 EGFR の誘導と肺上皮幹細
胞関連 sca1 陽性細胞の動態の解明。また、
同マウスにおける、細胞分化、各種シグナル
伝達因子、および肝再オブ関連分子の変化に
ついて解析を行う。また、変異 EGFR の誘導
とスフェア形成能との関連について明らか
にする。 
（３）Hes1 欠損マウス胎仔ス由来の肺上皮
を用いて、上皮スフェア形成能や細胞分化能
について、Hes1 の機能について解析する。 
（４）CCSPrtTA:tetoCre:floxedHes1 マウス
由来の肺上皮細胞を用いて、上皮スフェア形
成能や細胞分化能について、Hes1 の機能に
ついて解析する。 
（５）bromodeoxyuridine-label retaining 
cell(BrdU-LRC)を検討することで、マウス終
末細気管支における上皮幹細胞 niche 部位の
探索、2 重免疫染色による BrdU-LRC の細胞
種の同定を試みる。 
（６）ヒト肺癌及び口腔癌の手術切片を用い
た免疫染色、ヒト肺癌、口腔癌細胞株を用い

ての実験により、Notch や nucleostemin と
言った癌幹細胞関連分子の意義について明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス成体（10 週）および胎仔肺（胎
齢 12-18 日）の sca1 陽性細胞と肺上皮スフ
ェア形成実験： 
①マウス成体および胎仔肺からの肺上皮を 
 採取し、CD45(-)CD31(-)sca-1(+)肺上皮細 
 胞の FACS 解析を行った。 
②低接着性ディッシュを用いて、肺上皮スフ 
 ェアを形成させ、更に dispase/  
  collagenase 処理後細胞を単離し、2 次ス  
 フェアの形成を見た。 
③2次スフェア形成への EGF, FGF10, bFGF の 
 効果を見た。 
④2次スフェア形成への MAPkinase 阻害剤 
 (PD98059)、ALK 阻害剤(LY294002)、stat3 
 阻害剤(AG490)、Notch 阻害剤(-secretase  
 inhibitor X)の効果を見た。 
⑤2次 LES の構成細胞の各種分化マーカー 
 (CCSP, SPC, CGRP, foxJ1)による免疫染色 
 による検討を行った。 

（２）CCSPrtTA:tetO ヒト変異 EGFR（肺
特異的変異 EGFR マウス）を用いた実験： 
①doxycycline 飲水(2g/L)投与による肺病変 
 とヒト変異 EGFR 蛋白質の免疫染色及び 
 Western blotting による解析を行った。 
②doxycycline 飲水(2g/L)投与による Notch 
 シグナル関連分子、細胞分化マーカー発現 
 変化の PCR および Western blotting によ 
 る解析を行った。 
③doxycycline 飲水(2g/L)投与による 
 CD45(-)CD31(-)sca-1(+)肺上皮細胞を 
 FACSの解析を行った。また、sca1のWestern  
 blotting も行った。 
④胎齢 16 日胎仔肺を 6週間器官培養し、 
 doxycycline 投与による腫瘍形成実験を行 
 った。 
⑤低接着性ディッシュを用いて、肺上皮スフ 
 ェアを形成させ、更に dispase/  
 collagenase 処理後細胞を単離し、   
 doxyycline添加時の2次スフェアの形成を 
 見た。 
（３）Hes1 遺伝子欠損マウス胎仔肺（胎齢
16 日）を用いての実験： 
①各遺伝型マウスから肺上皮を採取し、低接 
 着性ディッシュを用いて、肺上皮スフェア 
 を形成させ、更に dispase/collagenase 処 
 理後細胞を単離し、2次スフェアの形成を 
 見た。また、免疫染色によりスフェア構成 
 細胞について検討した。 
（４）CCSPrtTA:tetoCre:floxedHes1 マウス
（10 週齢）を用いた実験： 
①doxycycline 飲水(2g/L)投与によるCD45(-)  
 CD31(-)sca-1(+)肺上皮細胞を FACSの解析 



 を行った。また、sca1 の Western blotting 
 も行った。 
②低接着性ディッシュを用いて、肺上皮スフ 
 ェアを形成させ、更に dispase/  
 collagenase 処理後細胞を単離し、 
 doxycline 添加時の 2次スフェアの形成を 
 見た。 
（ ５ ） bromodeoxyuridine (BrdU)-label 
retaining cell(LRC)についての実験： 
①osmotic pump を用いて、マウス皮下に BrdU 
 を持続投与(1,2,4 週)し、終末細気管支の 
 BrdU 陽性細胞の頻度及び陽性細胞の種類 
 について免疫染色により検討した。 
②osmotic pump で BrdU を 2 週間持続投与し 
 た後に、osmotic pump を外し、2ヶ月、6 
 ヶ月、18 ヶ月後に存在する BurU 陽性細胞 
 (BrdU-LRC)の頻度及び存在部位、陽性細胞 
 の種類について検討した。 
（６）ヒト肺癌および口腔癌における各種幹
細胞関連分子の病理学的研究： 
①ヒト肺癌、口腔癌における幹細胞関連分子 
 nucleostemin, Notch1 の発現について、ホ 
 ルマリン固定パラフィン包埋切片の免疫 
 染色により検討した。 
②ヒト肺癌、口腔癌における幹細胞関連分子 
 nucleostemin, Notch1 の発現について、培 
 養細胞株を用いて､免疫染色及び Western  
 blotting により検討した。 
③nucleostemin siRNA および Notch1 siRNA 
 のヒト癌細胞の機能に及ぼす影響につい 
 て検討した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス成体（10 週）および胎仔肺（胎
齢 12-18 日）の sca1 陽性細胞と肺上皮スフ
ェア形成実験： 
①マウス成体および胎仔肺からの 
 CD45(-)CD31(-)sca-1(+)肺上皮細胞の 
 FACS 解析により、成体マウス肺では平均 
 12.2%、胎仔肺では、胎齢 12 日で 0%、14 
 日で 0.1%、16 日で 0.3%、18 日で 1.5%と、 
 肺が成熟するにつれて sca1 陽性肺上皮細 
 胞は増加することが解った。このことは、 
 胎仔期と成体の肺上皮系は異なる。 
②肺上皮スフェアは、成体肺でも胎仔肺でも 
 形成されたが、2 次スフェア形成能は胎仔 
 肺の方が高かった。 
③2 次スフェア形成能への増殖因子の効果は、 
 EGF(50ng/ml)で対照群の 3.5 倍、 
 FGF2(50ng/ml)で 10.2 倍、FGF10  
  (50ng/ml)で 1.5 倍と亢進した。 
④2 次スフェア形成への MAPkinase 阻害剤  
 (PD98059)、ALK 阻害剤(LY294002)、stat3 
 阻害剤(AG490)、Notch 阻害剤(-secretase  
 inhibitor X)は、いずれも抑制効果が強く現 
 れたが、阻害剤の濃度と阻害の間液を十分 
 検討することが出来なかった。 

⑤成体マウスの 2次スフェアの構成細胞の各 
 種分化マーカー (CCSP, SPC, CGRP,  
 FoxJ1)による免疫染色では、SPC, CCSP 
 が 5-7%を占める結果で、CGRP, FoxJ1 陽 
 性細胞はほとんど見られ無かった。Sca1 
 陽性細胞は 1 次スフェアでは 15.5%が、2 
 次スフェアでは 26%と増加した。 
（２）CCSPrtTA:tetO ヒト変異 EGFR（肺
特異的変異 EGFR マウス）を用いた実験： 
①doxycycline 刺激により肺にはヒト変異型 
 EGFR が誘導されることが、Western  
 blotting で明らかになり、免疫染色では細 
 気管支及び肺胞上皮に変異 EGFR 免疫染 
 色陽性像が認められた。 
②Realtime PCR および Western blotting 法 
 で、CCSP, FoxJ1, CGRP などの気道上皮 
 系の分化マーカーの減少、SPC(肺胞上皮マ 
 ーカー)の増加が認められた。一方、Notch  
 receptor1-3 はいずれも発現の減少が認め 
 られた。 
③doxycycline 刺激マウスでは、sca1 陽性肺 
 上皮細胞は対照マウスと同様な頻度 
 (13.3%)でり、EGFR の恒常的な活性化が 
 かった。 
④胎齢 16 日胎仔肺を 6 週間器官培養し、 
 doxycycline により変異 EGFR 誘導下では、 
 腺腫が形成される事が確認された。 
⑤肺上皮スフェアを形成能については、変異 
 型EGFRの誘導により 2.2倍の増加を認め 
 た。 
（３）Hes1 遺伝子欠損マウス胎仔肺（胎齢
16 日）を用いての実験： 
①各遺伝型 (野生型、ヘテロ、ホモ欠損)マウ 
 ス胎仔から肺上皮を採取し、スフェア形成 
 能を観察したが、ホモ欠損マウス肺ではス 
 フェア形成能が低く、また、CGRP 陽性神 
 経内分泌細胞が 5%と高値を示した。 
（４）CCSPrtTA:tetoCre:floxedHes1 マウス
（10 週齢）を用いた実験： 
①doxycycline 刺激により Hes1 の発現の低 
 下は Western blotting により軽度に見ら 
 れたが(本実験ではHes1の蛋白発現を完全 
 に抑制できなかった)、sca1 陽性肺上皮細 
 胞を頻度は対照群と差が見られ無かった。 
②肺上皮スフェアを形成 doxycycine 添加下 
 に検討したが、非添加群と差が見られ無か 
 った。 
（ ５ ） bromodeoxyuridine (BrdU)-label 
retaining cell(LRC)についての実験： 
①BrdU 持続投与(1,2,4 週)時の終末細気管支 
 の BrdU 陽性細胞の頻度は、平均 5.8%,  
 9.5%, 22.2%で、BrdU 陽性細胞のうち 
 CCSP陽性細胞は、それぞれ 92.5%, 91.4%,  
 88.1%でした。 
②2 ヶ月後および 18 ヶ月後の終末細気管支 
 における BurU 陽性細胞 (BrdU-LRC)の 
 頻度は、それぞれ 7.2%, 5.2%で、 



 BrdU-LRC のうち CCSP 陽性細胞は、そ 
 れぞれ 91.4%, 87.9%でした。また、その分 
 布は細気管支肺胞境界部には多いとは言 
 えなかった。 
（６）ヒト肺癌および口腔癌における各種幹
細胞関連分子の病理学的研究： 
①nucleostemin のヒト肺癌、口腔癌手術症例 
 での発現は、それぞれ腫瘍になるとともに 
 発現が亢進し、増殖マーカーの Ki-67 の発 
 現と相関して存在し、増殖と関連したマー 
 カーであり、分化との関連性に乏しいこと 
 がわかった。Notch1 は、口腔癌では腫瘍 
 化とともに発現し、浸潤先端部により発現 
 が強かった。肺癌では、小細胞癌は陰性で、 
 扁平上皮癌は一部の症例で陽性、腺癌は基 
 本的に全ての症例で陽性だった。 
②ヒト肺癌、口腔癌培養株における幹細胞関 
 連分子 nucleostemin の発現はいずれの細 
 胞株でも発現が見られたが、Notch1 につ 
 いては、口腔癌では一部陰性の細胞株が、 
 肺癌では小細胞癌は一部の株でのみ陽性 
 だった。 
③nucleostemin siRNA はヒト口腔癌の培養 
 株の増殖能を低下させ、Notch1 siRNA は 
 増殖能と運動能を低下させた。一方、肺癌 
 培養株では、Notch1 siRNA は小細胞癌と 
 非小細胞癌では、異なる機能変化を示した。 
 
 以上のように本科学研究費を活用し、マウ
スの肺上皮幹細胞に関連した、sca1 陽性細胞
の動態、肺上皮スフェア形成、BrdU-LRC の分
布や頻度などについて解析するとともに、発
癌因子である変異 EGFR や肺上皮分化への強
力な調節因子である Hes1 の幹細胞への関与
についても検討することが出来た。更に、ヒ
ト癌における幹細胞関連分子の機能にも言
及することが出来た。本研究では断片的な成
果しかあげることは出来なかったが、今後の
この研究分野の発展の為の有意義な基礎的
な成果を上げることが出来た。 
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