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研究成果の概要（和文）：iPS 細胞をコラーゲンゲルに包埋し、さらに足場となるコラーゲンス

ポンジに浸透させることにより、足場内での培養に成功した。軟骨分化誘導培地を使用し、軟

骨形成を図った結果、軟骨様組織が得られた。得られた組織片の組織像、蛋白質や遺伝子の発

現に関して評価を行い、軟骨への分化が確認された。得られた軟骨組織片を含む足場材料の移

植を免疫不全ラットの気管欠損部に行った。iPS 細胞由来の軟骨様組織の形成が認められ、iPS

細胞を利用した軟骨組織の再生が示された。 

          

研究成果の概要（英文）：Our study demonstrated that iPS cells have the potency to 

differentiate into chondrogenic cells, as shown by the appearance of Alcian blue-stained 

colonies and expression of a cartilage-associated gene of collagen type II in vitro. Implanted 

iPS cells were confirmed to exist in the 3D scaffold in vivo. Cartilage-like tissue was 

regenerated in tracheal defect using iPS cells. Our results suggest the potential of iPS cells 

for the regeneration of the tracheal wall. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 臨床において癌や外傷、炎症、先天性

奇形などにより喉頭や気管といった

気道の一部を切除せざるを得ない場

合があり、代替となる気道再建材料の

開発は急務である。 
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(2) 動物実験レベルでの cell source に関

して、同種あるいは他種由来の再生軟

骨を喉頭や気管などの気道の骨格と

して利用することは長期安定性にお

いて非常に難しいとされてきたが、自

己由来 iPS 細胞から得られた軟骨組

織は、移植後体内での長期安定性が得

られる可能性がある。 

(3) これまで我々が扱ってきた人工気管

の骨格はポリプロピレンを物性的に

気道に適合するように加工しており、

長期間安定していることが証明され

ている半面、人工材料の半永久的な体

内留置が避けられず、また成長期にあ

る小児に対しては気道の成長に対す

る影響を考慮し、この人工気管による

気道再建の適応外とされている。 

(4) 適切な足場材料と分化誘導で得られ

た軟骨細胞を組み合わせて得られた

再生軟骨組織を気道の骨格として利

用できれば、人工材料の長期留置から

の脱却を図れるとともに、小児への適

応可能な人工気管の開発に道を開く

可能性がある。更に多分化能を有する

iPS 細胞を用いて、in vitro で質的、

量的に気管軟骨に近い形で分化誘導

が可能となれば、人工材料の体内留置

を避け得る可能性も有している。 

 

２．研究の目的 

気道の軟骨再生に最適な足場材料の開発、

マウス線維芽細胞由来iPS細胞の軟骨細胞

への分化誘導技術の開発、およびこの両者

を組み合わせて得られた軟骨組織に関し

て動物への移植実験等により気道の骨格

としての有効性、長期安定性などについて

の検証を行い、気道の内腔保持を担う骨格

として利用可能な軟骨組織の作製手法を

確立することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 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、十分量のストックを確

保する。 

(2) 足場材料の開発： 

アテロコラーゲンに凍結乾燥を施し、

コラーゲンスポンジを作製する。作製

工程での条件を変え、軟骨再生を行う

上で最適な条件を探索していく。 

(3) iPS 細胞の軟骨への分化誘導技術の開

発： 

培養過程で使用していたフィーダー細

胞を分離し、マウス iPS 細胞を純化す

る。三次元培養方法として、iPS 細胞

をコラーゲンゲルに包埋しさらに足場

となるコラーゲンスポンジ浸透させる。

軟骨分化誘導培地を使用し、軟骨への

分化誘導を試みる。得られた軟骨組織

片の組織像、蛋白質や遺伝子の発現に

関して評価を行う。 

(4) 喉頭気管軟骨欠損部への移植： 

全身麻酔下に免疫不全ラットの気管を

露出させ、気管軟骨部分欠損モデルを

作成する。前項で得られた細胞と足場

材料を欠損にあわせて加工し、移植を

行う。観察期間ののちに安楽死を施し、

喉頭または気管を摘出する。気管軟骨

の再建部位の組織像、蛋白質や遺伝子

の発現に関して評価を行う。 

(5) 評価： 

標本作製：凍結切片及びパラフィン切

片の双方を作製。必要に応じ各種染色

（免疫染色を含む）を行う。組織学的

評価：通常の光学顕微鏡のほか、蛍光

顕微鏡を用いて各細胞モデルについて

気管の再生部位の組織学的変化を観

察・評価する。観察項目としては、軟

骨形成の有無、形態。周囲組織との適



 

 

合性の確認（H-E 染色）。軟骨細胞の

形質－コラーゲンタイプⅡ（免疫染色）

を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 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、十分量のストッ

クを確保することに成功した。 

(2) 足場材料の開発： 

アテロコラーゲンに凍結乾燥を施し、

コラーゲンスポンジを作製した。 

(3) iPS 細胞の軟骨への分化誘導技術の開

発： 

培養過程で使用していたフィーダー

細胞を分離し、マウス iPS 細胞を純化

し、iPS 細胞をコラーゲンゲルに包埋

し、さらに足場となるコラーゲンスポ

ンジ浸透させることにより、足場内で

の培養に成功した。 

(4) 軟骨分化誘導培地の使用し、iPS 細胞

の軟骨分化を誘導し、軟骨形成を図っ

た結果、軟骨様組織が得られた。得ら

れた軟骨組織片の組織像、蛋白質や遺

伝子の発現に関して評価を行い、軟骨

関連蛋白や遺伝子の発現が確認され

た。 

(5) 喉頭気管軟骨欠損部への移植による

評価： 

 全身麻酔下に免疫不全ラットの気管

を露出させ、気管軟骨部分欠損モデル

を作成した。上記により、得られた軟

骨組織片を含む足場材料を欠損にあ

わせて加工し、移植を行った。４週間

の観察期間ののちに安楽死を施し、

iPS 細胞を含有した足場材料を、気管

と共に一塊として摘出した。その後、

気管軟骨の再建部位の組織像に関し

て評価を行った。全例ではないが、足

場材料内に iPS細胞由来の軟骨様組織

の形成が認められ、気管欠損部におけ

る、iPS 細胞を利用した軟骨組織の再

生が示された。  
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