
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

マウスおよびヒトｉＰＳ細胞を用いた頭頸部組織の再生技術開発

Development of regenerative medicine for head and neck tissues using murine and 
human iPS cells

１０２３３２７２研究者番号：

大森　孝一（Omori, Koichi）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６２９３３７１

平成 年 月 日現在２９   ５ ２４

円    12,300,000

研究成果の概要（和文）：①マウスinduced pluripotent stem (iPS)細胞を用いて、気道上皮細胞および筋細胞
へ分化誘導することに成功した。分化誘導した気道上皮細胞を人工気管とともに気管欠損部へ、筋細胞を反回神
経損傷後の甲状披裂筋に移植し、生着を確認した。気道上皮細胞では線毛やタイトジャンクションの回復も確認
できた。
③ヒトiPS細胞から気道上皮細胞への分化誘導に成功した。分化誘導された細胞はαアセチル化チューブリンで
標識される線毛様構造を有し、さらにそれらは運動機能を有していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：①Successful differentiation into airway epithelial cells and skeletal 
muscle cells from murine induced pluripotent stem (iPS) cells were achieved. Differentiated cells 
were transplanted into tracheal defect or the thyroarytenoid muscle and their survival were 
confirmed. Further, the cilia and the tight junction were observed in the generated airway 
epithelial cells. 
②The airway epithelial cells were successfully generated from human iPS cells, and generated cells 
showed the ciliated structure with a motility function.

研究分野： 頭頸部外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 口腔、咽喉頭、気管などの頭頸部臓器は呼
吸・嚥下・発声・構音といった生命維持や
Quality of Life (QOL)の維持に必須の機能
を担っている。悪性腫瘍や炎症性疾患の治療、
外傷などではこれらの臓器の欠損を生じる
ことがあり、整容面のみならず機能面での障
害が生じ、患者の QOL は大きく損なわれる。 
 臓器欠損に対しては通常、複数臓器に複数
回の外科的処置が行われ再建が試みられる
が、これらの処置によっても難渋することも
少なくない。また、たとえ形態的な再建が得
られたとしても、機能的再建はなかなか得ら
れない。 
 われわれはかねてより体内で臓器再生を
図る in situ Tissue Engineering のコンセ
プトに基づき、頭頸部臓器の再生を目指して
研究を重ねてきた。われわれの開発したポリ
プロピレンとコラーゲンからなる組織再生
誘導型の足場材料は、気管や喉頭の再建に有
用であることが臨床試験、非臨床試験で確認
されている。これまでの研究から、線維芽細
胞や脂肪組織由来幹細胞が上皮化促進に有
用であることが明らかとなったが、より安全
かつ確実な臓器再建方法確立のためには、こ
の足場材料に適切な細胞を十分量付加する
ことが必要となる。 
 2006 年、山中らはマウス人工多能性幹細胞
(induced Pluripotent Stem Cell: iPS 細胞)
を樹立し、2007 年にはヒト iPS 細胞を樹立し
た。この iPS 細胞により ES 細胞における倫
理的問題や拒絶反応の問題が克服され、再生
医療における新たな細胞源なることが期待
されている。  
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、マウスおよびヒト iPS 細胞から
頭頸部臓器を構成する気道上皮や筋肉など
への分化誘導技術を確立するとともに、分化
誘導した細胞を足場材料とともに各々の組
織欠損モデル動物に移植し、組織学評価およ
び機能性評価を行うことにより、有効性と機
能性を検証し、頭頸部領域における再生医療
基盤技術を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
① 培養条件の検討および tdTomato 導入：マ

ウス iPS 細胞をマウス胎児線維芽細胞上
に播種、培養し、その未分化性の検証を
行った。また、tdTomato をマウス iPS 細
胞に導入し、足場材料とともに気管欠損
部分に移植した。 

② 移植足場材料の検討：移植に最適な足場
材料を検討するため、ポリプロピレンメ
ッシュと様々な濃度のアテロコラーゲン
で人工気管を作成した。 

③ 分化誘導方法の確立：成長因子、サイト

カイン、ALI(Air-Liquid Interface)培養
を組み合わせることで、マウス iPS 細胞
から気道上皮細胞や筋細胞への分化を試
みた。 

④ マウス iPS 細胞由来気道上皮細胞・筋細
胞のヌードラットへの移植：分化誘導し
た上皮細胞を人工気管とともに気管欠損
部へ移植し、上皮再生への寄与につき評
価した。また、分化誘導した筋細胞を反
回神経損傷後の甲状披裂筋へ移植し、萎
縮に対する効果を検討した。 

⑤ ヒト iPS 細胞から気道上皮細胞への分化
誘導：ヒト iPS 細胞から 2 次元培養で腹
側前方前腸へ分化させ、その後 3 次元培
養でスフェロイド形成を行い ALI 培養で
気道上皮細胞への分化を試みた。 

 
４．研究成果 
 
① マウス iPS 細胞の未分化性が確認でき、

また、tdTOMATO を導入することにより、
気管移植部位への生着が確認できた。 

② 0.5 もしくは 1%の濃度で作成した人工気
管は多孔質であり、気道上皮再生に適し
た足場材料であると考えらえた。 

③ マウス iPS 細胞から杯様体を形成し、ア
クチビンと bFGF を添加した無血清培地
で培養後、ALI 法にて培養を行い、協調
運動する線毛を有した気道上皮細胞への
分化に成功した。また、胚葉体をマトリ
ゲルにてコーティングされたプレート上
に播種し、horse serum を用いて筋細胞
へ分化誘導し、RT−PCR で MyoD, Myogenin
の，免疫染色で MHC の発現を確認した。 

④ マウス iPS 細胞由来上皮細胞の移植部位
では分化誘導した細胞の生存、さらに線
毛やタイトジャンクションの回復も確認
でき、気道上皮再生に貢献することが明
らかとなった。また、マウス iPS 細胞由
来筋細胞を移植した甲状披裂筋ではその
生着が確認された。 

⑤ 分化誘導された細胞はαアセチル化チュ
ーブリンで標識される線毛様構造を有し、
さらにそれらは運動機能を有しているこ
とが確認された。また、透過型電子顕微
鏡を用いた観察にて、この線毛様構造は
9 組の 2 連微小管が 2 本の微小管を囲む
9+2 構造を有し、チューブリンを骨格と
する線毛であることが確認された。 
 
以上より、マウスおよびヒト iPS 細胞が
頭頸部臓器再生における細胞源として有
用である可能性が示唆された。 
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