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研究成果の概要（和文）：マウスES細胞を３次元培養し、疑似胚の作製を試みた。ESLIF 培地で培養されたES細
胞を96 well plateで培養を開始し、Chironを含むN2B27medium に変え培養を継続し、ガストロイドの発生分化
を促した。様々な条件を試した結果、ES細胞は凝集し、個体を形成した。組織学的には、原腸や肺芽の発生は確
認できなかった。また遺伝子解析においても、肺発生に関わる遺伝子の発現は確認できなかった。胚盤補完法に
よる肺再生研究も継続した。ラットES細胞を肺欠損マウスに移入することにより、5匹であるが肺再生に成功し
た。解析を進めた結果、ラットES細胞由来の肺創出を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：This study aims to ultimately create lungs derived 100% from embryonic stem 
cells. Mouse ES cells were cultured in three dimensions to attempt the creation of pseudo-embryos. 
ES cells cultured in ESLIF medium were started in a 96 well plate, and the culture was continued 
with a change to N2B27 medium containing Chiron, promoting the development and differentiation of 
gastruloids. As a result of trying various conditions, the ES cells aggregated and formed an 
individual entity. Histologically, the development of the primitive gut or lung buds was not 
confirmed. Also, genetic analysis did not confirm the expression of genes involved in lung 
development. In addition, research on lung regeneration by blastocyst complementation method was 
continued. By transplanting rat ES cells into mice with lung deficiencies, lung regeneration was 
successful in five cases. Further analysis confirmed the creation of lungs derived from rat ES cells

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
移植に適した肺は数が少なく、多くの待機患者さんがいます。この移植可能な肺臓器を作ることを最終目標とし
ています。胚性幹細胞から肺臓器を作成する方法として、①肺が欠損した動物内で作る胚盤胞補完法と、②胚性
幹細胞から疑似胚を作成して肺を作る方法について研究を継続してきています。①では小動物ですが、成功して
います。一方②の方法では現在の技術では困難であり、研究の進歩が必要です。今後も研究を継続し、移植可能
な肺再生につなげていきたいと考えています。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 
多能性幹細胞による肺再生研究： ES細胞や iPS細胞から 2次元プロセスでの肺胞上皮細胞や
気道上皮細胞への分化誘導法 (Nature Biotechnology 32:84, 2013; Stem Cell Reports 6:1–8 
2016)や肺オルガノイドの作製方法も確立しつつある (eLife 24:4, 2015; Nature Methods 
14:1097, 2017)。一方、移植可能な臓器レベルでは、バイオリアクター装置を用いた脱細胞化ス
キャフォールドによる肺臓器再生が報告され (Science 329:538, 2010; Nat Med 16:927, 2010; 
J Tissue Eng Regen Med 12:e1623, 2017; Sci Transl Med 10: eaao3926, 2018)たが、移植に耐
えうる肺臓器の再構築は極めて難しいと考えられていた。胚盤胞補完法は、特定の細胞を作る能
力を欠損した動物の胚盤胞に正常な多能性幹細胞を注入することで、欠損細胞が完全に多能性
幹細胞由来のものに置き換えられるというもので、既に膵臓 (Cell 142:787, 2010; Nature 
542:191, 2017)や腎臓 (Am J Pathol 180:2417, 2012; Nat Commun 10:451, 2019)で報告されて
いる。胚盤胞補完法を用いた肺臓器再生について我々を含む 3 グループで相次いで報告された
（Nature Med 25:169,2019; Cell Reports 31:107626, 2020;  Am J Respir Crit Care Med,  
Online ahead of prints 2020）。今後は、異種間キメラや大型動物を用いた研究が進むものと期
待されている。しかしながら、いずれの報告でも、肺臓器は多能性幹細胞とレシピエント由来細
胞がモザイク状になっており、臨床応用する前に解決しなければならない大きな課題である。上
図は、肺組織が GFP陽性 ES細胞と陰性レシピエント由来細胞のモザイクであること示してい
る。今後、いかに ES細胞由来の細胞を増やすかが、今後の課題である。 
 
多能性幹細胞由来疑似胚（ガストロイド）：受精卵から胚が発生・増殖分化し個体が発生する。
多能性幹細胞は、以前より 2次培養で胚に似た構造をとることが知られており、embryoid body 
(胚様体)として知られていた。近年、成長因子やその阻害剤を加えた培養条件で Blastoid (胚盤
胞に似た構造物)（Nature 557:106,2018）やガストロイド（原腸胚に似た構造物）まで分化発生
が可能であることが、マウス（Nature 562:272,2018）およびヒト(Nature582:410 2020)で報告
された。これらの報告によれば、ガストロイドには、神経提、中胚葉、内胚葉へ分化しており、
体軸の形成も確認されている。また各部位の遺伝子発現パターンも胚の遺伝子パターンと類似
していたと報告された。一方、各組織への分化は確認されておらず、このガストロイドが更に分
化して各臓器が形成されるかは今後の課題である。 
肺発生解析：初期胚における肺発生の分子機構には、様々な遺伝子か関わっていることが明らか
となっている。特に、Wnt, FGF10, Nkx2.1の解析が行われ、肺発生に必要不可欠な遺伝子であ
ることが明らかとなっている。初期胚においては、肺は前腸における胚内内胚葉と臓側中胚葉の
細胞が共同して、発生分化が開始される。マウス胚において E9.5に Sox2lo/Nkx2.1loの前腸細
胞が、胚芽となり肺への分化を開始する（Nature Comm 11:458,2020）。その後、FGF10が肺
葉形成に重要な分子として機能する。 
 
 
２． 研究の目的 
 
本研究課題の最終目標は、ヒトに移植可能な成熟した肺臓器をヒト多能性幹細胞から作出する
ことが可能かを検討することにある。我々は、肺欠損マウスに胚盤胞補完法を用いて、マウス ES
細胞を移入し、ES細胞由来肺臓器を報告した。しかし、作出した肺臓器は ES細胞とレシピエ
ント由来細胞のモザイクを呈しており、ヒトへの移植を考えるうえで大きな課題となっている。
そこで、多能性幹細胞のみで作出可能なガストロイドを使うことによって、3胚葉から分化を進
め、「多能性幹細胞のみで構成する機能的な肺が作出可能か」の「問い」について可能性を検証
する。「可能性」が「はい」であれば、ガストロイドの発生分化を継続させるか、途中でマウス
子宮に移入させるかの方法で、肺臓器の作出を試みる。 
また、胚盤胞補完法を更に進め、異種間キメラ法を用いて、肺欠損マウス胚盤胞にラット ES細
胞を注入し、ラット ES細胞由来の肺臓器再生をめざずことを目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
ガストロイド実験 
 
１）マウス ES 細胞による ガストロイドの作成 
マウス ES 細胞を既報（Nature 562:272,2018）に従い、適切な培養条件下で培養することによ
り、ガストロイドに分化させる。詳細なプロトコールは、Research Square （DOI 



10.1038/proext.2018.094）で発表されているので、これを元にガストロイド作成を試みる。 
具体的には、ESLIF medium で培養された ES 細胞を 96 well plate で培養を開始し、48 時間後
に Chiron を含む N2B27medium に変えて、72 時間後、N2B27 medium 単独に変え培養を継続する。
120 時間後は、shaking しながら培養を行いガストロイドの発生分化を促す。右図は、マウスで
はなくヒトガストロイドの作成の模式図であるが、マウスもほぼ同様の方法でガストロイドを
作成する。 

 
２）マウスガストロイドにおける肺発生に関わる各遺伝子発現解析 
１）で作成したガストロイドにおける部位、特に肺の発生に重要な胚体内胚葉に重要な遺伝子で
ある Sox17 や Foxa2,また肺芽に重要な NKx2.1, Wnt2/2b の発現を、FISH 法、PCR, 蛍光免疫染
色法で遺伝子レベルと蛋白レベルで解析する。168 時間培養は E9.5 に相当すると報告されてい
る。E9.5 は、内胚葉内に肺前駆細胞ができる時期であり、Nkx2.1 や Wnt2/2b が発現している可
能性がある。FISH 法では、ガストロイド全体における遺伝子発現状況を解析可能である。一方、
PCR は定量化、免疫蛍光染色では、どの細胞が発現しているかを知ることが可能である。 
 
異種間キメラと胚盤胞補完法を用いた肺創出 
 
１）FGF10 エクソン１欠損ヘテロマウス（FGF10delEX1/+）と FGF10 エクソン３欠損ヘテロマウ
ス（FGF10delEX3/+）を交配させて作成した複合ヘテロの胚盤胞にラット ES 細胞を注入し、偽妊
娠マウス子宮に移入する。出生したキメラマウス直後または成獣に成長したマウスの肺を解析
する。特に肺を構成する各種細胞が、ラット ES 細胞由来かどうか詳細に検討する 
 

 
 
 
４．研究成果 
 
ガストロイド実験 



疑似胚作製用の培地および因子を加えて、４８時間、７２時間の後、SOX17 と Foxa2 の発現を
RTPCR で確認した。右図の通り、両遺伝子ともに発現が上昇し、
内胚葉への分化が確認された。 
 
しかしながら、それ以上培養を継続しても 3 次元構造物を持つ
疑似胚の生成には至らなかった。培養プレートを撹拌する方法も
種々試みたが、組織学的に原腸様の組織を確認できず、TTF-1 や
FGF10 の発現上昇も確認できなかった。 
 
今後は、培養技術を向上させ、既報にあるような原腸様組織を持
つガストロイド作成をまず成功させる必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
異種間キメラと胚盤胞補完法を用いた肺創出 
 
以下の表に示すように、1123 個の胚盤胞（FGF10delEx1/Ex3 の確率は 1/4）にラット ES 細胞を
移入し、偽妊娠マウスに移植したところ、246 匹の産仔を得、13 匹がキメラマウスあった（1.2%）。
13 匹中、wt/wt が３匹、delEx1/+ または delEx3/+が５匹、5 匹が複合ヘテロである
FGF10delEx1/Ex3 の遺伝子型を示した。5匹全てに肺の創出が確認された。 

複合ヘテロから作出された肺をほかのキメラコントロールに比べると、肺の発生は肉眼的に正
常であり、GFP の発現が強かった（下図） 

 
さらに、この肺の詳細な組織学的解析の結果、①肺は正常な組織構築を示した。②肺上皮細胞を
含む多様な細胞に GFP 陽性ラット細胞を認めた。 
GFP 陽性はラット ES 細胞を示す。 
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