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研究成果の概要（和文）：基底細胞は、気道に存在する幹細胞である。基底細胞は、気道を構成しているゴブレ
ット細胞やクラブ細胞、線毛細胞への分化能を有する。そのため、基底細胞は、損傷を受けた気道の組織再生に
おいて重要な役目を担うと考えられている。しかし、ウイルス性呼吸器感染症により気道が損傷を受けた際の、
基底細胞の役割は十分には明らかになっていない。本研究では、ウイルス性呼吸器感染症において、基底細胞が
気道再生に寄与することを明らかにした。また、基底細胞の増殖と分化を司る因子を特定することで、基底細胞
を標的とした気道損傷に対する新たな治療戦略を提示することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Basal stem cells are stem cells that reside in the airways. Basal cells have
 the ability to differentiate into airway epithelial cells including goblet cells, club cells, and 
ciliated cells. Therefore, basal stem cells are thought to play an important role in tissue 
regeneration of damaged airways. However, the role of basal cells when the airways are damaged by 
viral respiratory infections is not fully understood. In this study, by using organoid technologies,
 we demonstrated that basal stem cells contribute to airway regeneration in viral respiratory 
infections. Furthermore, by identifying the factors that control the proliferation and 
differentiation of basal stem cells, we were able to present a new therapeutic strategy for airway 
injury that targets basal stem cells.

研究分野： 再生医工学、幹細胞生物学、薬学、ウイルス学

キーワード： ウイルス　呼吸器　基底細胞　オルガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ウイルス性呼吸器感染症研究におけるオルガノイドの使用が活発に行われている。本研究では、オルガノ
イド技術を用いて呼吸器ウイルスの感染と宿主応答を評価するだけでなく、基底細胞の機能解明と制御に取り組
むことによって、損傷を受けた気道組織再生に向けた基礎的検討を行った。本研究が今後さらに発展することに
より、不可逆的な気道組織損傷に対する治療薬開発が可能になると期待される。このような取り組みにより、ウ
イルス性呼吸器感染症に対する新たな抗炎症薬や組織修復薬が開発できる可能性がある。

※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 

細胞系譜追跡実験により、二酸化硫黄吸入による気道損傷時に基底細胞がゴブレット細胞や
クラブ細胞、線毛細胞へ分化することが示されている（Rock et al., PNAS, 2009）。インフルエ
ンザによる重度の肺損傷時においても、基底細胞が肺胞上皮細胞へ分化することが報告されて
いる（Kumar et al., Cell, 2011）。また、単一のマウス基底細胞がゴブレット細胞やクラブ細
胞、線毛細胞などの気道上皮細胞に分化可能であることが知られている（Tata et al., Nature, 
2013）。気道に低頻度にしか観察されない神経内分泌細胞も基底細胞から分化できる（Watson et 
al., Cell Rep, 2015）。このように基底細胞は、in vivo でも ex vivo でも気道を再生するため
に必要な多分化能が証明されている。しかしながら、気道損傷の重症度が、基底細胞の組織再生
能に影響を及ぼすか十分に検討されていない。また、気道損傷時での基底細胞の複製や分化のメ
カニズムも十分には明らかになっていない。このように、ウイルス性呼吸器感染症などによる気
道損傷時における基底細胞の役割には未解明な部分が多く残されている。 
呼吸器感染症は、ウイルス感染を原因とするものが数多く報告されている。COVID19 パンデミ

ックの原因である SARS-CoV-2 をはじめとして、RS ウイルス、インフルエンザウイルスなどが呼
吸器感染症の原因ウイルスとして知られている。これらのウイルスに対する抗ウイルス薬や予
防薬の開発は近年急速に進められており、SARS-CoV-2 にはレムデシビル、RS ウイルスにはパリ
ビズマブ、インフルエンザウイルスにはオセルタミビルとザナミビルが有効である。しかしなが
ら、抗ウイルス薬により原因ウイルスを排除した後においても、細気管支炎などの症状が残るこ
とが多い。そのため、ウイルス性呼吸器感染症を治療するためには、抗ウイルス薬だけでなく、
損傷を受けた気道の再生を促す薬の開発も必須である。基底細胞は多分化能を有することから、
基底細胞の増殖と分化を制御できれば、気道再生を促進する手段が見つかる可能性がある。大部
分の線毛細胞が死滅するような損傷を受けた気道においても、基底細胞は残存し、組織修復を行
うための起点となりうると考えた。したがって、基底細胞の役割を解明することは、呼吸器感染
症に治療薬開発の観点でも意義深いものであると考えた。 
気道を構成する細胞の機能解析およびウイルス感染実験を行う上で、in vitro ヒト気道モデ

ルは有用なツールである。オルガノイド技術を用いることで、生体内と同じようにヘテロな細胞
集団からなる気道オルガノイドを in vitro で再現できることが報告されている（Tata et al., 
Nature, 2013）。我々も、ゴブレット細胞とクラブ細胞、線毛細胞、基底細胞からなる気道オル
ガノイドの開発を実施した。気道オルガノイド内腔には線毛構造およびこれらの断面（9+2 構造）
が観察された。これまでに気道オルガノイドを用いて、ウイルスの感染細胞を同定する試みが行
われている。しかしながら、呼吸器ウイルスが感染した際の基底細胞の解析をオルガノイドを用
いて実施した例はほぼ存在しない。そこで本研究では、気道オルガノイドを用いて、呼吸器ウイ
ルス感染による気道損傷を再現したのち、基底細胞が再生の起点となりうることを証明する実
験を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、呼吸器疾患を再現できるヒト気道モデルの開発し、基底細胞の役割解明を目指し

た。ウイルス性呼吸器感染症などにおける基底細胞の挙動を明らかにし、それを自在に制御する
ためのメカニズム解析を行った。基底細胞とその分化細胞の関係を調べるために、我々が開発し
た気道オルガノイドを用いた。また、本研究では、ウイルス性呼吸器感染症の撲滅研究において、
ウイルス排除ではなく、組織損傷後の組織再生促進の観点で取り組んだ。基底細胞はウイルス非
感染細胞であるためにウイルス性呼吸器感染症においてあまり大きな注目は集めてこなかった
が、組織再生には大きく寄与できる細胞であると考えた。本研究では、ヒト気道オルガノイドを
駆使し、基底細胞の役割を明らかにすることで、ウイルス性呼吸器感染症の理解と制御に貢献す
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
生体を忠実に模倣できるヒト気道モデルを開発するために、オルガノイド技術を用いた。基底

細胞を豊富に含むヒト初代培養気道上皮細胞をマトリゲルに包埋し、fibroblast growth factor 
2（FGF2）、R-Spondin 1、Noggin 等を含む培地で培養することによって、線毛細胞とゴブレット
細胞、クラブ細胞、基底細胞からなる気道オルガノイドを作製した。 
作製したヒト気道オルガノイドを用いて、SARS-CoV-2 などによる呼吸器感染症のモデリング

を行った。0.1 MOI で SARS-CoV-2 をヒト気道オルガノイドに感染させた。ウイルスの感染成立
を確認するために、SARS-CoV-2 Spike 蛋白質の染色を行った。また、感染した細胞の種類を特
定するために、線毛細胞（acetyl-α-tubulin）、ゴブレット細胞（MUC5AC）、クラブ細胞（CC10）、
基底細胞（KRT5）のマーカー蛋白質との共染色を行った。さらに、ウイルス複製と子孫ウイルス
放出を確認するために、培養上清中に放出されたウイルスゲノムの定量およびタイトレーショ
ンを行った。これらの実験によりウイルスの感染効率を評価した。 

SARS-CoV-2 に暴露したヒト気道オルガノイドにおける基底細胞の挙動を解析した。まず、ウ



イルス感染後に KRT5 陽性率を測定し、基底細胞の残存率を評価した。基底細胞における Ki67 陽
性率を測定することで増殖能を有する基底細胞の割合を評価した。レムデシビルなどの抗ウイ
ルス薬を使用することにより、SARS-CoV-2 を排除したのち、経時的に基底細胞と分化細胞の割
合を解析した。これにより、ウイルス排除後の組織修復が基底細胞の増殖と分化が中心となって
行われていることを確かめた。以上の解析により、重度の気道損傷時に基底細胞が組織修復に重
要な役割を担うことを明らかにすることを試みた。 
基底細胞の増殖と分化が活性化する期間で産生量が増えるサイトカインや増殖因子の特定を

行った。各種サイトカインや増殖因子の産生量や発現量の解析を通して、基底細胞の挙動と相関
するサイトカインを同定することを試みた。基底細胞の増殖と分化を制御しうるサイトカイン
や増殖因子の機能解明を行うために、着目するサイトカインや増殖因子の組換え蛋白質を基底
細胞に作用した。以上により、基底細胞の増殖と分化における着目するサイトカインや増殖因子
の機能を解明した。その後、当該サイトカインや増殖因子を用いてウイルス排除後の気道組織再
生を促進できるか検討した。SARS-CoV-2 を感染させたヒト気道オルガノイドにおいて、サイト
カインおよび増殖因子による気道の組織修復効果を検証した。 
 
４．研究成果 

生体を模倣できるヒト気道モデルを開発するために、オルガ
ノイド技術を用いた。基底細胞をマトリゲルに包埋し、FGF2、
R-Spondin 1、Noggin 等を含む培地で培養することで、線毛細
胞とゴブレット細胞、クラブ細胞、基底細胞からなるヒト気道
オルガノイドを作製した。作製したヒト気道オルガノイドを用
いて、COVID-19 のモデリングを行った。SARS-CoV-2 をヒト気
道オルガノイドに感染させた。しかしながら、気道上皮細胞の
頂端面がオルガノイドの内腔に配置された状態ではウイルス
の感染効率が低かったため、気道オルガノイドの気液界面培養
を行うことによって感染効率を改善させた（図１）。その結果、
SARS-CoV-2 Spike 蛋白質陽性となる細胞が多数確認されるよ
うになった。したがって、ヒト気道オルガノイドを SARS-CoV-
2 感染実験に用いるためには、気液界面培養などを行うことに
よって、気道上皮細胞の頂端面にウイルスが暴露されやすい状
況を作る必要があることが示唆された。 

SARS-CoV-2 が感染した細胞の種類を特定するために、線毛
細胞、ゴブレット細胞、クラブ細胞、基底細胞のマーカーとの共染色を行ったところ、ウイルス
は acetylated α-tubulin 陽性の線毛細胞に感染しやすいことを見出した（図２）。一方で、KRT5
陽性の基底細胞にはほとんどウイルスは感染していなかった（図２）。さらに、SARS-CoV-2 に暴
露したヒト気道オルガノイドにおける基底細胞の挙動を解析した。SARS-CoV-2 感染後、線毛細
胞はウイルス感染により死滅する一方で、KRT5 陽性の基底細胞が生存していた（図３）。残存し
た基底細胞は acetylated α-tubulin 陽性の線毛細胞を含む気道上皮細胞に分化可能であった
（図３）。したがって、ウイルス排除後の組織修復が基底細胞の増殖と分化が中心となって行わ
れていると考えられる。 

 
基底細胞の増殖と分化が活性化する期間で産生量が増えるサイトカインあるいは増殖因子を

探索したところ、FGF10 を候補因子として選定することが出来た。基底細胞の増殖と分化におけ
る FGF10 の機能解明を行うために、FGF10 を含まない培地で感染したヒト気道オルガノイドの培
養を行った。FGF10 を除去することにより、気道上皮細胞の再生が障害されることを確認した（図
４・次項）。したがって、FGF10 を用いた気道組織再生は、重症呼吸器感染症の治療法の一つに
なる可能性を秘めていることが分かった。 
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図1

The amount of infectious virus in the 

supernatant of infected BO or BO-ALI was 

measured by the TCID50 assay.
（Commun Biol. 2022 May 30;5(1):516.を

改変して掲載。）
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(left) Immunofluorescence analysis of SARS-CoV-2 Spike

protein (SP) (green) and acetylated α-tubulin (red) in

uninfected BO-ALI 2 days after the infection.

(right) Immunofluorescence analysis of SARS-CoV-2 SP

(green) and KRT5 (red) in uninfected BO-ALI 2 days after

the infection.
（Commun Biol. 2022 May 30;5(1):516.を改変して掲載。）
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(right) Immunofluorescence analysis of SARS-CoV-2 SP (green) and acetylated α-

tubulin (red) in infected BO-ALI 7 days after the infection.

(middle) Immunofluorescence analysis of SARS-CoV-2 SP (green) and KRT5 (red) in

infected BO-ALI 7 days after the infection.

(left) Immunofluorescence analysis of KRT5 (red) and acetylated α-tubulin (green) in

BO-ALI 15 days after the infection.
（Commun Biol. 2022 May 30;5(1):516.を改変して掲載。）
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Immunofluorescence analysis of acetylated α-tubulin 

(green) and KRT5 (red) 15 days after the infection. 
（Commun Biol. 2022 May 30;5(1):516.を改変して掲載。）
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オルガノイドと臓器チップを用いた感染症研究のためのモデル開発

呼吸器オルガノイドを用いたCOVID-19の病態解明と創薬

臓器チップ技術を用いた機能性細胞の開発と感染症創薬研究への応用

オルガノイド技術や臓器チップ技術を用いた感染症創薬研究
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オルガノイドおよび臓器チップを用いた感染症研究の最前線

感染症創薬のための仮想人体モデルの開発

気道オルガノイドを用いたCOVID-19における炎症と組織再生の理解と制御
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呼吸器オルガノイドの開発とCOVID-19創薬への応用

オルガノイドや臓器チップを用いた高次in vitro評価系の構築と感染症創薬への応用

感染症創薬のための呼吸器オルガノイドの開発研究の現状と課題
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