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研究成果の概要（和文）： 
	
 ヒト肺から分離した細胞は、電子顕微鏡および蛍光免疫染色で II型肺胞上皮細胞の特徴を持
つことが確認された。これは培養とともに I 型肺胞上皮細胞の形質を有し、左肺全摘モデルに
経気道投与したところ、注入した細胞の一部が肺胞壁に組み込まれたり、壁を形成しているこ

とが確認された。この細胞を解析し、iPS 細胞から肺幹細胞を誘導することを目指したプロジ
ェクトを進めている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 We established an isolation method for lung cells from human resected lung; we 
verified it as alveolar type II pneumocyte by the electron microscopy and fluorescent 
immunostaining. These cells were induced expressing the characteristics of alveolar 
type I pneumocyte by the culture. This human cell source was trans-tracheally injected 
to pneumonectomized rat, and the integration to rat alveolar wall and construction of 
new alveolar wall were confirmed. We started new project of differentiation induction 
from iPS cells to alveolar stem cells, based on the analysis of these isolated cells. 
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１．研究開始当初の背景  
 
	
 近年、肺の再生に関しては造血幹細胞や間
葉系幹細胞、肺臓器固有幹細胞を内包する II
型肺胞上皮細胞（AT2）を用いて動物レベル
で検討され始めた。肺の再生が限局的にでも
実現すれば、難治性肺疾患に対する新しい治
療法となり、低肺機能症例での肺外科治療の
適応拡大につながる可能性を秘めている。し
かしながら、肺は多くの細胞を含有する組織
であり、様々な段階の分化能や再生能をもっ
た細胞を含んでいる。肺再生を考えたときに、
どの細胞をソースとして肺再生の機構を明
らかにするかという点は長らく論争の的と

なっており未だ一定の見解がない状況であ
る[Proc Am Thorac Soc, 2008]。そこで、肺
の再生医学の源流である代償性肺成長
（ Compensatory lung growth: CLG ）
[Virchows Arch. Pathol. Anat. Physiol, 
1892]に振り返った。我々はこれまで、肺切
除後残存肺の経時的変化として報告されて
いる①気道の過膨張、②肺血流の増加、③新
しい肺胞形成に寄与する AT2の増殖、④線維
芽細胞や内皮細胞などの間葉系細胞の増加
の確認を行うとともに、⑤不明な点が多い
CLG の分子機序の解析、についてラットを
用いて研究を重ねてきた[2009 年度研究課
題番号:21791315 代表者:和田]。CLG には
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増殖関連遺伝子群は術後 1週がピークの発現
増強を認めたものの、形態学的には肺胞数の
増加はなく、肺胞の過膨張にとどまった結果
をもとに、分化能力のある AT2 細胞の経気
道移入実験を行い、移入細胞を気道に定着さ
せることに成功した [第 63 回日本胸部外科
学会総会発表：和田・坂入]。細胞治療の観点
からは我々以前にも、ラットのブレオマイシ
ン傷害肺に対して同種ラットのAT-2 細胞を
気管内注入することで肺修復が促進される
ことが報告されているが[Am J Repir Crit 
Care Med,2007]、ヒトの AT2（hAT2）を利
用した治療の研究はいまだ報告されていな
い。 
	
 一方、2006 年に山中らにより報告[Cell, 
2006] された iPS（induced prulipotent stem 
cells）細胞は生命倫理上の問題点が少なく、
必要遺伝子が限定されつつあり、臨床応用可
能に近い世界的注目の体細胞由来の人工多
能性幹細胞である。ヒトにおいても iPS 細胞
が樹立できることが明らかになったが
[Cell,2007]、作成・管理は困難であり肺に関
する報告はやはり見当たらない。 
	
 以上のような背景より、組織幹細胞の役割
のある AT2 の解析と iPS 細胞を用いた基礎
的研究は肺胞再生療法の開発に結び付き、臨
床応用への足懸りとなる研究であり研究価
値があるものと考えられる。 
 
２．研究の目的  
 
(1) ヒト切除肺からの II型肺胞上皮細胞分離
方法を確立する。 

(2) 分化誘導培地を用いた I 型肺胞上皮細胞
への分化誘導を行う。 

(3) 免疫不全マウスに対し左肺全摘を行い、
ヒト II型肺胞上皮細胞の異種移植（気道
移入）モデルを作成する。 

(4) iPS 細胞の培養系を確立し、肺に分化さ
せる培養系の確立をめざす。 

 
３．研究の方法  
	
 
(1)	
 hAT2 の分離培養	
 
① 同意を得た肺切除患者の新鮮切除肺を

部分切除し、動静脈および気管支にカニ
ュレーションしたのち、生理食塩水にて
十分灌流する。	
 

② 得られた肺を 1mm 角に細かく破砕した
のち、0.25%trypsine にて蛋白分解し、
DNase（7500U/100ml）に溶解する。これ
を 77μm のフィルターを通し、濾過液を
遠心（250G/20min/10℃）する。	
 

③ ペレットを DNase 処理(2000U/25ml)し、
さらに遠心(250G/20min/10℃)し、Lysis	
 
Buffer を 2 回反応させて赤血球を除去
する。	
 

④ Optiprep を用いた重層遠心分離法によ
り不要な細胞を除去し、40μm のフィル
ターで濾過して培養液（DCCM-1）に懸濁
のうえ 37℃で短期培養する。	
 

⑤ 分離された細胞群は、蛍光免疫染色やフ
ローサイトメトリーで SP-C,AQP5 など
の分化関連マーカーの分布を確認する。
透過性電子顕微鏡所見により、AT2 であ
ることを確認する。	
 

	
 
(2)	
 hAT1 への分化誘導実験	
 
① DCCM-1 にデキサメタゾンを添加した分

化誘導培地で、hAT2	
 の分化能を検索す
る。短期培養後 1日目の細胞群と、7日
間培養した細胞群に関して表面マーカ
ーの変化を蛍光免疫染色およびフロー
サイトメトリーを行い、末梢肺構成細胞
への分化の有無を確認する。	
 

② 培養に伴う遺伝子発現の変化を、分化関
連マーカーに関する RNA の発現解析
（RT-PCR	
 法）やマイクロアレイを用い
て検討する。	
 

	
 
(3)	
 異種移植による肺胞構築能の検討	
 
① 胸腺欠如ラット F344/NJcl-rnu/rnu（8	
 

週齢）に対して、イソフルラン吸入によ
る全身麻酔下に気管内挿管を行い、人工
呼吸管理を行う。左第 4 肋間で開胸し、
肺門の一括処理により左肺を切除し、肺
全摘モデルを作成する（PNX：肺全摘群
および AT2/PNX：AT2 投与群）。	
 

② 同様に、開胸のみ行う群（Sham 群）を
作成する。	
 

③ 術翌日に、ヒト AT2（分離培養後 1日
目または 7日目）を気管内異種移入
(2.5E+6/個体)し、1ヶ月後に犠牲死する
ことで異種移植モデル肺を作成する。	
 

④ 上記 3群（PNX 群、hAT2/PNX 群、Sham
群）の右肺から病理組織学的な特徴を検
索する。	
 

⑤ AT2/PNX 群で得られたモデル肺に対し、
ヒト特異的抗体を用いた免疫染色やヒ
ト特異的配列を PCR 法で検索し、投与し
た AT2 の存在を確認する。	
 

	
 
(4)	
 iPS 細胞の培養系	
 
① ヒト由来の iPS細胞株(253G1) 3.0E+6

の細胞を Rock inhibitorを添加した
m-TeSRに懸濁し、37℃/5%CO2で培養
する。iPSとしての多能性を保持したま
ま培養できる安定した培養系を確立す
る。	
 

	
 
４．研究成果	
 
	
 
結果(1)	
 hAT2 の分離および培養	
 



 
	
 ヒト切除肺の一部を十分に前処理するこ

とで、黒灰色の細胞を単離した。これらの細

胞に対し、II型肺胞上皮細胞に特異的に発現
していると言われている SP-C（サーファク
タントプロテイン C）に対する蛍光免疫染色
を行ったところ、下図Ａのとおり細胞質内に

まばらに高輝度を呈した陽性細胞を確認で

きた。電子顕微鏡では下図Ｂのとおり II型肺
胞上皮細胞に特徴的と言われるMicrobilliや
Lamellar body が 検 出 さ れ た 。

  
 

 
	
 SP-C 陽性細胞をもとにして計算した AT2
の純度は 7日間の短期培養後で 91.9%に上昇
したもの、培養とともにその viabilityは低下
傾向にあった。 
 
	
 培養とともに数は減少傾向にあるものの、

短期的な培養で純度を上げることが可能で

あった。 
 
結果(2)	
 分化誘導実験 

 
	
 7 日間の培養で、II 型肺胞上皮細胞の表面
マーカーである SP-C および I 型肺胞上皮細
胞のマーカーである AQP5の推移を、フロー
サイトメトリーを用いて検証した。SP-C を
発現したまま AQP5 を発現する細胞が増加
しており SP-C陽性細胞中の AQP5陽性細胞
の割合は増加傾向にあった。 

 
	
 また、マイクロアレイのデータのうち、Ｇ

Ｏタームによる分類を行ったところ AT2 分
化に関係した遺伝子の発現レベルが培養と

ともに低下していることが確認された。 
	
 今回の条件で培養したところ、AT2として
の形質を維持する一方、一部の細胞は AT1
に分化し AT1および AT2両方の形質を持つ
細胞となったことが確認された。 
 
結果(3)	
 異種細胞移入モデル 

 
	
 HE 染色標本による組織学的な検索におい
て、試験開胸、全摘、全摘後細胞投与の 3群
間に明らかな差違は認められなかった。 

 



 
	
 しかし全摘後に細胞投与を行ったラット

の肺に対して、ヒト特異的な抗体を用いて投

与細胞の検出を行ったところ、肺胞内に組み

込まれている細胞（黒矢印）のほか、ごく少

数ながら肺胞壁の一部を形成している像（赤

矢印）も確認された。 
 

 
	
 さらに RT-PCR で AT2 移入後の肺の遺伝
子発現を確認したところ、ヒト特異的なプラ

イマーで AT1（AQP5: 右）、AT2（SP-C: 左）
両方のマーカーが発現していることが確認

された。 

 
	
 培養後 1 日目の細胞を投与した群
（hAT2-D1/PNX）に比べて、培養後 7 日目
の細胞を投与した群（hAT2-D7/PNX）では
AQP5の発現が高かった。経気道投与前にし
ばらく培養することで、分化の方向性がつき

肺胞構築をとりやすくなっている可能性が

ある。 
 
	
 本研究で得られた AT2 を主とする細胞ソ
ースは肺胞構築能を有しており、術後肺に

AT2 を補充することは肺手術後の再生や保
護に有用となる可能性が示唆された。 

 
結果（4）	
 iPS細胞の安定培養 

 
培養開始後、約 4日でコンフルエントに達し
た。現在、条件を統一し安定した培養・継代

することが可能となった。 
	
 これらの iPS細胞をもとにした II型肺胞上
皮細胞の分化誘導法の確立、および人工的に

作成された cell source を用いて同様のモデ
ルを作成し、肺胞上皮細胞としての機能の検

証、さらに miRNAをもとにした癌化および
分化調整因子の解析を次の研究課題

（#20648349）にて継続して検討中である。 
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