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研究成果の概要（和文）：気道組織は軟骨と平滑筋が組み合わさり、管の強度を保つと同時に管の太さを調節可
能である。我々は気道の発生や維持機構に気道上皮幹細胞のヘテロジェネイティが果たす役割を示唆した
（Tadokoro et al., Biol Open, 2021）。この知見を元に、Mstnが気道上皮で欠失するマウス（cKO）を作製
し、気道軟骨や気道平滑筋形成に対する影響について検討を行った。その結果、MstnのcKOマウスにおいて気道
軟骨の形成不全が認められ、Cリング間の距離が有意に増加した。また、平滑筋の幅に有意な増加が認められ
た。以上より、上皮-間葉相互作用による気道形成メカニズムの一端を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：The outside of the airway is composed of a combination of cartilage and 
smooth muscle, which maintains the strength of the airway and allows for the regulation of the 
airway's thickness. We revealed the spatial heterogeneity in airway basal stem cells and suggested 
their roles in airway development and maintenance (Tadokoro et al., Biol Open, 2021). Among the 
genes expressed by basal stem cells, Conditional knockout mice (cKO) were generated by crossing 
airway epithelial-specific Cre mice with Mstn flox mice. Using these cKO mice, we investigated the 
role of this gene in airway cartilage and smooth muscle formation. The results showed that airway 
cartilage was dysplastic in Mstn cKO mice and an increase in the distance between the C-rings of the
 airway cartilage was evident. A significant increase in smooth muscle width was observed. In 
conclusion, we revealed a regulatory mechanism of airway formation by epithelial-mesenchymal 
interactions.

研究分野： 幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により気道上皮細胞からのシグナルによる気道軟骨/気道平滑筋の分化調節メカニズムの一部について明
らかにすることができた。気管間葉系の維持機構の破綻は、気管軟化症などで見られる軟骨の強度低下や、喘息
などで見られる平滑筋量の増加または平滑筋の収縮制御異常などが挙げられ、気道の適切な構造が保てずに気管
の狭窄が生じる。本研究の成果を活かすことにより、将来的に上記病態の改善や気道の再構成の実現が期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
組織幹細胞分野においては、スフィア形成アッセイと呼ばれる in vitro 3D 培養系を用
いて様々な組織より組織幹細胞が同定され研究が行われてきたが、気道や肺の上皮細胞
においてもこの手法を用いた培養系が確立されてきた。同時に、遺伝子改変マウスを用
いて組織幹細胞に特異的なマーカーを発現した細胞の運命を追跡する Lineage tracing
により、in vivo における気道や肺の組織幹細胞のダイナミクスが明らかとなってきた
(1,2)。これらの研究によって、基底細胞が気道上皮の組織幹細胞として働いていること
が明らかとなった。気道上皮においては、タバコ煙への曝露や喘息などの際に、杯細胞
の過形成や基底細胞の扁平上皮異形成が見られる(3,4)。これは細胞外環境が基底細胞に
影響を与えることで起こると考えられているが、組織幹細胞を支える周囲の細胞外環境
（Niche）に関しては、腸や皮膚などの先行分野と比較すると研究が遅れていた。 
 研究代表者は、気道上皮や肺胞上皮細胞の組織幹細胞生物学分野の第一人者である
Brigid Hogan 教授（Duke 大学メディカルセンター、米国）の研究室に留学し、基底細
胞とそれ以外の細胞が作り出す細胞外環境との相互作用に着目して研究を行ってきた。
気道上皮幹細胞の３D 培養系を用いたスクリーニング系を確立し、遺伝子改変マウスを
用いた解析と組み合わせることにより、気道傷害に応答して気道上皮を裏打ちする間葉
系細胞から分泌される IL-6 が、基底細胞の Stat3 経路を活性化することで繊毛細胞へ
選択的に分化させるよう制御していることを示した(5)。また、気道上皮が傷害を受けた
際に、間葉系から Bmp シグナリングのアンタゴニストが放出されることで気道上皮幹
細胞における Bmp シグナリングが一過性に抑制され、細胞増殖が促進されることを見
出した(6)。このように気道上皮細胞の間葉系細胞による分化・増殖制御は研究されてき
たが、気道の軟骨や平滑筋の増殖や分化を気道上皮細胞が制御しているという研究は、
気管発生に関する研究が主であり既に形成された気管の間葉系の維持機構については
研究が進んでいなかった(7,8)。気管間葉系の維持機構の破綻は、気管の気管軟化症など
で見られる軟骨の強度低下や、喘息などで見られる平滑筋量の増加または平滑筋の収縮
制御異常などが挙げられ、気道の適切な構造が保てずに気管の狭窄が生じる。このメカ
ニズムを明らかにすることで、将来的に上記のような病態の改善や気道の再構成につな
がる知見が得られると期待される。 
 
２．研究の目的 
 気道上皮細胞からのシグナルが気道軟骨や気道平滑筋の形成/維持にどのように影響
を与えるか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
3-1. 気道上皮に発現する気道軟骨・気道平滑筋調節因子のスクリーニング 
気道の腹側と背側を分割し、気道上皮を Dispase で剥離した後、NGFR 陽性気道上皮幹
細胞を FACS により各々から分離した。RNA-seq 解析を実施した後、背側と腹側で遺伝
子発現に差異のある遺伝子群を抽出した（図１A）。２倍以上の差異があった遺伝子に対
し、DAVID（https://david.ncifcrf.gov/）による GO 解析を行った（図 1B, C）。背側に
おいて特徴的に発現していた KRT13 と気道上皮の繊毛細胞に発現している acetylated 
tubulin の Whole mount 免疫染色を行った（図 1D, E）。 
 
3-2. 気道上皮特異的遺伝子発現ノックアウトマウスの作製 
 上記方法でスクリーニングされてきた遺伝子の中で、周囲の間葉系細胞に作用する
可能性のある細胞増殖・分化因子の選択を行った。選択された遺伝子（Mstn）について、
時期や場所特異的な遺伝子ノックアウトができるよう Mstn flox マウスを作製し、
ShhCre マウスと掛け合わせることにより気道上皮特異的な遺伝子発現ノックアウトマ
ウスを作製し、気道軟骨および気道平滑筋の形成にどのような影響が生じるか検討を行
った。具体的には、E17.5 の妊娠マウスより仔を回収し、気道を 4% PFA/PBS で固定し
た。その後、Wholemount 免疫染色を実施し、気道軟骨を Sox9 抗体で、気道平滑筋を
Smooth muscle actin (SMA)抗体で染色し、気道軟骨と気道平滑筋の形成について定量
的評価を実施した。 
 
４．研究成果 
 まずは気道の軟骨に囲まれている腹側と気道平滑筋に裏打ちされている背側の気道
上皮幹細胞において、どのような遺伝子発現の差異が生じているかについて、RNA-seq
解析を実施した。その結果、腹側の気道上皮幹細胞において筋肉の形成を阻害する働き
をしている Mstn の発現が背側の気道上皮幹細胞と比較すると高発現していることが明
らかとなった。その他に Gene ontology 解析によって、背側の気道上皮幹細胞において
創傷治癒の能力が高いなどの特徴が見出されており、in vitro のオルガノイド培養や
in vivo における気道上皮幹細胞のクローナルな細胞増殖評価系の結果を裏打ちする結



果であった。また、Krt13 陽性の特徴的な気道上皮幹細胞の Sub population が背側の
気道平滑筋と気道軟骨の境目に存在していることを明らかにした。これらの成果につい
て、2021 年に Biology Open 誌に報告した (9)。この気道上皮幹細胞 Sub population
は、最近、Rajagopal らのグループにより気道傷害に対する耐性の高い気道上皮幹細胞
群であることが報告されており、我々の報告も引用された(10)。 
 
  

 
次に、腹側背側の気道上皮幹細胞間で際のある遺伝子群の中から Mstn に着目し、Mstn 
flox マウスを理化学研究所との共同研究により作製した。ShhCre マウスとの掛け合わ
せにより、仔を得て、気道軟骨と気道平滑筋の解析を実施した。ShhCre; Mstn Flox/+
マウスは生殖も可能であった。その結果、気道上皮特異的に Mstn を欠損したマウス
（ShhCre; MstnF/F）において、背側における気道軟骨（Sox9 陽性、緑）間の距離が有
意に広いことが示された（図２グラフ）。この違いは、ShhCre マウスと ShhCre; MstnF/+
マウス間においても認められた。また、ShhCre マウスと比較すると、Sox9 陽性気道軟
骨の形成がやや遅れている様子が観察された（図２）。 

 
 
  

図 1. 気道上皮の背腹側における遺伝子発現の差異 

図 2. 



 同様に気道平滑筋について検討した結果、形態上の大きな変化は認められなかったが、
気道上皮特異的に Mstn を欠損したマウス（ShhCre; MstnF/F）において、気道平滑筋
（SMA 陽性、赤）の幅が有意に広いことが示された（図３グラフ）。この違いは ShhCre
マウスと ShhCre; MstnF/+マウス間においては認められなかったことから、気道平滑筋
の形成にはある一定の Mstn 発現があれば大きな影響がない可能性が考えられた。Mstn
遺伝子は気道上皮幹細胞の腹側で多く発現していることが示されていたが、背側の気道
平滑筋の形成にも影響を与えていたことは予想と異なる結果であった。 
 

図 3 

 
 
 本研究より、気道上皮細胞からのシグナルが気道の間葉系細胞に作用し、気道軟骨、気道平滑
筋の形成を制御しているメカニズムの一端について明らかにすることができた。 
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