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研究成果の概要（和文）：本研究では、呼吸器の発生の基本原理を解明するため、気道上皮組織における３つの主要細
胞種の分化プログラム、数量的バランス制御機構の解明を行なった。発生中の気道上皮においてNotch2が線毛細胞分化
を抑制してクララ細胞分化を誘導すること、さらにNotch1,2,3が共役して神経内分泌細胞（NEC）クラスターのサイズ
を制御していることを明らかにした。また胎児期のNECを被っている新規のSSEA-1陽性のSPNC細胞を発見し、この細胞
種がNECクラスターのサイズ制御に機能する可能性を見いだした。気道上皮細胞の初代培養系を使った線毛細胞分化誘
導系を利用して、線毛細胞の分化プログラムの解明に挑戦した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to decipher the principal mechanism of lung organogenesi
s by investigating cell differentiation programs and population balance regulations among airway epithelia
l cells. We determined that Notch2 promotes Clara cell differentiation by suppressing the ciliated cell pr
ogram, and Notch1, 2, 3 cooperate in size regulation of neuroendocrine cell clusters. We further identifie
d a novel cell population SPNC cell and proposed an idea that these SPNC cells regulate the size of the NE
C clusters. On the other hand, transcriptome analysis for primary culture cells of tracheal epithelium rev
ealed the differentiation program of ciliated cells from the basal cell type progenitors.
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１．研究開始当初の背景 
 呼吸器の発生・再生に関する研究が徐々に
盛んになり、関連する遺伝子が明らかになり
つつあった。我々は気道上皮細胞種間の数量
的バランスが呼吸器の生理的・病理的機能に
深く関わると考え、各気道領域によって異な
る数量的バランスで特殊化細胞が出現し、維
持されるメカニズムの解明を目指していた。
そして、我々を含む複数のグループが、呼吸
器の発生過程で Notch シグナルが線毛細胞
の分化を抑えてクララ細胞を誘導している
ことを明らかにした  (Morimoto et al., J 
Cell Sci. 2010)。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、呼吸器の発生・再生の基本原
理を解明するため、近距離細胞間の情報伝達
経路である Notch シグナルの役割に注目し、
気道上皮組織における線毛細胞、クララ細胞、
神経内分泌細胞の分化プログラム、数量的バ
ランス制御機構を解明することを目的とし
た。当時の予備実験から、我々は胎児肺の神
経内分泌細胞が、未分化細胞マーカーである
SSEA-1 抗原陽性細胞に囲まれていることを
発見した。そしてこの細胞種を SPNC 細胞と
名付けた。Notch シグナルが完全に欠損した
気道上皮では、この SPNC 細胞が消失してい
ることを発見した。さらなる解析により、こ
の Notch シグナル完全欠損の上皮では、上記
の線毛細胞増加に加えて神経内分泌細胞の
著しい過形成が観察された。これらの予備実
験をふまえ、我々は神経内分泌細胞が Notch
シグナルを介して SPNC 細胞を維持し、
SPNC 細胞は神経内分泌細胞の増加を抑制
することでお互いの数量的バランスを決め
るネガティブフィードバックを形成してい
ると仮説を立てた。具体的に以下の３項目を
研究目的として定めた。 
⑴ 神経内分泌細胞—SPNC 細胞間の Notch
シグナルを介した相互作用と、それによる両
細胞の数量的バランス制御機構をマウス個
体で解明 
⑵ SPNC 細胞の機能をマウス個体で検証 
⑶ 線毛細胞とクララ細胞の分化過程におけ
るトランスクリプトームの変化を解明 
 
３．研究の方法 
 正確かつ詳細な理解のため、マウス個体を
使った遺伝学的解析と、細胞分化過程のトラ
ンスクリプトーム解析を平行して行なった。
具体的にマウス個体解析では Notch1, 2, 3 レ
セプターの個別、もしくは複数欠損マウスの
作成や、Notch シグナルの過剰活性化解析を
行った。さらに、SPNC 細胞の機能解析のた
めに Upk3-STOPflox-DTA マウスを新たに
作成した。初代培養細胞を用いた解析では、
基底細胞型の気管上皮幹細胞が線毛細胞へ
分化する過程の分化プログラムを、次世代シ
ークエンサーを用いた deepCAGE 法で全体
像を把握する事を試みた。 

 
４．研究成果 
(1) 神経内分泌細胞—SPNC 細胞間の Notch
シグナルを介した相互作用と、それによる両
細胞の数量的バランス制御機構をマウス個
体で解明するため、Notch シグナルを完全に
失う Notch1,2,3 トリプルノックアウトマウ
ス(TriNKO)を作成した。TriNKO の肺は神経
内分泌細胞のクラスターが著しく大きくな
るとともに、SPNC 細胞が消失していた（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SPNC 細胞の維持に Notch シグナルが必須
であること、SPNC 細胞の出現が神経内分泌
細胞のクラスターサイズ制御に必須である
ことが分かった。次に気道上皮で Notch 活性
が過剰に誘導されるトランスジェニックマ
ウス SP-C-rtTA, TetO7-Cre, Rosa-N1ICDマ
ウスを作成したところ、今度は逆に SPNC 細
胞が増大し、神経内分泌細胞の著しい減少が
観察された。SPNC 細胞の誘導に Notch シグ
ナルが必要充分であり、過剰な誘導が神経内
分泌細胞に対してネガティブな効果がある
ことが分かる。さらに神経内分泌細胞が消失
する Mash1 KO マウスを解析した所、SPNC
細胞も居なくなっていた。この結果は SPNC
細胞の数とユニークな局在を誘導している
のは神経内分泌細胞が発現する Notch リガ
ンドであることを示唆していた。また、SPNC
細胞が消失する TriNKO の表現型は Notch1, 
2, 3 それぞれのシングル、ダブルノックアウ
ト で は 再 現 さ れ な か っ た こ と か ら 、
Notch1,2,3 の３種が共役して SPNC 細胞、そ
して神経内分泌細胞クラスターのサイズを
制御していることが明らかになった。 
 
⑵ SPNC 細胞の機能をマウス個体で検証す
るために、SPNC 細胞を選択的に標識、操作
できるトランスジェニックマウスの作成に
取り組んだ。この研究は思いのほか難航した。
原因は、当初計画していた SSEA-1 抗原の合
成に関わる酵素の同定ができなかったこと
が大きい。そんな中、SPNC 細胞が発現する
マーカー遺伝子 Upk3 が他のグループから発
表された。我々も自分たちでこのことを確認
した（図２）。この結果を踏まえ、SPNC 細胞
の細胞系譜追跡と同細胞の選択的な除去の
両 方 が で き る 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス
Upk3-STOPflox-DTA の作成に取り組み、成功
した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このマウスとタモキシフェン（Tmx）誘導に
より気道上皮細胞にCre組み替え活性を誘導
できる Nkx2.1-CreERt2 マウスとかけ合わせ
た。妊娠中に Tmx を注射することで、Upk3遺
伝子を発現する SPNC 細胞を DTA の毒素によ
って選択的に除去する事を試みた。肺を回収
し、免疫染色により SPNC 細胞の顕著な減少
を確認できた。現在、神経内分泌細胞の分布
の解析を行っている。この結果を解析し、
SPNC 細胞の神経内分泌細胞への作用を解明
する予定である。 
 
⑶ 線毛細胞とクララ細胞の分化過程におけ
るトランスクリプトーム変化の解明のため
に、気管上皮細胞の初代培養技術を応用した。
この初代培養系は大変ユニークで、基底細胞
型の未分化な前駆細胞が、成熟した気管上皮
細胞へ分化する過程を培養皿上で再現でき
る。さらに、通常 30〜50％の初代培養細胞
が線毛細胞へ分化するが、我々は Notch シグ
ナルを薬理的に抑制する事で全体の 95%以
上という高効率で繊毛細胞を誘導する培養
手法を確立していた。この高効率線毛細胞誘
導系を利用して、線毛細胞の分化プロセスを
明らかにしようとした。培養している前駆細
胞に分化誘導を行い、線毛細胞が確立するま
での４日間で 17 タイムポイントのサンプル
を回収し、理化学研究所オミックス領域の協
力のもと、次世代シークエンサーを用いた
deepCAGE 法によるトランスクリプトーム解
析を行った（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
解析は現在も続けており、線毛細胞分化の制
御因子の候補が上がってきている。また、今
回の解析結果は理研オミックス領域の主導
する FANTOM5 プロジェクトの一環として
Nature 誌（Vol. 507, 462-470）に掲載され
た論文に貢献した。 
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