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研究成果の概要（和文）：遺伝性間質性肺炎（SP-C遺伝子欠損症）患者３名から末梢血を採取し，iPS細胞研究
所においてエピゾーマルベクター法にてiPS細胞を作製した．核型解析を行った結果，核型正常の株もあるが，
核型異常の株もみられた．正常核型iPS細胞から分化誘導を行ない，肺前駆細胞のマーカー蛋白が発現している
ことが確認でき．肺胞上皮細胞への分化効率の安定化を試みた，効率よくNKX2-1陽性細胞に分化するクローンを
選定することができた．その後，CPM陽性細胞を単離し，三次元培養下にて肺胞上皮細胞に分化させた．電子顕
微鏡で観察したところ，ラメラ体の形成と，免疫染色でもII型肺胞上皮細胞に分化していることを確認した．

研究成果の概要（英文）：We recruited three patients with interstitial pneumonia 8pulmonary fibrosis)
 who has genetic surfactant protein-C deficiency. From monocytes of the patients, we produced 
disease specific iPS cells by using episomal vector. Among the iPS cells, we selected cells with 
normal karyotype. From the cells, we tried to induce alveolar type II cells through NKX2.1-positive 
cells efficiently. We observed lamellar bodies on electromicroscopy and we found SP-C positive cells
 in immunostaining.   

研究分野： 呼吸器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺線維症においては根本的・画期的治療薬がないのが現状である．その理由として，ヒトの肺疾患において肺胞
上皮細胞の採取は侵襲的であるため行いにくく，また，細胞の培養・増殖が困難で研究が進めにくいことがあ
る．その点でiPS細胞から分化誘導したAT2細胞を用いることで，その機能や生理学的側面を評価でき，また遺伝
的肺疾患の表現型を再現できることが示され，さらに病態研究，治療薬スクリーニングに活かすことができれ
ば，呼吸器疾患研究の新たな方法論の展開となり，本申請の肺線維症はもとより他の肺疾患においてもiPS細胞
を用いた肺疾患研究の可能性が広がる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肺胞組織において，Ⅰ型肺胞上皮細胞(AT1 細胞)はガス交換を担う細胞であり，Ⅱ

型肺胞上皮細胞(AT2 細胞)は肺胞の虚脱を防ぐサーファクタントを産生し，これらの

細胞は気道で最も遠位端に存在する上皮細胞である．surfactant protein-C (SP-C)は

AT2 細胞に特異的なタンパクである．これまでにヒト多能性幹細胞(ES/iPS 細胞)から

AT2 細胞を安定して誘導し，SP-C の発現を確実に示し，電子顕微鏡で lamellar body

を示した報告はなかった．我々は，2011-2013 年度科学研究費基盤 C（伊藤功朗）な

どにて，多段階分化誘導法によりES/iPS細胞からAT2細胞を誘導し，その過程でSP-C

ノックイン・レポーターiPS 細胞を作成し，誘導細胞の SP-C 発現を証明した(Gotoh S, 

Stem Cell Reports 2014)． 

特発性間質性肺炎(idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)は肺線維化が不可逆性に進

行する原因不明の予後不良疾患である．IPF では，AT2 細胞の傷害やアポトーシスが

報告されており，一見健常な部位の細胞でもアポトーシスが亢進し(Barbas-Filho JV, 

J Clin Pathol 2001)，アポトーシス関連蛋白の発現変化も見られる(Plataki M, Chest 

2005)．IPF と同様の病理所見を呈する肺線維症を発症する希少な SP-C 遺伝子変異家

族集積例が本申請分担研究者の森本らにより報告された(Ono S, Eur Respir J 2011)．

ここでは cell line を用いて SP-C 遺伝子変異(G100S)により小胞体ストレスの増加と

アポトーシスの誘導も示され，IPF による肺線維化の促進因子として肺サーファクタ

ントや小胞体ストレスの重要性が示唆されている．実際の AT2 細胞で SP-C 遺伝子変

異が小胞体ストレスを惹起するかは，世界的にも検討がなされていない．以上から，

AT2 の小胞体ストレス，アポトーシスが肺線維化のカギと推測されているが，その機

序は未解明である．また，「抗線維化薬」としては pirfenidone が発売されているが，

まだ十分な臨床効果を期待できるものはない． 

 

２．研究の目的 

間質性肺炎を呈する遺伝性疾患である surfactant protein-C (SP-C)遺伝子変異患者由来の

iPS 細胞を用いて，その病態解析を行い，特発性間質性肺炎(IPF)における肺線維化の病態

解明と新規治療法の開発を行う．その実現のために，以下の３点を研究の目的とする． 

(1) 疾患由来 iPS 細胞から分化したⅡ型肺胞上皮細胞が，特異な表現型である小胞体スト

レスやアポトーシスを呈することを示す． 

(2) 疾患由来 iPS 細胞を用いた肺線維化発生の機序を解明し，治療薬候補化合物のスクリ

ーニングを行う． 

(3) 遺伝子疾患での検討から一般的な IPF における病態理解へと発展させる． 

 

３．研究の方法 

本研究の対象は，SP-C 遺伝子変異を持ち肺線維症を発症した患者さんで，長崎大学を

受診している患者さんである．対象者からは京都大学ならびに長崎大学の医の倫理委

員会に認められた方法でインフォームド・コンセントを取得し，採血にて末梢血単核

球を採取する． 

単核球を分離し,OCT3/4, SOX2, KLF4, L-MYC, LIN28, p53-shRNA, EBNA発現用エ

ピソーマルベクターを用いて iPS 細胞を作成する． 

コロニーを数十個増殖させ，核型解析，SP-C 遺伝子変異解析を行い，iPS 細胞の樹立



を確認する 

iPS 細胞より AT2 細胞の分化誘導．誘導方法はすでに発表した方法を modify し，本

iPS 細胞で適切な誘導条件を，CPM 陽性細胞，NKX2-1 陽性細胞，SP-C 陽性細胞を

指標として検討する． 

電子顕微鏡で lamellar body を観察し，形態や数の増加を観察する． 

小胞体ストレスやアポトーシスのマーカー発現を real-time PCR, Western-blot など

で証明する． 

 

４．研究成果 

SP-C 遺伝子変異により肺線維化へ至る機序を解明し，より広い IPF の病態理解を深め

ると同時に，この難治性疾患に対する創薬の可能性を拓くための基盤となる知見を得

るために研究を開始した．長崎大学にてリクルートした遺伝性間質性肺炎（SP-C 遺伝

子欠損症）患者３名から，同意のもと末梢血を採取し，iPS 細胞研究所においてエピ

ゾーマルベクター法にて iPS 細胞を作製した．各患者から複数のコロニーを採取し，

継代培養にて増加させ，保存した．保存した細胞株の複数を起こし，核型解析を行っ

た結果，核型正常の株もあるが，核型異常の株もみられた．正常核型であることが確

認された SP-C 変異の患者特異的 iPS 細胞から分化誘導を行ない，肺前駆細胞のマーカ

ー蛋白が発現していることが確認できた．そこで，肺胞上皮細胞への分化効率の安定

化を試みた．レチノイン酸濃度などの条件を検討したところ，効率よく NKX2-1 陽性細

胞に分化するクローンを選定することができた．その後，CPM 陽性細胞を単離し，三

次元培養下にて肺胞上皮細胞に分化させた．電子顕微鏡で観察したところ，ラメラ体

の形成と，免疫染色でも II 型肺胞上皮細胞に分化していることを確認した．ER スト

レスなどの異常については再現性を含め，更なる検討を要すると考えられた．今後は

健常者由来iPS細胞との比較なども行なってII型肺胞上皮細胞の異常についての詳細

な解析を進めたい． 
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