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研究成果の概要（和文）： 
マウスおよびヒト肺組織より，肺構成細胞を全て single cell として分離する技術を確立し

た．この細胞群から，まず血球系マーカーである CD45 で negative selection をかけ，フィー

ダー細胞上で培養した．その結果，間葉系の性質を持つ肺組織幹細胞の分離培養に成功した．

マウス肺組織幹細胞を用いた細胞治療を，エラスターゼ肺傷害モデルで検討した．その結果，

幹細胞を投与することにより，肺傷害の軽減と，肺組織修復の促進が得られることを明らかに

した．またこの細胞治療は，肺傷害が完成してからの治療開始でも十分な効果が得られること

がわかった．ヒト肺組織より分離した幹細胞の解析では，この細胞が肺胞 II 型上皮細胞に分化

できること，様々な肺疾患でその増殖が認められることを見いだした．また，この細胞は創薬

スクリーニングの良い技術であるために，特許を取得しその産業化に取り組んでいる．これら

の内容は現在論文作成中である． 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We established a method to isolate lung endogenous stem cells from human and murine lungs.  
These stem cells had differential potentials into multi-lineage. At the same time, they had an alveolar 
epithelial phenotype. In murine elastase-induced lung injury model, administration of lung endogenous 
stem cells attenuated the injury and improved the survival ratio, suggesting a potential cell therapy to 
lung diseases. In addition, lung endogenous stem cells, which have a potential to differentiate into 
alveolar epithelium, have been discovered from adult human lungs for the first time. These cells are 
useful for a drug discovery. 
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１．研究開始当初の背景 
 組織の修復と再生は，傷害を受けた臓器の
正常な治癒機転として重要である．反対に無
秩序な修復は組織の線維化や癌化を引き起
こす．また，修復機能の低下は，傷害臓器の
正常な構築の破綻をもたらす．この組織修
復・再生能力は，臓器ごとに大きく異なる．
骨などのように細胞レベルの破壊と修復が
常に繰り返されている臓器も有れば，肝臓の
ように傷害により組織の再生が生じる臓器
もある．この修復・再生能力は臓器ごとに異
なる．肺は，再生能力が低い臓器として知ら
れている． 
 修復と再生には，傷害を受けた細胞に置き
換わる新たな細胞の供給が必要である．この
細胞としては，組織固有に存在する組織幹細
胞と外部より供給される骨髄由来幹細胞が
関与している．我々は，肺傷害後の急性期の
修復に，骨髄由来幹細胞が関与し，またこの
細胞の存在が正常な組織修復に重要である
ことを明らかにしてきた（J Immunol 172: 
1266-1272, 2004; Thorax 60: 410-413, 
2005; Am J Respir Crit Care Med 172: 
794-795, 2005）．これらの細胞は肺胞上皮細
胞・血管内皮細胞に分化して存在する．しか
し，この肺修復にかかわった細胞の多くは，
時間経過とともに消失し，肺の組織幹細胞と
は成り得ないことを最近我々は明らかにし
た（Proc Am Thorac Soc 3: A556, 2006）．つ
まり，肺組織の修復には肺固有の組織幹細胞
が重要であることを示している．このことは，
我々の気腫化肺改善モデルにおいて，再構築
した肺胞が骨髄由来細胞のみによって構成
されているわけではなく，肺既存の細胞も含
まれていることからも示唆される（FEBS 
Lett 556: 249-252, 2004; Biochem Biophys 
Res Commun 324: 276-280, 2004）． 
 肺組織固有の幹細胞については，未だ明確
な同定はされていない．今まで，気道上皮細
胞，クララ細胞，肺胞 II 型上皮細胞が肺組織
幹細胞と考えられてきたが，これらの細胞が
多分化能を持つとは考えにくく，いわゆる組
織幹細胞とは言い切れない．マウス肺におい
ては，Sca-1+/CD45-/PECAM-/CD34+細胞分
画が肺組織幹細胞であるとの報告がある
（Kim et al. Cell 121: 823, 2005）．最近，
我々は肺組織より肺構成細胞を全て single 
cell として分離する技術を確立した．そして，
血球系のマーカーは陰性だが幹細胞マーカ
ーが陽性である組織幹細胞をヒト肺組織お
よびマウス肺組織から分離培養することに
成功した．これらの細胞はコロニーを形成し
継代培養が可能である．ヒト由来細胞とマウ
ス由来細胞とでは反応性が違うものの，肺胞
上皮細胞，線維芽細胞，また一部は神経細胞
へと分化する．これらの肺組織幹細胞の機能
低下，または数の減少は，正常な肺組織修復

の妨げとなり，肺気腫など様々な肺疾患の原
因となっている可能性も否定できない．本研
究では，これら肺組織幹細胞の機能解析，分
化を制御する因子の解明，ヒト肺組織幹細胞
においては肺機能など原疾患との関連等を
明らかにすることにより，肺を構成する細胞
から見た呼吸器病学の構築を目指すもので
ある． 
 
２．研究の目的 

(1) 肺傷害モデルにおける組織幹細胞・
骨髄由来幹細胞の変移 

(2) 気腫化肺に対する HGF 吸入療法の効
果 

(3) 気腫化肺に対する肺組織幹細胞を用
いた細胞治療 

(4) ヒト肺組織からの組織幹細胞分離技
術の確立，および分化法の樹立 

 
３．研究の方法 
 研究はヒト肺組織とマウス肺疾患モデル
を用いて進めていく．肺組織幹細胞は以下の
方法で分離培養する． 
（ヒト肺組織幹細胞） 
 東北大学病院呼吸器外科の協力の下，後述
するように同意が得られた肺癌症例，開胸肺
生検症例，volume reduction surgery 症例よ
り，3 x 3 x 3 cm 四方の肺組織の提供を受け
る．この組織より，我々がすでに確立してい
る肺細胞の single cell suspension を作成
する．具体的には，我々が作成した
collagenase/dispase による細胞分離溶液とと
もに肺組織を処理し，single cell 
suspension を作成．細胞洗浄後，抗体と反応
させ，BD FACSAria®を用いて幹細胞分画を分
離培養する．多数のマーカーを用いた細胞分
離が必要なため，以前当講座の科研費で購入
した autoMACS™を用い抗 CD45 抗体と抗
PECAM-1抗体で negative selectionをかけた後，
BD FACSAria®での分離解析を行う． 
 
（マウス肺組織幹細胞） 
上記ヒト肺におけるプロトコールをマウ

ス肺に至適化させた方法で，single cell 
suspension を作成し，FACSAria を用いて幹細
胞分画を分離培養する． 
 (1). 肺傷害モデルにおける組織幹細胞・骨
髄由来幹細胞の変移 
 GFP トランスジェニックマウスの骨髄細
胞を C57BL/6 マウスに移植し，骨髄由来細胞
の同定が GFP の有無で解析できる GFP キメ
ラマウスを作成．この GFP キメラマウスに，
LPS，放射線，エラスターゼによる肺傷害モ
デルを作成．肺傷害修復期の骨髄由来細胞動
態を FACS および組織染色で解析．同時に，
内在性の肺組織幹細胞分画 Sca-1+ 

/CD45-/PECAM- /CD34+を FACS および組織



染色で解析． 
 (2)．気腫化肺に対する HGF 吸入療法の効果 
  C57BL/6 マウスにエラスターゼを気道内
投与し，肺気腫病変を作成．気腫病変完成後，
HGF を週 3 回，3 週間にわたり気道内投与．
その後，肺組織を固定し，気腫病変の変化を
病理組織学的に解析．また， 内在性の肺組
織幹細胞分画 Sca-1+ /CD45-/PECAM- /CD34+

を FACS および組織染色で解析． 
 (3)．気腫化肺に対する肺組織幹細胞を用い
た細胞治療 

まず，マウス肺より組織幹細胞を分離する
ため，collagenase/dispase を用いてマウス肺
single suspension を作成．この細胞浮遊液から，
抗 CD45 抗体を用いて血球成分を除去．さら
に，抗 Sca-1 抗体を用いて，Sca-1 陽性肺細胞
を分離．次にこの Sca-1 陽性肺細胞をフィー
ダー細胞上で培養し，コロニー形成細胞を単
離． 

分離した幹細胞の分化能を，mesenchymal 
stem cell functional identification kitを用いて解
析．また，肺胞上皮細胞・血管内皮細胞への
分化を，SP-C, AQP5, CC10, CK19, eNOS, 
CD31, Flk-1, vWF 発現の変化で確認． 
次に，マウスにエラスターゼ肺傷害モデル

を作成し，この幹細胞を 0.5 x 106個，気道内
投与し，生存率を解析．対象として，培養液
投与群，線維芽細胞投与群をおいた．また，
GFP トランスジェニックマウス由来の肺組
織幹細胞も樹立し，幹細胞気道内投与後の細
胞動態を蛍光顕微鏡および免疫染色で解析． 
 (4)．ヒト肺組織からの組織幹細胞分離技術
の確立，および分化法の樹立 

倫理委員会承認を受け，同意書が得られた
肺手術症例より肺組織をいただき， 
collagenase/dispase を用いてヒト肺 single 
suspension を作成．この細胞浮遊液から，抗
CD45 抗体を用いて血球成分を除去．フィー
ダー細胞上で培養し，コロニー形成細胞を単
離．その遺伝子発現，分化能を解析．また，
疾患肺の免疫染色を行い，このヒト肺組織幹
細胞の分布を同定． 
 
４．研究成果 
本研究において，以下の点を解明した． 

(1) 肺傷害モデルにおける組織幹細胞・
骨髄由来幹細胞の変移 

(2) 気腫化肺に対するHGF吸入療法の確
立 

(3) 気腫化肺に対する肺組織幹細胞を用
いた細胞治療の可能性 

(4) ヒト肺組織からの組織幹細胞分離技
術の確立，および分化法の樹立 

 
(1). 肺傷害モデルにおける組織幹細胞・骨
髄由来幹細胞の変移 

我々はマウス肺傷害モデルにおいて骨髄

由来幹細胞が肺の修復に関与することを明
らかにしてきた（J Immunol 172: 1266-1272, 
2004; FEBS Letter 556: 249-252, 2004; Biochem 
Biophys Res Commun 324: 276-280, 2004）．しか
し，この骨髄由来細胞が肺修復後も肺細胞と
して機能していくのかは不明であった．そこ
で，骨髄細胞を GFP トランスジェニックマウ
ス由来の細胞の置換した GFPキメラマウスを
用い，骨髄由来細胞の推移を検討した．また，
マウス肺内在性の組織幹細胞 Sca-1+ /CD45- 

/PECAM- /CD34+細胞分画の変化も観察した．
その結果，骨髄由来細胞は，肺傷害後 4週間
にわたり肺胞壁に存在するが，その後経時的
に減少し，24 週後には当初の約 20%まで減少

することを明らかにした（図 1）． 
図 1 
 

 この時，内在性の幹細胞 Sca-1+ /CD45- 

/PECAM- /CD34+細胞群は増加し，マウス肺
傷害後の修復時は，骨髄由来幹細胞だけでは
なく，内在性の組織幹細胞も関与することを
明らかにし， Proc Am Thorac Soc 5: 362-363, 
2008 に報告した． 
 (2)．気腫化肺に対する HGF 吸入療法の確立 
研究代表者が保有する特許（肺胞分化誘導

剤（特願 2004−66410）， A differentiation- or 
regeneration-inducing agent for alveoli. 
(European Patent No. 05720655.9 -2107 
-JP2005004384) ）を元に，臨床応用可能な HGF
の吸入療法によって肺内在性の組織幹細胞
分化増殖を促し，難治性肺疾患である肺気腫
の治療ができないか検討した．その結果，HGF
吸入により内在性の Sca-1+ /CD45- /PECAM- 

/CD34+組織幹細胞群の分化誘導が認められ，
気腫病変の改善が認められた（図 2）． 
図 2 



 
 
以上の結果は， Molecular Therapy 16: 

1417-1426, 2008.に報告した． 
 (3)．気腫化肺に対する肺組織幹細胞を用い
た細胞治療の可能性 
肺内に存在する組織幹細胞を用いること

により，肺修復治療が可能か検討した． 
まず，マウス肺組織より Sca-1 陽性細胞を

分離し，コロニーを形成する幹細胞群を樹立
した（図 3）． 

図 3 
 

この新規細胞は，脂肪細胞や骨細胞などへ
の多分化能を有していた．それとともに，
様々な増殖因子刺激により，肺胞上皮細胞や
血管内皮細胞への分化能力も有していた（図
4）． 

図 4 

以上のことより，この細胞は肺組織由来の
多能性幹細胞であることが明らかとなった． 
そこで，この細胞を用いた細胞治療が，肺

傷害に対して可能か検討した． 
マウス肺にエラスターゼを投与し，肺傷害

を惹起した．この時，気道より上記の幹細胞
を投与すると，死亡率の低減が認められた
（図 5）． 

図 5 

 
この時，肺内に投与した幹細胞が気道・肺

胞壁において，クララ細胞（CC10 陽性）や肺

胞上皮細胞（SP-C 陽性）に分化して存在して
いた．  

以上のことより，肺傷害に対する幹細胞を
用いた細胞治療の可能性が示唆され，Stem 
Cells Dev 19: 523-535, 2010 に報告した． 
 (4)．ヒト肺組織からの組織幹細胞分離技術
の確立，および分化法の樹立 
以上のマウス実験を踏まえ，ヒト肺組織中

に同様の組織幹細胞が存在しないか検討し
た． 
まず，倫理委員会の承認後，同意の得られ

た肺手術症例より肺組織をいただき，組織幹
細胞の分離を行った．その結果，ヒト成人肺
においても多分化能を持つ幹細胞が存在す
ることが明らかとなった． 

この幹細胞群は，様々な疾患肺に存在し，
肺の修復および癌などの異常修復に関与し
ていることが示唆された． 
この細胞は，肺疾患に対する創薬のスクリ

ーニングに大変有用であるため，特許を取得
し（ヒト肺組織幹細胞の調製方法及び肺胞上
皮細胞への分化誘導方法（特願 2009- 
100548）），難治性肺疾患に対する新規治療開
発へ向けた研究を進めている． 
以上の内容は，2009 International Conference 

of the American Thoracic Society で報告し（Am 
J Respir Crit Care Med. 179: A1996, 2009)，現在
論文投稿中である． 
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