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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞からII型肺胞上皮細胞への分化誘導とその量産化について、分化効率の
改良と長期培養法を開発した。II型肺胞上皮細胞の分化マーカーであるSFTPCを発現した細胞を約50％の分化効
率で誘導でき、3ヶ月以上にわたって遺伝子発現と形態を維持しつつ培養継続できた。また、開発した方法を用
いて、Hermansky-Pudlak症候群（HPS）の疾患特異的iPS細胞をII型肺胞上皮細胞に分化させ、疾患モデリングに
ついて検討したところ、サーファクタントを貯留するラメラ体の異常を確認することができた。ヒトiPS細胞は
II型肺胞上皮細胞を用いた肺線維症の病態解明に役立つ可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Efficient generation and expansion of human iPS cell-derived alveolar type 
II cells was achieved. The rate of SFTPC+ cells per total epithelial cells reached around 50 % and 
iPS cell-derived SFTPC+ cells were long-term cultured for more than three months. We applied these 
methods to disease modeling of Hermansky-Pudlak Syndrome. Abnormal lamellar body structure was 
observed in human iPS cell-derived alveolar type II cells. Human iPS cell-derived alveolar type II 
cells would be beneficial for disease modeling of pulmonary fibrosis.

研究分野： 呼吸器内科
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１．研究開始当初の背景 
 成人肺は再生能力が極めて乏しい臓器で

あり、慢性閉塞性肺疾患や特発性肺線維症な

ど肺移植以外に根治療法のない重篤な難病

患者が多い。これらは疾患機序の未解明な点

が多いため、治療薬やバイオマーカーの研究

開発余地は大きい (Kotton DN. Am J Respir 

Crit Care Med, 2012)。 II 型肺胞上皮細胞

は肺胞の組織幹細胞であり、これらの病態と

密接に関わっているとされる(Barkauskas 

CE., et al. J Clin Invest, 2011)。しかし

ながら、入手に関しては以下の大きく 3点の

問題点が挙げられ、ヒト II 型肺胞上皮細胞

を対象とした呼吸器疾患研究は遅れてきた。  

(a) ヒト肺組織からの II 型肺胞上皮細胞の

単離は侵襲的な手術を必要とすること。 

(b) 再生不可能なヒトの肺組織を採取する

ことは治療や診断上必要な場合を除い

て倫理的にも困難なこと。 

(c) 単離手法自体が煩雑で、培養維持も難し

いこと。 

これらの問題点克服のため、II型肺胞上皮

細胞の供給源としてヒト iPS細胞が期待され、

発生の経路に従って段階的に分化誘導を行

う手法が試みられた。そして、ヒト ES 細胞

から内胚葉、前方前腸を経て肺の原基に相当

する腹側前方前腸へと分化させる研究 

(Green MD, et al. Nat Biotechnol, 2011)

が報告されたのをきっかけにようやく前に

進み始めた。2014 年までにヒト II 型肺胞上

皮細胞を平面培養で分化誘導する研究が 2報

報告された(Ghaedi M, et al. J Clin Invest, 

2013; Huang SX, et al. Nat Biotechnol, 

2014）が、研究代表者らは平面培養では II

型肺胞上皮細胞の分化誘導が安定しないこ

とに着目し、肺胞前駆細胞の段階で特異的な

蛋白質表面抗原 CPMを目印に抗体で細胞を単

離濃縮する方法を考案した。そして胎児肺線

維芽細胞と 3次元共培養することで、特徴的

な lamellar body を持つ II 型肺胞上皮細胞

を分化誘導し、SFTPC レポーター細胞を用い

て単離できることを示した (Gotoh S, et al. 

Stem Cell Reports, 2014)。そして、この技

術をさらに発展させ、ヒト ES/iPS 細胞から

II 型肺胞上皮細胞を大量に分化誘導できる

ようにして、呼吸器難治疾患の病態機序の解

明に迫り、新しい創薬のターゲットやバイオ

マーカーの発見につなげることが次の重要

な課題と考えられた。 

研究開発代表者は常染色体劣性遺伝の単

一遺伝子異常で肺線維症や肺気腫を発症す

る Hermansky-Pudlak Syndrome (HPS)に注目

した。HPS は常染色体劣性遺伝の疾患で世界

的には 50-100 万人に 1 人が発症し、全身性

白皮症、血小板の異常による出血傾向、セロ

イド色素沈着を 3 主徴とする珍しい疾患で、

肺線維症が致死的な予後不良因子として知

られている。HPS のコンディショナルノック

アウトマウスを使った 肺線維症の研究では、

II 型肺胞上皮細胞の異常によって肺線維症

が引き起こされることが証明されている

(Young LR, et al. Am J Respir Crit Care Med, 

2012)。HPSの遺伝子変異と疾患表現型はマウ

スとヒトで異なり、創薬やバイオマーカーを

探索する上ではヒト由来の細胞での HPSの病

態機序の解明が特に重要と考えられ、ヒト

iPS を用いた分化誘導技術が遺伝性肺線維症

の疾患モデリングに有用と考えられた。 
 
２．研究の目的 
2 年間で以下の項目の達成を目指した。 

(1) 大量培養に適した培養技術を確立する 

（1-1）誘導効率を改善する。 

（1-3）大量培養に適した三次元培養用の細

胞外基質を検討する。 

（1-3）分化誘導に必要なフィーダー細胞の

代替因子を同定する。 

(2) 肺胞前駆細胞および II 型肺胞上皮細胞

のストック方法を確立する。 

(3) 遺 伝 性 肺 線 維 症 (Hermansky-Pudlak 

Syndrome)患者由来の疾患特異的 iPS 細

胞に分化誘導法を応用し、新規バイオマ

ーカー開発や創薬のためのプラットフ

ォームを確立する。 

 
３．研究の方法 
(1) II型肺胞上皮細胞に特異性の高い SFTPC

のレポーター細胞を用いて、分化効率の改善

のための最適条件を決めるため、肺胞前駆細

胞の準備方法や、培養条件を検討した。 



(2) ヒト iPS細胞から段階的に分化させた肺

胞前駆細胞および II 型肺胞上皮細胞につい

て、凍結保存液を複数検討し、凍結保存を試

みた。細胞を起眠した後の評価は生存率と分

化能や分化マーカーの陽性率で評価した。 

(3) ヒト iPS 細胞から II 型肺胞上皮細胞を

効率よく分化させる方法を用いて、遺伝性肺

線維症(Hermansky-Pudlak Syndrome)患者由

来の疾患特異的 iPS 細胞を II 型肺胞上皮細

胞に分化させ表現型を確認した。また、健常

者由来 iPS細胞に対して HPS遺伝子欠損細胞

株をを用いて疾患モデリングを進めた。 

 

４．研究成果 

(1) 2014年には SFTPC陽性細胞の線維芽細胞

を除いた誘導効率 9.81 ± 1.81 %だったが、

NKX2.1+ 腹 側 前 方 前 腸 細 胞 に 分 化 後 、

CHIR99021, FGF10, KGF などの因子を含む培

養を一週間行なってから CPM高発現細胞と胎

児肺線維芽細胞を、三次元下にて共培養行な

ったところ、SFTPC+細胞の分化効率は、51.2 

± 1.2%に改善した。次に、SFTPC+細胞の量

産化に向けて、長期培養に取り組んだ。平面

に培養すると 2-3 日だけで、SFTPC をはじめ

とする分化マーカーの発現が低下してしま

うため、II型肺胞上皮細胞を分化させずに平

面で長期培養することは容易ではないと考

えられた。そこで、CPM高発現細胞から SFTPC+

細胞へと分化させたあとに、SFTPC+細胞を 2

週間ごとに FACS で単離して線維芽細胞との

三次元共培養を繰り返したところ(図 1)、継 

図 1. iPS 細胞由来 II 型肺胞上皮細胞 

(AT2)の長期培養法の開発 

代ごとに SFTPC が陰転化する細胞が現れ、

SFTPC陽性率は 30％程度まで落ち込むものの、

SFTPC+細胞は 3ヶ月以上にわたって遺伝子発

現を維持しつつ培養継続できることが分か

った。形態学的にも lamellar bodyを有する

典型的な II 型肺胞上皮細胞の特徴を有して

いた（図 2）。また、SFTPC+細胞に分化してか 

ら 10 週間後も正常核型と確認でき(図 3)、腫

瘍化の徴候は認めなかった。その後も SFTPC+ 

図 3. 70 日培養後の SFTPC+細胞の正常核型 

 

細胞はサーファクタント産生能と自己複製

能および分化能を併せ持ちながら、3 ヶ月以

上増殖を続けた。 

細胞外基質についてはマトリゲル以外に

PuraMatrixやコラーゲンゲルを試したが、マ

トリゲルに比して決定的な成果を得るには

至らなかった。また、培養後に細胞を回収す

るための工夫が必要と考えられた。次に、フ

ィーダー細胞不要な SFTPC+細胞の分化誘導

法を開発するために条件検討を重ね、一定の

培養条件下において、フィーダー細胞がなく

ても SFTPC+細胞を効率よく誘導できること

が分かった。 

 

 

 
図 2. iPS 細胞由来 AT2 の透過型電子 

顕微鏡写真(84 日培養) 



(2) CPM+肺胞前駆細胞や SFTPC+細胞について、

細胞単離後に、DMSO を含有する培養液や複数

の市販の試薬を用いて、凍結保存を試みた。

細胞を凍結状態から起こした時点で 60%程度

の生存率が保たれる製品もあった。起眠後の

状態については、肺胞前駆細胞については、

SFTPC+細胞への分化効率が 30％台へと低下

するものの II 型肺胞上皮細胞への分化能を

維持していることが確認できた。SFTPC+細胞

については三次元共培養後に 30-50%程度の

SFTPC 陽性率を保つことができ(図 4)、凍結 

図 4. SFTPC+細胞の凍結保存 

操作を行なわずに分化させた場合と比較し

て、SFTPC 陽性率においては大きな差は認め

なかった。以上より、分化細胞のストック方

法については、起眠後の生存率や分化能の改

善のため、更なる工夫の余地があると考えた。 

(3) 遺伝性肺線維症の疾患モデリングにつ

いては Hermansky-Pudlak 症候群（HPS1 およ

び HPS2）の患者由来 iPS細胞に対して正常な

遺伝子の発現を回復させるため、HPS1と HPS2

の遺伝子を強制発現させようとしたが、それ

ぞれの遺伝子を安定発現する iPS細胞株を得

ることはできなかった。このため、iPS 細胞

研究所の堀田秋津博士の研究協力を得てゲ

ノム編集技術を導入し(Li HL, et al. Stem 

Cell Reports, 2015)、HPS1, HPS2 の遺伝子

欠損株の樹立を先行して行なった。また、HPS

患者由来の iPS 細胞株についても、遺伝子相

同組換えによる変異の修復を試みた。その結

果、HPS2については遺伝子発現の正常化した

iPS 細胞株を得ることができた(図 5)。次に

HPS2 の疾患特異的 iPS 細胞と遺伝子修復 

 
図 5. HPS2 遺伝子修復前後の疾患特異的 

iPS 細胞（分化前） 

後の iPS細胞を II型肺胞上皮細胞に分化さ

せ、比較を試みた。サーファクタントを貯

留するラメラ体に異常を来たしていること

が分かり、遺伝子修復によってこれらの異

常が回復することも確認できた。HPS 関連

肺線維症の発症初期の II 型肺胞上皮細胞

における変化を再現できた可能性がある。 

(1),(2),(3)の研究成果により、ヒト iPS細

胞から II 型肺胞上皮細胞への効率の良い分

化と長期培養法の開発を行なった。ストック

も出来るようになり、1-5 x 10^6個レベルの

の II 型肺胞上皮細胞の量産化が可能になっ

たと同時に、ヒト iPS細胞を用いた遺伝性肺

線維症のモデリングに道筋をつけることが

出来た。この成果を元に今後の更なる研究の

発展が見込めるようになったといえる。 
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