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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は人工材料を用いた気管欠損部位の再建術において、人工材料内腔面の
上皮形成期間の短縮を目的としている。in vivoにて生体中でiPS細胞由来の気管上皮組織が腫瘍化することなく
生着できることを明らかにした。iPS細胞由来の気管上皮組織が人工材料と供に移植することで上皮形成期間の
短縮を実現できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is shortening of the epithelialization period of 
inner side of artificial materials in the reconstruction of the trachea defect using the artificial 
materials. It was demonstrated that tracheal epithelium derived from induced pluripotent stem cells 
could survive without a becoming a tumor in nude rats in vivo.
Because a tracheal epithelium derived from induced pluripotent stem cells implanted it to artificial
 materials and an attendant, the possibility that we could realize shortening of the 
epithelialization period was demonstrated.
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1. 研究当初の背景 
これまで広範囲な気管欠損部に対しては、自家組
織移植が行われてきたが、侵襲が大きい上、機能・
美容上の問題がある。1995 年以降、中村、大森
は体内で組織再生を誘導する in situ Tissue 
Engineering の手法で、ポリプロピレンメッシュ
にコラーゲンスポンジを付加した人工材料を開発
し、これを足場（スキャフォールド）として動物
実験で気管の再生を実現した。2002 年より本技
術を用いて臨床応用し良好な結果を得ている
（Omori K, et al. Ann Otol Rhinol Laryngol 
2008）。しかし、臨床応用での課題は気管内腔面
の上皮形成に 2 カ月を要することが問題とされ
ており、感染などのリスクを減らすために上皮形
成期間の短縮を課題と位置付けてきた。 
近年、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を用いた再
生医療を実現すべく様々な領域で研究が進められ
ている。iPS細胞は胚性幹細胞(ES細胞)と同じく
多能性を有する幹細胞であり、ES 細胞の倫理的
問題や拒絶反応の問題が回避できる。本講座でも
in vitro においてマウス iPS細胞から気管上皮組
織への分化誘導を報告している(Otsuki K, et al. 
Laryngoscope 2013)。しかし、今後の臨床応用へ
向けて本手法で分化誘導した気管上皮組織が生体
に生着させるための手法や移植に適した組織であ
るかの評価を行う必要があった。多分化能を有す
る iPS 細胞から分化誘導した気管上皮組織が人
工材料と供に生体へ移植することが可能となれば、
人工材料内腔面の上皮形成期間を著しく短縮でき
る可能性が期待される。 
 
2. 研究の目的 
本研究の目的は in vitroでマウス iPS細胞から気
管上皮組織への分化誘導した手法(Otsuki K, et 
al. Laryngoscope 2013)を用いて、気管上皮組織
への分化誘導の過程を継時的に検証し、移植に適
した成熟した気管上皮組織であるかを検証する。
また、気管上皮組織を人工材料と供にヌードラッ
トへ移植し組織学的に評価を行う。 
 
3. 研究の方法 
① マウス iPS 細胞の培養 
京都大学より使用承諾を受け理化学研究所バイオ
リソースセンターより購入したマウス線維芽細胞
由来 iPS 細胞（iPS-MEF-Ng-20D-17）をフィー
ダー細胞上で培養し、十分量の iPS細胞を確保す
る。 
② 分化誘導 

トリプシン処理を行い、iPS 細胞を単離させる。
iPS 細胞は Knockout Serum Replacement 
(KSR)を 10%濃度で含有した無血清培地中で
1000 個の細胞数で浮遊培養させることで胚様体
を形成した。iPS 細胞から形成した胚様体を
activin A(100ng/ml)と b-FGF (100ng/ml)を含有
した無血清培地中で 5 日間接着培養し、その後
Air liquid interface（以下ALI）環境下で接着培
養を継続することで気管上皮組織への分化誘導を
行った(Otsuki K, et al. Laryngoscope 2013)。 
③ 継時的評価 
◇組織学的評価：分化誘導した気道上皮組織が移
植に適する成熟した組織であるかを、ALI環境下
で培養中の胚様体を継時的に評価することで検討
した。接着培養開始後 12日目、19日目、26日目、
33日目の胚様体をHematoxylin & Eosin(H．E．)
染色による組織学的所見で線毛上皮構造が出現し
ているかを評価した。さらに蛍光免疫染色によっ
て線毛構造にβ-tubulin IV の発現と上皮間に
ZO-1の発現を評価した。 
◇遺伝子学的評価：リアルタイム PCR 法にて線
毛上皮のマーカーであるβ-tubulin IVとFoxJ1、
iPS細胞のマーカーであるGFPと nanogについ
て評価した。 
④ iPS 細胞から分化誘導した気管組織の移植 
ALI環境下で接着培養を行い気管上皮組織への分
化を確認した胚様体が包埋された人工材料を移植
したものを「ALI model」とした。比較対象はALI
環境下で接着培養を開始する前の状態の胚様体を
コラーゲンゲルに包埋した「without ALI model」、
胚様体を包埋していないコラーゲンゲルのみた塗
布された「control model」とした。 
◇移植材料の作成：医療用ポリプロピレン製メッ
シュの内側及び外側にブタ由来アテロコラーゲン
を真空凍結乾燥法により付加しコラーゲンスポン
ジの層を形成させる。Ⅰ型コラーゲンゲルを人工
材料の片側に塗布する。 
◇iPS 細胞由来気管上皮組織の人工材料への包
埋：人工材料に塗布されたコラーゲンゲル内に
iPS 細胞由来の気管上皮組織を胚様体の形態で 1
つの人工材料につき 12個包埋させた。 
◇気管欠損モデル作成：全身麻酔下に 7-9週齢免
疫不全ラット（F344/NJcl-rnu/rnu）の気管を露
出させ、気管欠損モデルを作製した。前頸部皮膚
を縦切開し、前頸筋を白線で分けると気管壁に到
達し、第 2・3 気管軟骨前部を切除し開窓した（開
窓部は 1.5×2.5 ㎜とする）。人工材料のコラーゲ
ンゲル塗布面を気管内腔面となるように気管開窓



部を覆った。人工材料と気管壁は縫合せず、前頸
筋で被覆し固定し、皮下組織・皮膚を縫合した。 
1 週間後に気管欠損部位の再生組織を人工材料と
供に摘出した。 
⑤ 蛍光蛋白標識された iPS 細胞を用いた in 
vivoでの調査 
iPS細胞に蛍光蛋白である tdTomatoを遺伝子導
入し、これを同様の方法で気管上皮組織へ分化誘
導させて移植することで、生体中での移植した
iPS細胞由来組織の影響を検討した。 
 
4. 研究成果 
In vitro 
◇継時的組織学的評価 
胚様体の組織学的評価は H．E．染色ですべての
評価段階において上皮細胞様細胞が管腔構造を形
成していた。線毛様構造は 26 日目以降の胚様体
中に確認できた。蛍光免疫染色では線毛様構造に
βtubulin IVの発現が認められ，上皮様細胞の細
胞間にはタイトジャンクションのマーカーである
ZO-1の発現が認められた。接着培養開始後 26日
程度で線毛構造が出現し上皮組織としての成熟が
得られると判断した。 
iPS 細胞から分化誘導した気管上皮組織を人工材
料ととともにヌードラットへ移植するタイミング
は接着培養開始後 26日目の胚様体とした． 
◇real time PCR 
評価する対象はコントロールとして未分化な iPS
細胞と、接着培養開始前の胚様体，ALI培養前の
胚様体，線毛構造が組織学的に認められた接着培
養開始後 26 日目の胚様体について比較した。線
毛上皮マーカーであるβtubulin IV と FoxJ1 は
26日目において高値であり、未分化マーカーであ
るGFPとNanogは継時的に減少していた。 
接着培養 26日目の胚様体において、iPS細胞から
気管上皮組織へ分化誘導されていることが定量的
も確認された。 
In vivo 
◇移植標本の組織学的評価 
iPS 細胞由来の組織を含有する ALI モデルと
without ALIモデルは気管欠損部の 2-3層の細胞
からなる上皮形成を認めたが、controlモデルは気
管欠損部には明らかな上皮形成を認めなかった。
ALIモデルにおいて気管欠損部周囲の再生組織中
に iPS細胞由来組織と考えられる線毛構造を有し
た管腔状の上皮様構造が生着していた。Without 
ALIモデルでは気管欠損部周囲の再生組織中に腫
瘍化した iPS細胞由来組織が確認された。control 

モデルの再生組織中には iPS細胞を移植したモデ
ルのような組織は認めなかった。ALIモデルとし
て移植された 26日間接着培養を行った iPS細胞
は ALI 環境下で維持培養を継続されたことによ
り分化が進行し腫瘍化を来すことなく生着できた
と判断された。これは in vitroの結果と矛盾しな
いと考えられた。蛍光免疫染色ではALIモデルに
おいて線毛様構造にβ-tubulin IVの発現と、上皮
構造の細胞間に ZO-1の発現を認められ、上皮構
造がバリアとして働く機能を有していることが推
測された。 
◇tdTomato標識 iPS細胞の移植 
tdTomatoで標識した iPS細胞をこれまでと同様
の方法で気管上皮組織へ分化誘導した。蛍光抗体
法を用いた免疫染色で tdTomatoの発現を確認す
ると移植したヌードラットの再生組織中で一塊と
なって存在していることが明らかになった。気管
欠損部の再生上皮中には tdTomatoを発現する細
胞は認めなかった。 
これらの結果より iPS細胞由来の気管上皮組織は
本手法によって気管欠損部位への上皮配置には至
らなかったものの、上皮として成熟した構造を有
したまま生体に生着できる可能性が期待できるも
のと考えれられた。 
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