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研究成果の概要（和文）： 
ヒト正常消化管上皮の培養継代可能なヒト食道上皮細胞株を９株樹立し、ヒト胃上皮細胞の培

養では１症例で継代が可能であった。胆嚢上皮細胞では継代可能細胞株 1 株が作成可能であっ

た。京大にて食道上皮 TYE-1 より iPS 細胞を１株作製したが感染で失った。一方、組織構築

のために各種消化管の間質細胞の作成に取り組み、食道線維芽細胞株２株、胃線維芽細胞株２

株、胆嚢線維芽細胞１株、胆道線維芽細胞１株、平滑筋腫 2 株などの樹立に成功した。今後の

組織構築に応用予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have established 9 human esophageal epithelial cell strains, one human gastric 
epithelial cell strain and one gall bladder epithelia cell strain. We have established iPS 
cells from esophageal epithelial cells (TYE-1), however we lost it due to infection. In 
order to support establishment of tissue structure, we also have established 2 
esophageal fibroblast cell strains, 2 gastric esophageal fibroblast cell strains, 1 
gallbladder fibroblast cell strain, 1 bile duct fibroblast cell strain, 2 leiomyoma cell 
strains and so on. 
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１．研究開始当初の背景 
❶iPS 細胞 
研究協力者である山中伸弥は最近、マウス皮

膚由来線維芽細胞に４つの転写因子（Oct3/4, 
Sox2, Klf4, myc）を導入することにより ES
細胞に類似した多能性幹細胞である人工多
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能性幹細胞（以下 iPS）細胞が樹立されるこ
とを明らかとし（Cell 2006）、さらにヒト線
維芽細胞でも iPS細胞の樹立が可能であるこ
とを報告した（Cell 2007）。すでに myc を除
いた３つの転写因子で iPS細胞が作成出来る
ことが確認されているが、リプログラミング
の機構についてほとんど解っていないこと
から、安全性についてはまだ解析の端緒につ
いたばかりである。連携研究者の青井らは
2008 年、繊維芽細胞のみならずマウス胃粘
膜細胞からも iPS 細胞の樹立が可能であり、
繊維芽細胞に比し上皮細胞由来の iPS細胞は
発癌性が低いことが判明してきた（Science 
2008）。また、プラスミドを使用することに
より安全に遺伝子導入が可能であることが
明らかとされたが、遺伝子導入そのものによ
る危険性が無くなったわけではない。以上の
ことから、ヒト細胞において、より質が高い
可能性が考えられる上皮細胞からの iPS細胞
樹立と上皮を使う優位性の解析、作成された
iPS 細胞の機能解析と組織構築をした場合の
iPS 細胞の挙動など、安全性の解析が急務な
課題となってきた。 
❷導入対象細胞の培養 
我々は食道癌細胞株４５株（Cancer1992）、
膵癌細胞株 8 株(Cancer 1999)の樹立を行っ
てきた。しかしながら、背景因子が判明して
いる本邦でのヒト正常上皮細胞の培養は困
難であり、特に消化管上皮の培養はほとんど
成功してこなかった。これに対して、以前か
ら消化器外科手術の時に発生する切れ端組
織を利用してヒト正常食道上皮の培養に取
り組み継代可能なヒト食道上皮細胞株を樹
立し（Oncogene 2003、Life Science 2004, Int 
J Cancer 2006）さらにはヒト胃上皮細胞の
培養にも取り組んできた。また胆嚢上皮細胞
や小腸および大腸上皮細胞の初代培養にも
取り組んできた。 
❸組織構築のためのバイオプリンティング
技術 
近年、色々なバイオマテリアルを使用した組
織構築の試みがなされているが、多種細胞に
よる複雑な組織構築は困難であった。連携研
究者である中村真人は多種細胞を細胞ごと
に計画的に配列するバイオプリンティング
技術を開発し（J Biomech Eng 2009）、ナノ
レベルでの組織構築に取り組んできた。現在
まで毛細血管の構築に取り組み成功させて
きており、腺組織である消化管の立体構築の
取り組みを開始している。 
 
２．研究の目的 
山中伸弥らにより開発された多能性幹細胞
（以下 iPS 細胞）は再生医療において多大に
期待されているが、通常用いられる線維芽細
胞では発癌の危険性があり、乗り越えなけれ
ばならない障害である。上記のごとく山中研

究室の青井らにより、上皮細胞からの iPS 作
成にてマウスでは線維芽細胞に比し発癌性
が低下することが判明し、ヒトにおいても上
皮細胞からの iPS細胞が喫緊の課題となって
きた。我々は以前から正常消化管上皮の培養
に取り組み、一部において培養法を確立しつ
つある。また組織構築の新しい方法としてバ
イオプリンターによる組織構築にも取り組
んでおり、培養上皮細胞と iPS 細胞からの組
織構築モデルを検討している。我々の施設お
よび、京都大学で倫理委員会の承認が得られ
たことから、本研究では消化管上皮の培養技
法の確立とそれを応用した多能性幹細胞 iPS
細胞の発癌性軽減化さらには組織構築に取
り組むことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
❶消化器悪性腫瘍患者または良性疾患で手
術が必要となった患者さんに対し、本研究へ
の資料提供に関する文書による同意を取得
する。 
❷悪性腫瘍の場合は腫瘍切除術を行い、検体
（腫瘍組織、正常組織）を採取し、細胞培養
を行うとともに、組織の一部を凍結保存する。
良性疾患の場合は必要な手技（患者さんの疾
患を治すのに行うべき手技）を行い、組織を
一部切除しなければならなかった場合に組
織を採取し培養および一部を凍結保存する。 
❸検体は個人情報管理者により連結可能匿
名化する。腫瘍組織および正常組織は病理検
査にて組織を確認診断する。 
❹患者さんの臨床病理学的所見を記録する。 
❺切除検体を富山大学にて培養し、培養可能
となった正常細胞より京都大学再生医科学
研究所青井貴之にて山中４因子にて iPS細胞
を作成する。 
❻作成された iPS細胞に対する遺伝子解析で
は、ⓐヒト iPS細胞作成に関係する幹細胞関
連遺伝子(oct4/3. Sox2, klf4, Nanog, lin28, 
Stat3, ERas, beta Catenin, Ecat1, Ecat8, 
Gdf3, Sox15, Dppa2, Dppa3, Dppa4, Dppa5, 
Fthl17, Sall4, Rex1, Utf1, Tcl1, Fbxo15, 
Dnmt31,Grb2, その他)、ⓑiPS細胞確認のた
めの遺伝子発現ⓒ発癌危険性の解析のため
の癌関連遺伝子などを主たる解析対象とす
る。 
❼生物学的癌化危険性の解析では、in vitro
での分化誘導に対する抵抗性および、in 
vitro で分化させた細胞の免疫不全マウスで
の腫瘍発生の有無の確認を行う 
❽iPS 細胞の元細胞の遺伝子的背景の解析の
ために正常部の遺伝子解析を行い、iPS 細胞
からの発癌危険性について特定の遺伝子が
発癌に関与しているのかどうかを解明する
ために腫瘍組織の遺伝子解析を施行する。 
❾尚、ヒト iPS細胞を使ったキメラマウス作
製実験およびヒト iPS細胞から生殖細胞への



 

 

分化誘導実験は行わない。また、ヒト iPS細
胞の樹立に成功した場合にも、それに由来す
る細胞を患者に移植することは、本申請の範
囲では想定していない。 
❿作成された iPS細胞を分化誘導し、各段階
の細胞による層構造を作成し、立体構造にお
ける細胞の挙動を観察するとともに、遺伝子
発現変化を解析する。中村らは多重細胞層の
構築と増殖因子の濃度勾配が可能な組織構
築に成功しており、分化誘導剤の濃度勾配で
の組織構築も試みる。 
 
４．研究成果 
❶ ヒト正常消化管上皮の培養では 34 症例
に対して食道上皮の培養に取り組み継代可
能なヒト食道上皮細胞株を 6 株樹立し、貴重
な上皮細胞である Barrett上皮細胞も現在樹
立に向けて培養中である。またヒト胃上皮細
胞の培養では 59症例中 35例で初代培養は可
能であったが、継代可能株の作製は困難であ
り、培養条件の見直しを行っている。胆嚢上
皮細胞では 17例中 14症例で初代培養に成功
して 1例で継代可能細胞株が作成可能であっ
た。その他、小腸上皮および大腸上皮の培養
ではそれぞれ１症例で初代培養が可能であ
ったが、数日でアポトーシスに陥りそれ以上
の増殖は得られなかった。現在まで消化管上
皮培養ではコラーゲンおよびマトリゲルを
基質に使用しているが、正常上皮細胞の継代
培養は食道上皮以外は成功しておらず、培養
基質の改良が不可欠であると考え、数種類の
基質を試用したがまだ絞り込めていない。ま
た培養液は種々の無血清培地を試用したが、
ケラチノサイト SFM以外に適したものがまだ
見つかっていない為に、今後も改良に取り組
む予定である。これらの正常上皮細胞は凍結
保存を行った。 
❷京大にて食道上皮 TYE-1より iPS細胞を１
株作製したが、感染のために廃棄した。その
後、食道上皮 TYE-２および胃上皮からの iPS
細胞樹立を試みたがまだ成功していない。現
在、食道上皮 TYE-３よりの IPS細胞樹立の準
備中である。 
❸また iPS 関連因子である山中４因子と
Nanog の各種癌における関与を検討し、これ
らの因子の破綻が癌細胞の悪性化に繋がる
ことを明らかとした。 
❹組織構築についてはバイオプリンターに
よる数層の細胞の立体構築が可能となりつ
つあるが、正常上皮細胞は単細胞となると増
殖が極端に低下することから、細胞集塊によ
る多層の組織構築を試みているが、まだ成功
していない。 
❺組織構築のために各種消化管の間質細胞
（主に線維芽細胞）の作成では食道線維芽細
胞株２株、胃線維芽細胞株２株、胆嚢線維芽
細胞１株、胆道線維芽細胞１株、平滑筋腫 2

株（TYLEIO-2, TYLEIo-3）の樹立に成功した。
今後の組織構築に応用予定である。 
❻検討が行えていない事項がまだ多く残っ
ており、正常細胞の組織構築の難しさを痛感
されられた。しかしながら、研究目的である
iPS 細胞癌化軽減の解析は重要な事項であり、
今後も地道に研究を継続する予定である。 
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