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研究成果の概要（和文）：移入するII型肺胞上皮細胞（AEC-II）の供給を安定化する目的で、マウス人工多能性
幹細胞（iPS細胞）からAEC-IIへの分化誘導を試みた。さらにはマウス同種異系肺移植による慢性閉塞性細気管
支炎（BO）モデルを作成し、BO肺の網羅的遺伝子解析を行った。AEC-II移入後評価の前実験として、luciferase
を遺伝子導入したA549細胞株をマウスに経静脈投与を行い、肺への細胞の生着・分布・増殖を確認した。マウス
障害肺モデルも確立しており、今後はiPS細胞由来のACE-II移入を行い、死体肺移植の臨床応用の可能性をマウ
ス実験により追求する。

研究成果の概要（英文）：As a preliminary experiment, to stabilize the supply of type II alveolar 
epithelial cells (AEC-II) transferring in the injury lungs, we experimented the induction of 
differentiation from mouse induced pluripotent stem cells (iPS cells) to AEC-II. In addition, we 
established the mouse chronic obstructive bronchiolitis (BO) model after allogeneic lung 
transplantation, and the exhaustive gene analysis of the BO lung was performed. To image the 
kinetics of transferred AEC-II, the luciferase-transfected A549 cells were intravenously 
administered to mice, we confirmed the engraftment, distribution and proliferation of the cells in 
the lung.
We will be transferred ACE-II induced from iPS cells into mouse injury lung in next experiment, and 
the possibility of clinical application of cadaveric lung transplantation will be pursued.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
慢性進行性肺疾患に対する根治的治療で

ある肺移植だが、世界的にドナー不足が問題
となっている。日本では2010年に脳死臓器移
植法が改正されて以来、臓器提供数は増加し、
脳死肺移植数は増加してきた。本邦における
脳死ドナーからの肺の利用率は67.9％であり、
米国（18.7%）よりも高い割合で移植されて
いる。しかしながら、登録待機中に移植を受
けることなく死亡される患者数は以前と変
わらず登録者数の半数あり、ドナー不足が依
然問題として残っているのが現実である。そ
の対策として、Ex vivo lung perfusionによる脳
死や心停止後ドナー肺の評価を行い研究か
ら臨床へと結びつけていたり、死体肺移植に
よる臨床研究症を実施したりしているが、死
体肺移植例では安定した実績が得られてお
らず、活用のためには保存のほか、新たな方
法についてさらに研究する必要がある。 

また、肺移植の治療成績は他臓器の移植治
療成績に比べて不良であることも重要課題
のであり、その主たる原因である慢性閉塞性
細気管支炎（BO）の克服するために、BOの
メカニズム解明やBOの抑制あるいは改善に
ついて研究する必要がある。 
一方、iPS 細胞（induced pluripotent stem 

cells）を軸とする再生医療技術は移植医療の
代替として注目され目覚しく発展している
研究分野である。移植医療に代わる医療とし
ても注目されている研究分野である。肺再生
に関しても種々の機関で研究が行われてお
り、再生促進因子や肺幹細胞について研究報
告がされている状況である。ACE-II 細胞を障
害肺に移入するという研究は独創的であり、
移植後の BO を改善させうる可能性や、ドナ
ー肺の再生を促すことで死体肺活用への可
能性を秘めており、ACE-II 移入研究や iPS 細
胞からの ACE-II への分化誘導は研究価値の
あるものと考えられる。 
２．研究の目的 
 目標は再生医療技術の応用による障害肺
修復の可能性について追及することであり、
①障害肺モデルにおける ACE-II 細胞投与に
よる生着・増殖・分布評価、②マウス肺移植
における BO モデルの確立と摘出肺における
網羅的遺伝子解析、③安定した ACE-II 供給
のための単離、④死体肺移植モデル・BO モ
デルにおける ACE-II 投与、とした。 
３．研究の方法 
①純度を高めたACE-IIに対して lipofectamine
を使用して luciferase をトランスフェクショ
ンする。ACE-II 細胞の増殖因子である
hepatocyte growth factor (HGF)を付加した培養
にて ACE-II 細胞を増殖させ、動物体内を非
侵襲的に観察することができる  IVIS® 
Lumina-II（Xenogen / Caliper）を用いて細胞の
活性を well 上で測定する。培養を評価後、同
処理した ACE-II 細胞（2.5×106 個／生食
200μℓ）を経気道的に投与する。投与直後か
ら定期的に IVIS®で細胞の動態（増殖・分布）

を体外から評価する。また、ACE-II 細胞を尾
静脈から注入した際にどのような経過を辿
るか、IVIS®で評価する。 
②C57BL/10[H2b]→C57BL/6[H2b]のマウス同
種異系肺移植を行い、BO 作成を確立させる。
術後 3 週目に小動物用 CT で画像的評価を行
ったのち犠牲死させ、HE/Masson 染色で BO
の有無を評価し、移植肺についてマイクロア
レイを用いた網羅的遺伝子解析を行う。 
③ACE-IIの単離技術としてRichard RJらの報告
した方法を modify した形で行い、純度を高める
目的で培養し、得られた細胞が AEC-II の特異
的マーカーである Surfactant protein C （SP-C）
による蛍光染色と、透過性電子顕微鏡所見で確
認する。 
④純度の高い ACE-II をラット/マウス脳死肺
移植モデル・BO モデルにおいて移入し、移
入した ACE-II 細胞生着や分布、組織学的変
化を評価する。 
４．研究成果 
①前実験として luciferase を遺伝子導入した
A549 細胞株をマウスに経静脈投与を行い、
肺への細胞の生着・分布・増殖を確認した。
③の培養実験と関連するが、純度の高く細胞
数の多い AEC-II を培養することが難渋し、
AEC-II における動物体内での生着・分布・増
殖を見る実験には至らなかった。 
②マウス同種異系肺移植の移植手技が安定
し、マウスの生存が得られ、BO モデル作成
が確立された。文献同様に約半数のモデルに
BO を認めた。BO 肺を網羅的遺伝子解析し、
拒絶に関連する遺伝子群の検出の他、繊毛運
動に関与する遺伝子の発現低下が認められ
た。また、Akt, mTOR, ICAM-2 等が発現して
いることが分かった。 
③安定した純度の高い AEC-II の獲得は重要
項目であるが、前述のように培養で純度の高
い細胞数のある ACE-II 培養までには至らな
かったため、他のプロジェクトと連結し iPS
細胞からの AEC-II 分化誘導を試みた。2014
年の報告された方法を用い、マウス iPS 細胞
を Activin A、Wnt 3a を用いた培地の培養によ
り胚体内胚葉へと分化させ、分化誘導を
SOX17、Foxa2 などで確認した。さらに SABM
培地に FGF2 を加えた培地で培養し、12 日目
に SP-C の発現を確認し得た（Figure.1）。今
後、さらに実験を重ね、純度の高い安定供給
のできる AEC-II の獲得を目指す。 

 



④死体肺移植モデルの確立と純度の高い
AEC-II移入については、当初の目的通りには至
らなかった。今後の遺伝子解析やノックアウトマウ
ス使用、マウスiPS細胞由来のAEC-II分化誘導
培養、そしてその細胞の移入という実験系を考
慮すると全面的にマウス実験であり、実験系をラ
ットからマウスに移行して実験を継続していく方
針である。 
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