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研究成果の概要（和文）：マウスの初代上皮細胞を用いた肺胞上皮のin vitroモデル作成を行った。マウス肺か
ら上皮細胞を単離した。フィーダー細胞株と共培養し、ヒト細胞における治験と同様に倍加時間が約2.7日の高
効率増殖を確認し、不可逆性の不死化(腫瘍化)ではなく培養条件による可逆性の増殖亢進であると考えられた。
マウス肺の初代上皮細胞のシート形成は得られなかった。マトリゲル溶液を真空乾燥させることにより約5マイ
クロ・メートルの均一な薄膜を作ることに成功し、これを培養基質として十分な強度へと発展させた。この上に
マウス肺上皮細胞の気液界面培養を行い、細胞シートの統合性が維持されていることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We tried to establish a culture system for future application of bronchial 
epithelial regeneration using bronchial epithelial cell sheet. Although we first planned to achieve 
such sheet with induced cilliary bronchial epithelial cells from human iPS cells, there turned out 
to be multiple uncontrolled problems. Then, we used mouse lung epithelial cells derived from mouse 
lungs. As a scaffold for cell culture, mesh sheet of a variety of hole sizes were used and also we 
developed ultra-thin membrane-spread mesh sheet. As a basement scaffold, the sheet with ultra-thin 
membrane turned out to be appropriate to culture the cells. the undifferentiated cells from mouse 
lung cell expanded and developed into bronchial epithelial cells.   

研究分野： 呼吸器病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
機能的な気道上皮細胞シートの開発につながり，気管欠損患者に対する細胞移植への応用展開が期待できる。ま
た，本システムは稀少疾患（例えば原発性繊毛運動不全症）のみならず様々なcommon diseaseの病態研究（例え
ば後天性気管支拡張症）の病態を模倣することができるため，これらの疾患病理学的な研究のほか，薬剤スクリ
ーニングに応用することが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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

肺は生体が呼吸をするために不可欠な vital organ である。悪性や良性の腫瘍そ

のもの、また腫瘍の手術治療や放射線治療によって気管の一部を欠損する患者、

呼吸不全などにより気管切開術を施行され、気管の再建が必要な患者は小児か

ら成人にわたり、国内に年間 15 万人いると推定されている。中枢気道は単に換

気のためだけでなく、気道線毛上皮細胞による異物排除機能という重要な感染

防御機構がある。気道は外界と接するため、その感染防御機構が破たんしている

と、欠損部位に病原体が生着することに加え、病原体の下気道への侵入を許し、

容易に呼吸器感染症をきたす。気管の欠損部位を補うには現存する薬物では治

療不可能であり、再生医療の発展が強く望まれている。未分化細胞を用いた気管

軟骨再生研究はなされているが、気道上皮は未分化細胞からの誘導が困難であ

った。 

気管再生を目指した上皮細胞シートの試みは cell line などで行われてはいるが、

気管移植・再生の難点は拒絶反応であり、そこでは気道上皮細胞が主要な役割を

もっている。従って iPS 細胞の有用性が考えられてきたが、ヒト iPS 細胞から

気道線毛上皮を誘導したこと自体が他に類はなく、気道上皮細胞移植はこれか

ら発展すべき領域である。 

従来の培養はフラットな Air-liquid interface 法によるものであり、このままで

は目標となる細胞シート移植などの再生医療には適用できないという課題があ

るため、移植にまで適用可能性を広げるデバイスの開発が必要である。 

 

２．研究の目的 

 

本申請では医学と工学の技術的連携を行うことで、気道線毛上皮細胞の異物排

出機能の確立を試み、血管内皮細胞と分化誘導気道上皮細胞との共培養シート

を作成することを目的とする。その方法として、マイクロメッシュやマイクロ流

体デバイスなどの医工学技術により、生体内に近い微小環境を模倣する。 

 

３．研究の方法 

 

本来、ヒト iPS 細胞から誘導した NKX2.1 陽性細胞を用いて、気道線毛上皮細

胞を誘導可能なメッシュシートを開発することを目的としていたが、ヒト多能

性幹細胞からスタートすることはメッシュとの適合性など様々な問題があった

ためマウス肺由来未分化細胞を分離して用いることとした。さらに、メッシュ径

と幅を調整したが、十分な生着は困難であったため、メッシュを基本構造として



開口部をマトリゲル超薄膜で障子紙のように張った培養基盤を作成した。これ

を用いて肺由来未分化細胞を培養・分化させ、気液界面培養に移行して成熟させ

ることを試みた。 

 

 

４．研究成果 

 

マウス肺を用いた肺胞シート作成 

メッシュシートを用いた上皮シート作成技術確立の一環として、マウスの初代

上皮細胞を用いた肺胞上皮の in vitro モデル作成を行った。 

・ヒト肺腺癌細胞株 NCI-H441 を用いた細胞シート作成 

初代細胞使用前の予備実験として、分担者のオケヨはヒト肺腺癌細胞株 NCI-

H441 やヒト細静脈内皮細胞 HUVEC を用いた細胞シート作成を行った。接種

した細胞の大半はメッシュの開口部を通過し液体培地内に落下するが、一部は

メッシュのグリッド部に定着して開口部を埋めるように増殖し多層の細胞シー

トを形成した。 

・マウス肺の初代上皮細胞単離と培養 

再生医療への応用を視野に入れた上皮シート作成には、限られた材料から再現

性をもって十分な細胞数を確保する必要があるため、また必要十分の細胞数確

保のため、12 週齢のマウス肺からトリプシンとエラスターゼに処理により上皮

細胞を単離した。NIH3T3 から樹立したフィーダー細胞株と共培養し、過去の

ヒト細胞における経験と同様に倍加時間が約 2.7 日の高効率増殖を確認した。

また、フィーダーを除去し一般の液体培地に継代すると増殖が速やかに停止す

ることから、不可逆性の不死化(腫瘍化)ではなく培養条件による可逆性の増殖亢

進であると考えられた。 

・初代上皮細胞シート作成のための基質改良 

マウス肺の初代上皮細胞の旺盛な増殖はフィーダーとの共培養下に限定されて

おり、NCI-H441 のようにグリッドに定着した少数の上皮細胞の増殖によるシ

ート形成は得られなかった。メッシュ開口部からの落下による喪失を防止する

ための方策として、オケヨはメッシュ上に滴下した 2% v/v マトリゲル™溶液を

真空乾燥させることにより約 5 マイクロ・メートルの均一な薄膜を作ることに

成功した。さらにこれを 4%パラホルムアルデヒド溶液処理することにより培養

基質として十分な強度を得ることに成功した。 

これらを経て開口部径 200 マイクロ・メートルのメッシュシートにマトリゲル

膜を付加したものを作成し、培養したマウス肺上皮細胞の気液界面培養を行っ

た。肺胞上皮への分化誘導を行ったもの、行わなかったものを 3.3×105細胞/cm2



で接種し、48 時間後に細胞シートを気液界面培養条件に移行した。引き続き 7

日間の観察を行い細胞シートの統合性が維持されていることを確認した。 
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