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研究成果の概要（和文）：「細気管支幹細胞への再分化転換の誘導に蛋白分解酵素SLPI(secretory leukocyte proteas
e inhibitor)が関わっている」という先行知見を元に、SLPIの下流シグナル分子を解析した。SLPIシグナルの下流で再
分化転換機構に関わっている分子を同定し、「bronchiolar progenitor factor (BPF)」と命名した。さらに、この下
流シグナルを炎症性肺疾患の新規治療法の開発へと応用することを試みた。ナフタレンによるマウス肺炎症モデルにお
いて、BPFの組換え蛋白質は、細気管支幹細胞への再分化転換を促すことによって、炎症を軽減することが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：Based on our finding that secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) was 
involved in differentiative switches between bronchiolar stem cells and differentiated lung cells, we 
investigated the downstream signals of SLPI. As a result, we identified a molecule that induced 
de-differentiation to bronchiolar stem cells in the signaling pathway of SLPI, and hereafter referred to 
it as bronchiolar progenitor factor (BPF). Administration of recombinant BPF protein ameliorated 
naphthalene-induced lung inflammation. These results suggest that the differentiative switches between 
bronchiolar stem cells and differentiated lung cells may be a useful target to develop a novel strategy 
for inflammatory lung diseases.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
細気管支幹細胞は気道上皮の修復に重要

と考えられている肺組織幹細胞である。2001
年に vCE 細胞、variant CCSP (Clara cell 
secretory protein)-expressing 細胞、とし
て発見され、その後の研究によって、気道分
岐部の NEB (neuroepithelial body)や終末細
気管支の BADJ (bronchioalveolar duct 
junction)のニッチに存在することが分かっ
てきた。気道上皮細胞の細胞平均寿命は約
100 日と長いため、細気管支幹細胞は通常ほ
ぼ静止状態にある。そして、細気管支幹細胞
は緩やかに自己増殖を繰り返しながら、クラ
ラ細胞だけでなく、粘液細胞や線毛細胞へ分
化している。 
 肺炎症による気道傷害が生体内に発生す
ると、細胞供給を増やすために、細気管支幹
細胞の自己増殖や分化が促進され、さらには
一旦分化したクララ細胞が細気管支幹細胞
へと再分化転換を起こす。しかし、細気管支
幹細胞への再分化転換機構の詳細はよくわ
かっていない。 
 申請者はこれまで、クララ細胞で発現して
いる蛋白分解酵素SLPI(secretory leukocyte 
protease inhibitor)を取り上げ、肝細胞増
殖因子の産生を刺激する作用など、蛋白分解
酵素では説明できない多彩な生理機能を
SLPI について報告してきた。さらにその研究
の一環として、「SLPI は細気管支幹細胞から
クララ細胞への分化を促しているが、逆に
SLPI の阻害は細気管支幹細胞への再分化転
換を促す」ことを見い出した。 
 
２．研究の目的 
当該研究では、「細気管支幹細胞への再分

化転換の誘導に SLPI が関わっている」とい
う先行知見を足がかりに、まず再分化転換機
構の分子メカニズムを明らかにする。その上
で、再分化転換による細気管支幹細胞の増加
を、炎症性肺疾患の組織修復や炎症鎮静化へ
と役立て、新規治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) SLPI の下流シグナル分子の解析<再分化
転換機構の解明> 
SLPI 欠損マウス（細気管支幹細胞への再分

化転換が促進されている）での発現差異を指
標に、再分化転換に関わっている SLPI 下流
分子群を選び出す。 
 
(2)炎症性肺疾患の新規治療法の開発 
SLPI 欠損マウスではナフタレン肺障害が

軽微であったことから、肺炎症の軽減を目指
して、SLPI 下流分子群による再分化転換の促
進を図る。 
 
４．研究成果 
(1) SLPI の下流シグナル分子の解析<再分化
転換機構の解明> 
SLPI 欠損マウスにおける細気管支幹細胞

数（図 1）やナフタレンの肺炎症の程度を検
討した。その結果、SLPI 欠損マウスでは、有
意に細気管支幹細胞数が増加しており、それ
に伴い、ナフタレンによる肺炎症は軽減され
ることがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、SLPI の下流シグナルとして再分化転

換に関わる因子を同定する目的で、SLPI 欠損
マウスの細気管支幹細胞を用いてマイクロ
アレイ解析を行った。 
当初の計画では、SLPI との結合が疑われて

いる 18 個の蛋白質を siRNA で in vivo ノッ
クダウンすることによって、SLPI の下流シグ
ナル分子を明らかにする予定であった。しか
し、その実験を行う前に、SLPI の下流シグナ
ル分子をより網羅的にスクリーニングする
ことが、当該研究全体の推進に有益と考え、
SLPI 欠損マウスの細気管支幹細胞を用いて
マイクロアレイ解析を行った（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2. SLPI 欠損マウスおよび野生型マウス
の細気管支幹細胞を用いたマイクアレイ
解析 。SLPI 欠損マウスおよび野生型マウ
スそれぞれ 3匹ずつより、フローサイトメ
トリーを用いて、細気管支幹細胞（Lin 陰
性、Sca-1 陽性、自己蛍光弱陽性）を分離
し、SurePrint G3 Mouse GE 8x60K 
Microarray（アジレント社）を用いて、mRNA
の発現解析を行った。SLPI 欠損マウス対野
生型マウスで、発現が 2倍以上に上昇ある
いは半分以下に低下し、かつその差異が有
意であった遺伝子はそれぞれ10個と61個
であった（赤丸で示す）。 
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図 1. SLPI 欠損マウスおよび野生型マウス
の細気管支幹細胞数。フローサイトメトリ
ーを用いて、細気管支幹細胞（Lin 陰性、
Sca-1 陽性、自己蛍光弱陽性）の数を測定
した。 



この実験により、SLPI の下流シグナルに関
連していると疑われる71個の遺伝子群（SLPI
欠損マウスで発現上昇している遺伝子が 10
個、発現低下している遺伝子が SLPI 遺伝子
も含め 61 個）を同定することに成功した。 
これらの 71 個の遺伝子群の中から、SLPI

シグナルの下流で再分化転換機構に深く関
わっていると考えられる分子を同定し、
「bronchiolar progenitor factor (BPF)」
と命名した。SLPI 欠損マウスにおける BPF の
発現上昇は、蛋白質レベルにおいてもウエス
タンブロットで確認した（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
この BPF の遺伝子欠損マウスにおいては、

SLPIの発現をshRNAで阻害しても細気管支幹
細胞への再分化転換は促進されなかった（図
4）。この結果から、BPF は SLPI の下流シグナ
ルとして働いていることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)炎症性肺疾患の新規治療法の開発 
前項までの研究成果から、BPF が SLPI の下

流シグナルとして細気管支幹細胞への再分
化転換を促していることが示唆された。実際、
BPFの組換え蛋白質rBPFを野生型マウスに投
与すると、細気管支幹細胞数の増加が認めら
れた（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
そこで、この BPF の機能を炎症性肺疾患の

新規治療法へ応用することを試みた。その結
果、ナフタレンによるマウス肺炎症モデルに
おいて、BPF の組換え蛋白質は、細気管支幹
細胞への再分化転換を促すことによって、炎
症を軽減することが明らかとなった（図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. BPF 欠損マウスにおける細気管支幹
細胞数。BPF 欠損マウスに、SLPI の発現を
抑制する short hairpin RNA を発現するプ
ラスミド shSlpi、あるいはコントロール
short hairpin RNA を発現するプラスミド
shCtrl を、経静脈的に in vivo トランス
フェクション法を用いて遺伝子導入した。
shSlpi によって、肺細胞の SLPI 発現レベ
ルは抑制されたものの、BPF 欠損マウスの
細気管支幹細胞（Lin 陰性、Sca-1 陽性、
自己蛍光弱陽性）の数は、shCtrl に比し
有意な増加は認められなかった。 

図 3. マウス肺細胞における BPF 蛋白質の
発現（ウエスタンブロット法）。図 2の mRNA
レベルでの実験結果に相応して、SLPI 欠損
マウスの肺細胞では、野生型マウスの肺細
胞に比し、BPF 蛋白質の発現が著明に増加
していた。βアクチンは、電気泳動に用い
た蛋白質量が、両群間同程度であることを
示している。 
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図6. ナフタレンによるマウス肺炎症モデ
ル。20 μg の BPF 組換え蛋白質 rBPF を、
経静脈的に野生型マウスに投与し、その翌
日、体重 1g 当り 200 μgのナフタレンを
腹腔内投与した。その 6日後に、肺炎症の
程度を評価するために、気管支肺胞洗浄液
中の全細胞数を測定した。rBPF の投与に
よって肺炎症は著明に軽減され、気管支肺
胞洗浄液中の全細胞数は有意に減少した。 

0

1

2

3

4

細
気
管
支
幹
細
胞
数

(×
10

5 )

shCtrl shSlpi 0

2

4

6

8

気
管
支
肺
胞
洗
浄
液
中

全
細
胞
数

(×
10

5 )

rBPF コント
ロール

0

1

2

3

4

細
気
管
支
幹
細
胞
数

(×
10

5 )

5

コント
ロール

rBPF

図 5. BPF の投与による細気管支幹細胞数
の増加。20 μg の BPF 組換え蛋白質 rBPF
を、経静脈的に野生型マウスに投与し、そ
の 7日後に、細気管支幹細胞（Lin 陰性、
Sca-1 陽性、自己蛍光弱陽性）の数をフロ
ーサイトメトリー法で測定した。BPF の投
与によって、細気管支幹細胞数は有意に増
加した。 
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