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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS/ES細胞を分化させ肺胞前駆細胞を誘導しその過程でCarboxypeptidase M (CPM)が有
用な表面蛋白質であることを見出した。また肺胞を作るのに不可欠なII型肺胞上皮細胞の分化誘導のため、この細胞に
特異性の高いSurfactant Protein C(SPC)のレポーターiPS細胞を作成した。さらにCPMを使って単離した肺胞前駆細胞
を3次元培養することでSPC陽性かつ電顕でlamellar body様構造がみられる肺胞上皮細胞を分化誘導しレポーター細胞
用いてこれらの細胞を単離できた。また複数種の疾患患者細胞から疾患特異的iPS細胞を作成した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we focused on establishing methods to induce alveolar type II 
cells from human iPS/ES cells. First, in the stepwise induction of NKX2-1-positive “ventralized” 
anterior foregut endoderm cells (VAFECs), we identified carboxypeptidase M (CPM) as a surface marker of 
the cells and fetal human and murine lungs. CPM-positive cells were successfully purified from VAFECs. To 
overcome difficulty in determining surfactant protein-C positive cells, we generated SFTPC-GFP reporter 
human iPS cells. Using the reporter cells, a three-dimensional co-culture with fetal human lung 
fibroblasts was performed. CPM-positive cells purified from VAFECs differentiated into GFP-positive 
alveolar type II cells within spheroid structures, showing lamellar body-like structures by electron 
microscopy.
We generated disease specific human iPS cells of Hermansky-Pudlak syndrome and cystic fibrosis.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： iPS細胞　ES細胞　II型肺胞上皮細胞　surfactant protein C　carboxypeptidase M　３次元培養　Herm
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１．研究開始当初の背景 
呼吸器疾患の多くは、長期的あるいは短期的
な生命予後に関わる場合が多いにも関わら
ず、根本的治療法に乏しい。若年者において
呼吸不全をきたした場合に肺移植が適用さ
れることがあるが、臓器移植には年齢的制限、
移植後の免疫抑制療法、移植術そのもののリ
スク、ドナーの不足など様々な制限があり、
根本的な治療手段として再生医療の発展が
望まれる。また、稀少疾患をはじめとする肺
の難治性疾患は、その病態に不明な点も多く、
比較的若年で呼吸不全を呈することもあっ
て、その病態解明、新規治療戦略の開発が望
まれる。また、特に肺細胞という臨床検体を
採取することについては侵襲性があり、ある
特定の細胞種に特化した検討が困難である。 
iPS 細胞は、再生医療のみならず、疾患の病
態解明・治療法の開発にも有用であることが
示唆されている。iPS 細胞の応用により、非
侵襲的に疾患症例由来の細胞を入手するこ
とができ、また単一細胞種に限定した検討が
可能となり、既存の病態研究の問題点が克服
される。また再生治療においても、同一症例
の細胞を利用することで拒絶のリスクを大
幅に低減出来るというメリットがある。 
 
２．研究の目的 
iPS 細胞から疾患関連の細胞種、とくに肺胞
上皮細胞への分化誘導法を確立すること。ま
た，疾患症例からの iPS 細胞作成～バンク作
りを行うこと。以上を目的とした。 
 
３．研究の方法 
研究開始の段階で、肺胞上皮細胞を未分化細
胞から誘導する方法は報告がなかった。この
ため、ヒト ES/iPS 細胞から段階的に肺胞上
皮細胞を分化誘導するプロトコルを作成し
た。主に、蛋白発現は免疫染色法で行った。 
内胚葉の誘導は平面培養法で行い、そこから
既報を改変して NKX2.1 陽性細胞の誘導を行
った。研究を進めるにつれ、NKX2.1 陽性細胞
のより効率的な誘導法が発表されたが、レチ
ノイン酸と CHIR99021 と BMP4 の濃度を最適
化した。その先の肺胞上皮細胞までの誘導法
も発表されてきたが、それらを改変するなど
して平面培養で誘導を行ったが、肺胞上皮細
胞の誘導は低率で困難であった。NKX2.1 陽性
細胞の純化を目的として、前方前腸段階と腹
側前方前腸段階の細胞をマイクロアレイで
比較したところ、carboxypeptidase M (CPM)
を同定し、NKX2.1 陽性細胞や、胎児肺のマー
カーであることが判明したため、これを純化
の表面抗原として利用して以下の研究を進
めた。 
また、II 型肺胞上皮細胞に特異性の高い
surfactant protein C (SPC)のレポーター・
ヒト iPS 細胞をノックイン法で作成した。作
成細胞の validation には、全ゲノム SNP ア
レイの方法を用いた。 
次いで、表面抗原 CPM により純化した NKX2.1

陽性の肺前駆細胞を、胎児肺線維芽細胞との
３次元共培養法を用いて誘導を継続し、
spheroid の形成を確認した。形成した
spheroidに存在するSPC発現GFP陽性細胞の
割合を、FACS を用いて検討した。また、これ
らの細胞の単離が可能かを検討した。Ⅱ型肺
胞上皮細胞が誘導されたことを示すために、
電子顕微鏡で lamellar body を検索した。 
疾患特異的 iPS 細胞の作製には、患者から採
取した皮膚線維芽細胞を用いたほか、バンク
組織から購入した疾患患者由来の皮膚線維
芽細胞を用いた。 
誘導は主にエピソーマルベクターを用いて
行った。 
 
４．研究成果 
(1)発生の段階を踏んだ肺前駆細胞の誘導と、
それを経たⅡ型肺胞上皮細胞の誘導。 
京都大学iPS細胞研究所の長船健二教授のご
協力を得て、ヒト ES/iPS 細胞から段階的に
肺胞上皮細胞を分化誘導した。内胚葉を平面
培養で 80％以上の効率で誘導し、次いで前方
前腸を 88％以上の効率で分化誘導した。
NKX2-1 陽性腹側前方前腸細胞（肺前駆細胞）
の誘導のためにはレチノイン酸と CHIR99021
と BMP4 の濃度を個々に最適化し、ES 細胞を
含めた７種類の細胞株で 57.0～77.5%の誘導
効率で NKX2-1 陽性細胞を誘導した。
Surfactant protein C (SPC)は II 型肺胞上
皮細胞に特異性が高い。NKX2-1 陽性細胞から
平面培養を継続し、最終的に 1％以下程度の
効率で SPC 陽性細胞を誘導した。しかしなが
ら、誘導効率のさらなる改善がのぞまれた。 
(2) 肺前駆細胞に特異的に発現する表面抗
原の発見と濃縮への応用。 
NKX2-1 陽性腹側前方前腸のマーカーとなる
候補を見つけるため、201B7 ヒト iPS 細胞株
を用いてマイクロアレイを行ない、10 日目の
前方前腸と 14 日目の腹側前方前腸の遺伝子
発 現 を 網 羅 的 に 比 較 し た と こ ろ 、
Carboxypeptidase M (CPM)と NKX2-1 が腹側
前方前腸で発現が著明に上昇していた。免疫
染色でも CPM 陽性細胞と NKX2-1 陽性細胞は
ほぼ一致していることが確認できた。CPM が
NKX2-1 陽性細胞に発現していることはヒト
やマウスの胎児肺でも確認でき、その一方で
甲状腺では NKX2-1 陽性細胞で陰性だったこ
とから、CPM は肺系統の表面抗原であると考
えられた。次に CPM は細胞外膜結合蛋白なの
で、14 日目に腹側前方前腸を分離して抗
EPCAM抗体と抗CPM抗体でFACSを行なったと
ころ、CPM 陽性細胞のほとんどが EPCAM 陽性
だったので、その後は CPM 単独でソーティン
グを行なった。CPM 陽性細胞と陰性細胞をそ
れぞれ FACS で回収し NKX2-1 陽性率をみると、
90%と 4.5%であった。これらの結果から、CPM
は肺前駆細胞に発現するマーカーであり、こ
れを濃縮するために有用であることが示さ
れた。 
(3) II 型 肺 胞 上 皮 細 胞 に 特 異 的 な



Surfactant Protein C(SPC)の遺伝子座を利
用したヒトノックイン SPC レポーターiPS 細
胞株の樹立。 
誘導した II 型肺胞上皮細胞から SPC が発現
していることを証明するために、SPC のノッ
クインレポーター細胞をヒトiPS細胞で樹立
した。京都大学医学研究科腫瘍生物学講座の
小川誠司教授のご協力で、SNP array を用い
て樹立したレポーター細胞解析し、レポータ
ー遺伝子の挿入を確認いただいた。 
(4)3 次元共培養による II 型肺胞上皮細胞の
誘導。 
平面培養で II 型肺胞上皮細胞の誘導効率が
低かったため、３次元でヒト胎児肺線維芽細
胞と肺前駆細胞の共培養を行なった。３次元
培養に移す段階で、CPM により濃縮した
NKX2-1 陽性細胞を用いた。球状体が形成され、
その一部に SPC の発現が確認できた。共培養
に用いた線維芽細胞を含めても 4%の効率で
II 型肺胞上皮細胞を分化誘導できた。線維芽
細胞をのぞくと、10%の誘導効率となった。
球状体の一部には、Ⅰ型肺胞上皮細胞のマー
カーである T1αの発現も観察された。作成し
た SPC レポーター細胞を用いると、誘導した
II 型肺胞上皮細胞を単離できることが可能
であった。 
(5) レポーター細胞を使ってヒト II 型肺胞
上皮細胞を単離。 
GFP 陽性細胞と陰性細胞をそれぞれ単離して
免疫染色を行ない、SFTPC との相関関係を確
認し、レポーター細胞が誘導効率の測定や単
離に使えることを証明した。その後、ドナー
の異なる４株のヒト ES/iPS 細胞で CPM を用
いた３次元共培養法を試み、うち３株で同程
度の SFTPC、SFTPB の遺伝子発現が確認でき
た。 
(6) 難治性呼吸器疾患に対する取り組みと
しては、京都大学 iPS 細胞研究所との共同研
究でこれまでに重症 COPD を呈するα１アン
チトリプシン欠損症、若年時から重度の呼吸
不全を呈する気道上皮細胞を責任細胞とす
る嚢胞性線維症、難治性の気胸を呈する
Birt-Hogg-Dube (BHD) 症候群、致命的な肺
線維症を呈する Hermansky-Pudlak 症候群の、
単一遺伝子異常の患者から iPS 細胞を樹立
した。 
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